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Depuis plusieurs années, la généralisation d’un style de vie, basé essentiellement sur 

la suralimentation associée à la sédentarisation, a grandement favorisé le développement 

de nombreux troubles métaboliques tels que l’obésité. En effet, selon l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), l’obésité est devenue le nouveau fléau de notre société 

actuelle à tel point qu’elle a été qualifiée de première épidémie non contagieuse de 

l’histoire. A long terme, cette obésité favorise grandement le développement de 

maladies cardiovasculaires, actuellement considérées comme l’une des principales 

causes de mortalité dans le monde (« OMS | Maladies cardiovasculaires » 2015). 

De ce fait, de nombreux travaux se sont focalisés sur l’étude des différents 

mécanismes impliqués dans l’obésité, et autres facteurs de risque cardiovasculaire, afin 

d’en comprendre les principaux acteurs impliqués et définir les meilleures stratégies 

d’intervention. Il a été rapidement observé qu’une dysfonction au niveau de 

l’endothélium vasculaire était généralement l’une des altérations les plus précoces qui 

pouvaient survenir lors du développement de ces troubles (Vanhoutte et al., 2009). Cette 

dysfonction endothéliale se traduit par un ensemble d’altérations affectant l’homéostasie 

vasculaire telles que la diminution de la réponse vasodilatatrice endothélium dépendante 

qui résulte généralement d’une baisse de la biodisponibilité du monoxyde d’azote (NO). 

Une diminution de la production du NO et/ou une augmentation de sa dégradation en 

est la principale raison (Avogaro et de Kreutzenberg, 2005). D’autres complications 

peuvent également être associées à la dysfonction endothéliale, telles que des 

déséquilibres de la balance du stress oxydatif ainsi que le développement d’une 

inflammation chronique.  

Depuis peu, l’évaluation de l’intégrité vasculaire peut être effectuée par l’étude de 

nouveaux biomarqueurs appelés microparticules (MPs) (Sabatier et al., 2011a). Ces 
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MPs sont principalement libérées dans la circulation sanguine par plusieurs types 

cellulaires et diffèrent en fonction de leurs cellules d’origine et des stimuli ayant conduit 

à leur génération (Chironi et al., 2008). Des taux plasmatiques élevés de MPs circulantes 

ont été observés pour la plupart des pathologies à risque cardiovasculaire notamment 

cardiométaboliques, comme le syndrome métabolique, l’hypertension artérielle, le 

diabète de type β ou encore l’obésité (Goichot et al., 2006; Müller, 2012; Preston et al., 

2003; Sabatier et al., 2002). Cette élévation des taux plasmatiques serait le reflet d’une 

atteinte vasculaire d’où l’intérêt d’utiliser les MPs comme biomarqueurs notamment 

dans le cas des facteurs de risque cardiovasculaire tels que l’obésité.  

De plus, les MPs sont capables d’interagir avec d’autres cellules. Leur composition, 

en protéines, lipides mais également en matériel génétique, qui est le reflet de leurs 

cellules d’origine, constitue un vecteur intercellulaire d’échange d’information. C’est 

par ailleurs dans le cadre de leurs diverses interactions que les MPs provoquent des 

modifications structurelles et fonctionnelles, notamment au niveau de la paroi vasculaire 

et en particulier de l’endothélium, pouvant avoir des conséquences physiologiques et 

pathologiques (Martin et al., 2004). Ainsi, certains travaux suggèrent que les MPs, en 

plus d’être des marqueurs de l’intégrité vasculaire, contribuent aux mécanismes associés 

à l’altération de la fonction endothéliale (Boulanger et al., 2001). Des MPs ont 

également été associé aux processus inflammatoires (Barry et al., 1998; Nomura et al., 

2001). Toutefois, ces études se sont essentiellement basées sur des MPs générées in vitro 

et ces mêmes effets n’ont pas pu être observé in vivo dans certaines études (Huo et al., 

2003). En plus des effets délétères, il a été rapporté des effets bénéfiques associés aux 

MPs (Dalli et al., 2008; Dignat-George et Boulanger, 2011). Les études s’intéressant à 

l’implication des MPs et aux rôles qu’elles jouent dans la physiopathologie endothéliale 

au niveau vasculaire restent donc assez hétérogènes. Cependant, l’action des MPs est 
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déterminée par son contenu, en protéines, lipides ou matériel génétique. De ce fait, afin 

de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans l’altération de la fonction 

endothéliale au niveau vasculaire, il nous est apparu intéressant  d’étudier les MPs 

générés in vivo dans des conditions physiopathologiques, telles que l’obésité. 

Les MPs circulantes voient leur concentration plasmatique et leur contenu varier 

non seulement en conditions pathologiques qui dérèglent le milieu vasculaire, mais 

également dans certaines conditions qui stimulent favorablement l’endothélium 

vasculaire telles que l’exercice physique. L’exercice physique, reconnu comme la 

meilleur stratégie de lutte contre les pathologies cardiovasculaires, est en effet un 

puissant stimulant du milieu vasculaire qui possède à la fois des vertus thérapeutiques 

mais également préventives (Pedersen et Saltin, 2006; Pellegrin et al., 2009). Par 

ailleurs, ces effets bénéfiques ont pu être observé chez les sujets sains (Clarkson et al., 

1999) mais également chez des sujets obèses (Moien-Afshari et al., 2008; Sciacqua et 

al., 2003). Certains travaux, qui se sont intéressés à l’effet de l’exercice physique sur les 

MPs, ont observé que la concentration plasmatique de MPs d’origine endothéliale, était 

diminuée chez des sujets sains après un programme d’entrainement de moyenne durée 

(Babbitt et al., 2013) tandis que l’inactivité physique entrainait, au contraire, une 

augmentation des concentrations plasmatiques (Boyle et al., 2013; Navasiolava et al., 

2010). Toutefois, ces travaux ne se sont intéressés, pour la plupart, qu’aux taux 

plasmatiques sans pour autant explorer le contenu de ces MPs, qui pourrait jouer un rôle 

important dans les variations observées sous l’effet de l’exercice physique.  

Lors de cette thèse, nous nous sommes donc intéressés à ces MPs et aux rôles 

qu’elles pouvaient jouer 1/ dans un contexte physiologique sain β/ dans un contexte 

d’obésité, qui est considérée comme un important facteur de risque cardiovasculaire 

favorable à la survenue d’altérations au niveau de l’endothélium vasculaire γ/ suite à un 
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exercice physique chronique, censé avoir des effets favorables au niveau vasculaire, en 

condition physiologique mais également pathologique (obésité). 
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I. Physiologie du système  artériel  

1. Structure vasculaire 

La paroi artérielle est formée de trois tuniques morphologiquement distinctes, de la 

lumière vers l’extérieur des vaisseaux : l’intima, la média et l’adventice (Figure 1).  

 L’adventice : représentant la couche la plus externe des vaisseaux sanguins, est 

composée de collagène, de fibroblastes et d’éléments lymphatiques et nerveux. 

 La média : elle constitue la couche la plus épaisse et confère aux artères deux 

propriétés importantes : l’élasticité et la contractilité. Elle est principalement 

formée de cellules musculaires lisses, indispensables pour la relaxation et la 

contraction des artères, et d’une matrice extracellulaire constituée de fibres 

d’élastine et de collagène. 

 L’intima ou endothélium : représentant la couche la plus interne des vaisseaux, 

est constitué d’une couche monocellulaire de cellules endothéliales et d’une fine 

couche de tissu conjonctif formant la base extracellulaire (collagène, 

glycoprotéines). Les cellules  endothéliales sont directement en contact avec le 

sang circulant ce qui leur confère un rôle primordial dans l’homéostasie 

vasculaire. 

 

Figure 1 : Représentation schématique des différentes tuniques de la paroi artérielle 
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2. Le réseau artériel 

La structure et l’importance de ces différentes tuniques varient en fonction des 

secteurs artériels ce qui confère à ces derniers des caractéristiques bien particulières. Nous 

pouvons donc diviser le système artériel, en fonction des propriétés mécaniques et 

structurales de la paroi artérielle, en deux secteurs :   

* Les artères de conductance, élastiques et de gros calibre, dont la paroi est 

relativement mince par rapport à leur diamètre, et leur tunique moyenne, constituée de 

feuillets musculo-élastiques, contient plus de fibres élastiques que de cellules musculaires 

lisses. De ce fait, elles opposent une très faible résistance au débit sanguin et se dilatent 

pour laisser passer un volume accru de sang au moment de l’éjection ventriculaire. 

* Les artères de résistance, musculaires, de moyens ou de petits calibres. Leur paroi 

est relativement épaisse par rapport à leur diamètre, principalement à cause de la quantité 

importante des cellules musculaires lisses. Elles subissent donc plus de contraintes 

physiques du flux sanguin par rapport aux artères de conductance, en raison de leur 

moindre élasticité. Ces artères se divisent ensuite pour former des artérioles, de plus petits 

diamètres, qui ont une composition semblable à celle des artères musculaires et qui jouent 

un rôle important dans la régulation de la pression artérielle. Les plus petites artérioles 

déversent leur contenu dans le réseau capillaire. Les capillaires étant de très fins vaisseaux 

d’environ 5 à 8 µm de diamètre, sont constitués uniquement d’une couche de cellules 

endothéliales avec une lame basale et quelques fibres de collagène. La structure de ces 

capillaires est adaptée à leur fonction fondamentale qui est de permettre les échanges de 

substances entre le sang et les tissus vascularisés. 

II. La fonction endothéliale 

1. L’endothélium vasculaire  
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L’endothélium vasculaire a initialement été décrit comme une simple interface 

entre le sang et les tissus dont le principal rôle se limitait à celui d’une barrière sélective 

servant à prévenir la diffusion des macromolécules du sang vers le milieu interstitiel. Par 

la suite, il s’est rapidement avéré que, de par sa localisation stratégique dans les vaisseaux, 

cette paroi jouait diverses fonctions comprenant le contrôle du tonus vasculaire, de la 

perméabilité endothéliale, l’agrégation plaquettaire mais aussi l’adhésion des plaquettes 

et des leucocytes, la prolifération des cellules musculaires lisses et la régulation de divers 

paramètres plasmatiques et de la fibrinolyse  (Busse et Fleming, 1995; Vanhoutte, 1989). 

Actuellement, l’endothélium est perçu comme un véritable organe endocrinien qui 

intervient directement dans la régulation de plusieurs processus biologiques, lesquels ont 

un impact certain sur la structure et l’activité vasculaire et donc sur la santé vasculaire. 

Par ailleurs, les cellules endothéliales réagissent à de nombreuses molécules transportées 

par le sang, au contact avec des éléments figurés et enfin aux variations de pression de 

tension (strain) et de contrainte de cisaillement que le flux et la pression sanguine exerce 

sur la paroi des vaisseaux. De façon générale, le fonctionnement normal de la paroi 

artérielle dépend de différents facteurs de régulation, regroupés en facteurs endothélium-

dépendants, d’origine endothéliale, et en facteurs endothélium-indépendants, d’origine 

sanguine, musculaire lisse et nerveuse. Cette grande variabilité dans les mécanismes de 

régulation du tonus vasculaire traduit une certaine plasticité et adaptabilité fonctionnelle 

de la paroi vasculaire.  

2. Fonctions de régulation de l’endothélium  

Le tonus artériel, qui représente l’état de contraction ou de relâchement de la paroi 

musculaire des artères, peut être régulé par de nombreux facteurs vasoconstricteurs ou 

vasodilatateurs endothéliaux. Les facteurs vasoconstricteurs sont le monoxyde d’azote 
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(NO), la prostacycline (PGI2) et le facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium 

(EDHF).  Les facteurs vasoconstricteurs sont principalement composés de thromboxane 

A2 (TXA2), des espèces réactives oxygénées (ERO), sous forme d’anions superoxydes, 

de l’endothéline-1 (ET-1), de la prostaglandine H2 (PGH2) et de l’angiotensine II (Figure 

2) (Vanhoutte 1989). 

 

Figure 2 : Les différents agents vasoconstricteurs et vasodilatateurs produits par 

l’endothélium 

 

2.1. Facteurs endothéliaux vasodilatateurs 

L’activation de la cellule endothéliale, par un stimulus mécanique (pression 

artérielle, forces de cisaillement) ou humoral (hormones…), entraîne la synthèse et le 

relarguage de facteurs relaxants conduisant à la relaxation de la cellule lisse sous-jacente 

(Vanhoutte, 2012). Par ailleurs, expérimentalement, l’acéthylcholine (ACh) représente 

l’un des stimuli les plus utilisés pour l’étude de la vasorelaxation endothélium-dépendante 

chez l’homme mais également chez l’animal. Les propriétés vasodilatatrices des artères 

sont régulées principalement par trois voies (Figure 3). 
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Figure 3 : Les différentes voies de régulation de la vasorelaxation (Boulanger and 
Vanhoutte, 1997). La prostacycline PGI2 active l’adénylate cyclase qui augmente la production 
d’AMPc. Le NO active la guanylate cyclase et le niveau de GMPc. L’EDHF active les canaux 

potassiques sensibles au Ca2+ sur la cellule musculaire lisse. AA : acide arachidonique ; NOS : 

NO synthase ; L-arg : L-arginine ; X : précurseur inconnu. 

 

 La voie des prostacyclines (PGI2) ou COX : 

La PGI2 est synthétisée au niveau endothélial par les cyclooxygénases endothéliales 

(COX-1) à partir de l’acide arachidonique (AA). Les phospholipides membranaires vont 

être utilisées par la phospholipase A2 (PLA2) pour libérer l’AA, substrat de la COX-1. La 

production de PGI2 est activée par différents facteurs, tels que l’hypoxie, les contraintes 
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de cisaillement, la bradykinine. Elle est dépendante de la concentration intracellulaire de 

Ca2+. 

 La voie du facteur hyperpolarisant dérivant de l’endothélium (EDHF) 

L’EDHF est actuellement défini comme une combinaison de médiateurs et de 

processus coordonnés par la stimulation de l’endothélium, induisant une relaxation 

vasculaire via des mécanismes d’augmentation de conductance potassique et 

d’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses vasculaires (Fleming and Busse, 

2003). Toutefois, les bases moléculaires de ces relaxations ne sont pas encore bien 

déterminées puisqu’elles varient en fonction de plusieurs paramètres tels que le lit 

vasculaire, l’espèce, le sexe, le vieillissement, la pathologie…(McGuire et al., 2001).  

 La voie du NO 

Le NO représente le médiateur primaire des relaxations endothélium-dépendantes au 

niveau des artères de gros calibre. Ainsi, en conditions physiologiques, la voie du NO est 

prédominante par rapport aux autres voies. Par ailleurs, le NO endothélial peut diffuser 

vers les couches cellulaires sous-jacentes et exercer localement plusieurs effets. Il peut 

inhiber le tonus vasculaire, la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses 

ainsi que la synthèse de protéines de la matrice extracellulaire (Yetik-Anacak et Catravas, 

2006). 

Au niveau des cellules musculaires lisses, le NO se fixe sur la guanylate cyclase, 

sa principale cible, entraînant une augmentation de son activité de conversion de la 

guanosine triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (GMPc) (Figure 3).  

L’afflux de GMPc dans les cellules musculaires lisses provoque alors une réduction du 

Ca2+ intracellulaire, entraînant une relaxation des fibres musculaires lisses vasculaires, 

via une diminution de l’état contractile et/ou une hyperpolarisation cellulaire (Friebe et 
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Koesling, 2003). Par ailleurs, l’augmentation du GMPc active la protéine kinase C (PKC) 

provoquant ainsi la phosphorylation des protéines impliquées dans les processus de 

relaxation musculaire, de prolifération cellulaire, d’agrégation plaquettaire et 

d’expression de molécules d’adhésion (Schlossmann et al., 2003). 

2.1.1. Le NO : principal acteur dans la vasorelaxation 

Le NO est une molécule de signalisation ubiquitaire générée par la famille des NO 

synthases (NOS) pouvant agir de manière paracrine ou autocrine. Les NOS utilisent la L-

arginine, l’oxygène et la NADPH (Nicotilamide Adénine Dinucléotide Phosphate) pour 

aboutir à la formation du NO et de la L-citrulline (Figure 4). 

 

Figure 4 : Réaction de synthèse du monoxyde d’azote (NO) par les différents isoformes 

de Nitric Oxyde Synthase (NOS) ; nNOS, Nitric Oxyde Synthase neuronale ; iNOS, Nitric Oxyde 

Synthase inductible ; eNOS, Nitric Oxyde Synthase endothéliale 

 

Dans la paroi vasculaire, le NO diffuse de l’endothélium vers la cellule musculaire 

lisse. En milieu biologique, sa demi-vie est estimée entre 1 et 5s (voire 30s). En effet, le 

NO est un radical libre étant donné qu’une de ses orbitales externes contient un électron 

non apparié. De ce fait, il peut  réagir avec les fers des noyaux hémiques, avec les dérivés 

de l’oxygène ainsi qu’avec les groupements thiols. Le NO est donc rapidement inactivé 

par les ions superoxydes ou transformé, au contact de l’oxygène, en métabolites inactifs; 

les nitrites (NO2
-) et les nitrates (NO3

-). Ces métabolites sont d’ailleurs fréquemment 
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dosés au niveau plasmatique, en tant que marqueur de biodisponibilité du NO (Bryan et 

Grisham 2007). Toutefois, il a été démontré que seuls les nitrites plasmatiques réflétaient 

véritablement des variations de la production du NO (Lauer et al., 2001). Ceci s’explique 

principalement par le fait que les nitrates plasmatiques peuvent varier en fonction des 

nombreuses sources d’apport en nitrates, indépendantes de la production de NO, en 

particulier par l’alimentation. De plus, les nitrites constituent le principal produit 

d’oxydation du NO et sont considérés comme un véritable réservoir à partir duquel le NO 

pourra être redistribué (Gladwin et al., 2005). Il a également été démontré que les 

concentrations en nitrites plasmatiques étaient bien corrélées avec les taux de NO et 

l’activité de la eNOS ce qui en fait un bon indicateur pour l’évaluation indirecte de la 

biodisponibilité du NO  (Kleinbongard et al., 2003).  

 Il existe trois isoformes de NOS dont deux sont constitutives, la Nitric Oxyde 

Synthase neuronale (nNOS) et la Nitric Oxyde Synthase endothéliale (eNOS), et une 

inductible par des cytokines ou endotoxines, la Nitric Oxyde Synthase inductible (iNOS) 

(Figure 4). La nNOS ou NOS 1 possède une localisation cytosolique et se retrouve 

essentiellement dans certains neurones centraux et périphériques. Toutefois, elle peut 

également être localisée au niveau de cellules non-neuronales, telles que les myocytes, 

les cellules épithéliales, les neutrophiles et les cellules musculaires lisses. La iNOS ou 

NOS 2, est exprimée dans divers types cellulaires, dont les macrophages, les neurones et 

les cellules endothéliales. Elle a également une localisation cytoplasmique et son activité 

est indépendante du calcium cytoplasmique. Elle est généralement induite suite à une 

stimulation par certains médiateurs impliqués dans l’inflammation tels que l’interleukine-

1 (IL-1), le tumor necrosis factor-α (TNFα), ou encore par des endotoxines microbiennes 

ou des lipopolysaccharides. Elle est régulée principalement au niveau transcriptionel et 

synthétise en général de fortes concentrations de NO, de l’orde du µM qui sont associées 



25 

 

à des effets bactéricides et cytotoxiques contre les micro-organismes ou les cellules 

tumorlaes. (Cooke et Dzau, 1997; Förstermann et Sessa, 2012). Toutefois, malgré son 

rôle important dans la défense de l’organisme contre les infections, l’induction excessive 

de cet isoforme peut être nocif dans certains cas et engendrer d’imprtants dommages 

tissulaires. Il a en effet été suggéré que la iNOS était impliquée dans le développement 

de troubles métaboliques, caractérisés par une inflammation chronique tels que l’obésité 

(Perreault et Marette, 2001). La eNOS, ou NOS 3, est ancrée à la membrane plasmique 

des cellules endothéliales des vaisseaux de gros et de moyens calibres, des myocytes 

cardiaques et des plaquettes (Dussaule et Chatziantoniou, 1996).  

2.1.2. La NO synthase endothéliale : structure et régulation  

La eNOS est une métalloenzyme provenant de l’assemblage de β monomères 

composés d’un domaine réductase C-terminal liant le NADPH et les cofacteurs 

flaviniques FMN et FAD et d’un domaine oxygénase N-terminal capable de lier le 

complexe calcium-calmoduline (CaM) (figure 5). Isolés, ces deux monomères ont une 

très faible capacité de transfert électronique et sont incapables de lier le substrat (la L-

arginine) et le cofacteur principal (la tétrahydrobioptérine (BH4)). L’enzyme n’est donc 

active et ne produit du NO que sous sa forme dimérique (Münzel et al., 2005). 

 

Figure 5 : Structure de la eNOS (d'après Stocker et Keaney, 2004) 
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L’activité de la eNOS est conditionnée par de nombreuses modifications 

transcriptionnelles et post-traductionnelles. Ainsi, des mécanismes de phosphorylation et 

de déphosphorylation de certains résidus sérine et thréonine d’eNOS modulent son 

activité en réponse à des stimuli pharmacologiques ou mécaniques. En effet, la 

phosphorylation de la sérine 1177 induit une activation de la eNOS alors que la 

phosphorylation de la thréonine 459 l’inhibe (Fleming et Busse, 2003). L’activité 

catalytique de l’enzyme est également dépendante de la biodisponibilité de son substrat 

principal, L-arginine et de ses cofacteurs FAD, FMN, NADPH et particulièrement le BH4, 

qui représente le cofacteur limitant essentiel à la stabilisation et l’activation de l’enzyme 

(Schmidt et Alp, 2007). Par ailleurs, dans certaines conditions, telles que la diminution 

de la biodisponibilité de la L-arginine ou l’oxydation du BH4, la eNOS peut se retrouver 

sous forme découplée. Elle produit alors des anions superoxydes au lieu du NO (Münzel 

et al., 2005).  

Bien que l’activité de la eNOS soit couplée à une augmentation du niveau du Ca2+ 

intracellulaire, son activation peut également être effectuée par d’autres mécanismes 

permettant sa phosphorylation ou sa déphosphorylation. En effet, il a été démontré que 

les forces de cisaillement, ou shear stress, exercées par la vitesse de l’écoulement sanguin, 

activent la eNOS en induisant la phosphorylation des résidus sérine par la voie PI3-

kinase/Akt, indépendamment de l’élévation du Ca2+  intracellulaire (Fleming et Busse, 

2003) (Figure 6).  
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Figure 6 : Mécanismes de production du NO par la eNOS (d’après Pellegrin et al., 

2009)  

 

2.2.Facteurs endothéliaux vasoconstricteurs 

L’endothélium peut également générer des facteurs vasoconstricteurs, qui en 

équilibre avec les facteurs vasodilatateurs, permettent de maintenir un équilibre du tonus 

vasculaire (Vanhoutte, 1989).   

 L’endothéline 1 (ET-1) 

L’endothéline est l’un des plus puissants vasoconstricteurs identifiés à ce jour. Il 

existe trois isoformes à ce peptide mais seul l’isoforme ET-1 est produit par les cellules 

endothéliales. ET-1 produit son effet vasoconstricteur en se liant à son récepteur type A 

(ETA) au niveau des cellules musculaires lisses (Miyauchi et Masaki, 1999). Il existe un 

deuxième type de récepteur de ET-1, appelé ETB, exprimé au niveau des cellules 

endothéliales, ainsi qu’au niveau des cellules musculaires lisses mais à des taux beaucoup 

plus faibles que ETA. La liaison de ET-1 avec ETB permet de médier la synthèse et la 
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libération de certains facteurs vasorelaxants, tels que le NO et la PGI2, lesquels s’opposent 

aux effets vasoconstricteurs médiés par le récepteur ETA. Ceci a pour effet d’atténuer la 

vasoconstriction d’ET-1(Hirata et al., 1993).  

 Les espèces réactives oxygénées (ERO) 

Les espèces réactives oxygénées (ERO) sont des espèces chimiques dérivées de 

l’oxygène que l’on peut séparer en deux groupes : 1/ les radicaux oxygénés, possédant un 

ou plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe,  tels que l’anion superoxyde 

(O2
-.) et le radical hydroxyle (OH.) ; et 2/ les dérivés non radicalaires tels que le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) ou le peroxynitrite (ONOO-). L’anion superoxyde représente le 

précurseur des ERO. Il est formé après réduction de l’oxygène O2 par un électron et en 

présence du cofacteur NADPH. Cet anion est très instable et  peut traverser la membrane 

plasmique (Mao et Poznansky, 1992). Le peroxyde d’hydrogène, quant à lui, est une 

espèce réactive non chargée qui, contrairement à l’anion superoxyde, est suffisamment 

stable pour diffuser vers d’autres cellules et y initier des évènements spécifiques de 

signalisation (Cai, et al. 2003).  

Les ERO jouent de nombreux rôles physiologiques et sont impliqués dans la transmission 

de nombreuses informations biologiques. En conditions physiologiques, elles existent en 

faibles concentrations puisqu’elles sont hautement contrôlées par les systèmes 

antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques. Toutefois, en conditions pathologiques, 

ces ERO peuvent être libérées de façon excessive pouvant entraîner un stress oxydant 

(Madamanchi et al., 2005).  

3. La dysfonction endothéliale 

3.1. Définition  
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Le terme de dysfonction endothéliale englobe un ensemble d’altérations affectant 

l’homéostasie vasculaire pouvant se manifester soit par un déséquilibre entre 

vasodilatation et vasoconstriction, un déséquilibre entre action antithrombogène et 

procoagulante, ou encore comme une anomalie de la perméabilité (Avogaro et de 

Kreutzenberg, 2005). Cette dysfonction endothéliale est associée à la plupart des maladies 

cardiovasculaires comme l’hypertension artérielle, les maladies coronariennes, 

l’insuffisance cardiaque chronique, le diabète ou encore l’insuffisance rénale chronique. 

Par ailleurs, cette altération survient dès les premiers stades de l’atteinte vasculaire 

(Bonetti et al., 2003; Vanhoutte et al., 2009). 

Toutefois, la majorité des études réduisent la fonction endothéliale aux fonctions 

vasomotrices et plus particulièrement à une altération de la réponse vasodilatatrice 

dépendante du NO due à une diminution de la biodisponibilité du NO. Ceci est 

généralement associé à une diminution de la production par la  eNOS et/ou à 

l’augmentation de sa dégradation  (Williams et al., 2002). Dans le premier cas, la 

réduction de la production du NO peut être consécutive à une réduction de l’expression 

et/ou de l’activité de la eNOS, une réduction de la biodisponibilité de son substrat (et/ou 

d’un ou plusieurs de ses cofacteurs essentiels à sa production), ou encore une 

augmentation de la production de facteurs contractants, ce qui aurait pour effet de 

compromettre, entre autres, les actions vasorelaxantes du NO (Ulker et al., 2003). D’autre 

part, une dégradation accrue du NO peut être causée par un stress oxydatif dû à une 

production excessive d’ERO (Holvoet, 2012). 

3.2. Le stress oxydant : mécanisme clé dans la dysfonction endothéliale 

Le stress oxydant est caractérisé par la formation accrue d’ERO. Dans les 

conditions physiologiques normales, il existe une balance entre la production et la 

dégradation de ces ERO. En revanche, lorsqu’un dysfonctionnement apparaît entre la 
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formation des ERO et les capacités antioxydantes de défense, il en découle une 

augmentation de la biodisponibilité des ERO et le stress oxydant s’installe favorisant ainsi 

le développement de nombreuses pathologies cardiovasculaires. En effet, ces ERO 

peuvent réguler plusieurs gènes, notamment des molécules d’adhésion, facteurs 

chimiotactiques, enzymes antioxydantes et substances vasoactives. La régulation positive 

des molécules d’adhésion et des molécules chimiotactiques par ces ERO est d’une grande 

importance dans la dysfonction endothéliale puisque ces molécules favorisent l’adhésion 

et la migration des monocytes au niveau de la paroi vasculaire et donc le processus 

inflammatoire et l’installation d’une inflammation chronique athérogène (Cooper et al., 

2002). 

3.2.1. NADPH oxydase : principale source de production des ERO 

Initialement décrite dans les cellules phagocytaires, la NADPH oxydase est 

également présente dans de nombreux tissus et tout particulièrement dans le système 

cardiovasculaire (paroi vasculaire, cardiomyocytes). Cette enzyme transfère 

successivement des électrons du NADPH jusqu’à l’accepteur final O2 pour générer des 

anions superoxydes. Il existe 7 homologues dans la famille des NADPH oxydases : 

NOX1 à 5 et DUOX (Dual oxidase) 1 et 2, dont le nom correspond à celui de la plus 

grande sous-unité membranaire  (Brandes et al., 2010). La NOX2, également appelée 

NADPH oxydase phagocytaire, est la première NOX à avoir été décrite. Elle se compose 

de sous-unités membranaires (NOX2 et p22) et de sous-unités catalytiques, telles que 

p47. En réponse à des facteurs physiopathologiques, les sous-unités cytosoliques de la 

NADPH oxydase vont être phosphorylées et transloquées au niveau du complexe 

membranaire pour former la NADPH oxydase active. Il existe, par ailleurs, des NOX, tels 

que la NOX4, qui ne possèdent pas de sous-unités cytosoliques (figure 7). 
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Figure 7 : La famille des NADPH oxydases (d'après Bedard and Krause, 2007) 

 

3.2.2. Les principaux dommages oxydatifs 

Les ERO peuvent induire différents dommages oxydatifs au niveau cellulaire en 

particulier au niveau des lipides, des protéines et des acides nucléiques. Ces altérations 

peuvent conduire à des pertes de fonction et d’intégrité, voire la mort cellulaire. 

 La peroxydation lipidique : Les premières cibles des ERO sont  les 

lipides et plus particulièrement les acides gras insaturés. Les cibles concernent les 

lipoprotéines circulantes mais également les phospholipides membranaires. Dans le 

premier cas, l’oxydation lipidique aboutit à la formation de LDL oxydés qui peuvent être 

captés par les macrophages et former les dépôts lipidiques de la plaque d’athérome. Dans 

le second cas, l’attaque des phospholipides membranaires peut fragiliser la membrane 

cellulaire en modifiant sa fluidité, sa perméabilité ainsi que son excitabilité (Favier, 

2003). Parmi les produits formés suite à la peroxydation lipidique, l’isoprostane, le 

malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonenal (4-HNE) et les produits réagissant à 
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l’acide thiobarbiturique (TBARS, Thiobarbituric acid reactive substances) sont très 

souvent utilisés en tant que marqueurs de la peroxydation lipidique et des dommages 

oxydatifs de façon générale. Ils sont d’ailleurs retrouvés en fortes concentrations lors de 

différents stades de l’athérosclérose (Vincent et Taylor, 2005). Par ailleurs,  la production 

de radicaux libres chez les obèses est favorisée du fait de l’élévation des acides gras au 

niveau plasmatique, qui représentent des cibles privilégiées des attaques radicalaires. Ceci 

a pour conséquence de favoriser le développement du stress oxydant chez les sujets 

obèses (Vincent et Taylor, 2005). 

 L’oxydation des protéines : Les protéines peuvent également être la cible 

des ERO ce qui peut engendrer divers types de modifications tels que la fragmentation de 

la protéine, l’oxydation des chaines latérales des acides aminés ou la formation de liaisons 

croisés entre deux protéines  (Bonnefont-Rousselot et al 2001). Ces dommages sont 

irréparables et peuvent entraîner des modifications fonctionnelles irréversibles (non-

reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). De plus, 

même si les protéines sont moins sensibles que les lipides aux attaques des ERO, leur 

oxydation peut entraîner la mort cellulaire  (Guidet, 1992). 

 Les dommages de l’ADN : Les dommages de l’ADN causés par le stress 

oxydant peuvent engendrer une oxydation des bases de l’ADN ou encore des cassures au 

niveau du brin d’ADN (Favier, 2003). Ceci peut entraîner des mutations carcinogènes 

engendrant la synthèse de séquences protéiques incorrectes et des fonctions cellulaires 

détériorées favorisant le développement de certains cancers et/ou des phénomènes de 

vieillissement (Bohr et al., 1998).  

 

3.3. Marqueurs de la dysfonction endothéliale 
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Etant donné que la dysfonction endothéliale est l’une des premières altérations 

survenant dans les complications cardiovasculaires, plusieurs travaux se sont intéressés 

au développement de méthodes permettant la détection de l’intégrité de cette fonction 

endothéliale. Actuellement, l’exploration clinique de la fonction endothéliale est réalisée 

au moyen de de méthodes fonctionnelles, qui étudient de façon directe l’endothélium d’un 

segment vasculaire donné, et de méthodes biologiques, qui évaluent l’endothélium 

vasculaire au moyen d’indicateurs circulants, témoignant de son activité ou de son 

intégrité de façon plus globale (Deanfield et al., 2007).      

3.3.1. Exploration fonctionnelle de l’endothélium 

Dans le cas des explorations fonctionnelles, des épreuves pharmacologiques peuvent 

être utilisées et consistent à étudier le fonctionnement de l’endothélium en mesurant 

généralement les effets vasomoteurs qui accompagnent l’administration de substances 

agissant par son intermédiaire. Ces substances, principalement l’acétylcholine (ACh), la 

substance P ou encore la bradykinine, se fixent sur des récepteurs spécifiques situés à la 

surface de l’endothélium et entraînent la libération dans la lumière vasculaire et au sein 

de la paroi de facteurs, tels que le NO, qui agissent sur les cellules musculaires lisses 

sous-jacentes en les relaxant (Deanfield et al., 2007). La réponse vasomotrice mesurée 

représente la réponse endothélium-dépendante mais une mesure de la réponse 

endothélium-indépendante doit toujours être prise en compte. En effet, si l’intégrité 

fonctionnelle des cellules musculaires lisses de la paroi est altérée, une réponse 

endothélium-dépendante diminuée sera observée même si la fonction endothéliale est 

normale (Nitenberg et Antony, 2004). Parmi les méthodes pharmacologiques, nous 

pouvons citer par exemple la technique de débitmétrie laser doppler qui permet d’évaluer 

la vasoréactivité vasculaire au niveau microcirculatoire (Léger, 2005).  
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Outre les agents pharmacologiques, l’exploration fonctionnelle de l’endothélium peut 

être effectuée par des agents mécaniques tels que la vitesse d’écoulement du sang 

(contrainte de cisaillement longitudinale) qui peut être augmentée par l’administration 

d’un vasodilatateur endothélium-indépendant augmentant le débit au niveau du site de 

mesure (dilatation flux-dépendante). Ces épreuves physiologiques sont généralement 

utilisées pour l’étude des artères de conductance (Deanfield et al., 2007).  

3.3.2. Mesure de marqueurs biologiques 

La mesure de certains marqueurs biologiques peut renseigner sur l’intégrité 

vasculaire, sans toutefois être spécifique d’un territoire vasculaire donné. Ces marqueurs 

présentent cependant l’avantage de leur simplicité sur le plan clinique car il s’agit 

généralement de dosages de facteurs circulants, réalisés à partir de prélèvements sanguins 

ou urinaires. Les marqueurs les plus utilisés sont les facteurs vasoactifs d’origine 

endothéliale tels que le NO, qui est évalué de façon indirecte par la mesure de ses 

métabolites et principalement les nitrites (Kleinbongard et al., 2003). Les marqueurs 

solubles d’activation endothéliale et d’inflammation sont également considérés comme 

de bons indicateurs et incluent par exemple les molécules d’adhésion intercellulaire et 

vasculaire (ICAM-1, VCAM-1, PCAM), la protéine C-réactive  (CRP) ou les cytokines 

tels que TNFα (Deanfield et al., 2007). 

 Toutefois, il apparaît depuis quelques années que l’étude de marqueurs circulants de 

type cellulaire soit une meilleure alternative aux biomarqueurs biochimiques classiques 

(Burger and Touyz, 2012). Parmi ces biomarqueurs, nous pouvons citer les cellules 

endothéliales circulantes, les progéniteurs endothéliaux et les microparticules (MPs) 

(Lekakis et al., 2011; Sabatier et al., 2011b). Seules ces dernières seront détaillées dans 

le chapitre suivant. 
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III.  Les microparticules 

1. Définition 
 

Les MPs sont des vésicules membranaires, de taille comprise entre 0,1 et 1µm, 

libérées dans l’espace extracellulaire suite à une activation ou une apoptose de la cellule. 

Initialement identifiées, il y a plus de 35 ans, comme de simples « poussières de cellules », 

ou encore des débris inertes sans fonctions spécifiques (Wolf, 1967), ces MPs suscitent 

de plus en plus d’intérêt depuis quelques années. En effet, plusieurs études ont démontré 

qu’elles seraient des biomarqueurs d’intérêt dans de nombreuses pathologies et 

participeraient même au développement de leur physiopathologie en tant qu’importants 

systèmes de transport de molécules bioactives (Mause et Weber, 2010). Cependant, il est 

important de bien différencier les MPs des autres vésicules extracellulaires libérées par 

les différentes cellules. Ces vésicules sont généralement réparties en trois catégories, 

exosomes, corps apoptotiques et MPs, en fonction de leur taille, leur contenu et de leur 

mécanisme de formation (Figure 8).  

 

Figure 8: Taille des différents types de microvésicules libérées par les cellules 

(d'après Lemoinne et al., 2014) 
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 Les exosomes : ce terme désigne les plus petites vésicules extracellulaires avec 

une taille comprise entre 30 et 100 nm de diamètre. Elles sont formées par 

bourgeonnement vers l’intérieur des membranes endosomales et sont enfermées 

dans des particules intracellulaires qui libèrent leur contenu par la suite dans 

l’environnement extracellulaire (György et al., 2011).  

 Les corps apoptotiques : ils ont une taille comprise entre 1 et 5 µm 

approximativement et résultent principalement de la déformation et de la 

fragmentation de la cellule apoptotique. Ils peuvent être libérés par tous les types 

cellulaires lors des dernières étapes de l’apoptose et peuvent contenir de l’ARN et 

de l’ADN provenant de la fragmentation du noyau (György et al., 2011).  

 Les MPs : elles sont identifiées comme une population hétérogène de particules 

phospholipidiques anucléées formées à partir des membranes cellulaires suite à 

des mécanismes spécifiques induisant leur libération (Diamant et al., 2004).  

 

2. Origine des MPs 

En condition normale, les MPs peuvent être retrouvées dans la circulation sanguine 

de sujets sains dans des concentrations physiologiques. Elles peuvent être libérées par 

différents types cellulaires suite à des stimuli physiologiques mais sont principalement 

d’origine plaquettaire et, en quantité moindre, d’origine leucocytaire, endothéliale et 

érythrocytaire (Tushuizen et al., 2011). Ces MPs peuvent être caractérisées par 

l’expression membranaire d’antigènes spécifiques de leur cellule d’origine (Tableau I). 

Ces mêmes antigènes sont d’ailleurs utilisés pour permettre le phénotypage des MPs.  
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Tableau I : Quelques exemples de marqueurs antigéniques permettant de caractériser 

l’origine des MPs (d'après Zahra et al., 2011). 

Origine cellulaire 

des MPs 
Antigène 

Cellules endothéliales CD31 (molécule d’adhésion PECAM-1) 

CD34 

CD62E (molécule d’adhésion E-

sélectine) 

CD51 (molécule d’adhésion αv intégrine) 

CD105 (endogline) 

CD144 (VE-cadhérine) 

CD146 

Globules rouges CD235a (glycophorine A) 

Lymphocytes  CD45 

Monocytes CD14 

Plaquettes  CD41 (GPIIb) 

CD61 (GPIIIa) 

 

Toutefois, en conditions pathologiques, de nombreuses études ont observé une 

augmentation significative de leurs concentrations plasmatiques ainsi qu’un changement 

des proportions de chaque type cellulaire d’origine (Barteneva et al., 2013).  

3. Composition des MPs 

Les MPs sont formées d’une membrane cytoplasmique entourant un contenu 

cytosolique, tous deux originaires de la « cellule mère ». Plusieurs antigènes de surface, 

caractéristiques de la membrane « mère », ainsi que des constituants cytosoliques peuvent 

ainsi être retrouvés dans ces MPs. Toutefois, leur composition est étroitement dépendante 

du type cellulaire ainsi que des circonstances physio-pathologiques de leur libération.  

3.1. Lipides 
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Les MPs possèdent une membrane formée par une bicouche de phospholipides 

résultant du phénomène de bourgeonnement de la membrane cytoplasmique de leur 

cellule d’origine. Toutefois, au contraire des membranes cellulaires, ces MPs se 

caractérisent par  un feuillet externe présentant des phospholipides chargés négativement 

tels que la phosphatidylsérine (PS). Ceci est principalement dû à leur mécanisme de 

formation impliquant un réarrangement de la membrane plasmique (voir chapitre 4 : 

Formation des MPs). Cette composition lipidique des MPs pourrait également jouer un 

important rôle dans la détermination de l’activité protéique des MPs. En effet, certains 

travaux ont démontré, par exemple, qu’un enrichissement en cholestérol de monocytes 

humains induisait la génération de MPs au potentiel fortement pro-coagulant (Liu et al., 

2007). 

3.2.Protéines 

Les membranes des MPs contiennent des antigènes spécifiques de la cellule d’origine, 

mais  également des molécules surexprimées ou transloquées dans la membrane suite à 

leur activation (Combes et al., 1999). Ces marqueurs de surface sont d’un grand intérêt 

lors de l’identification des MPs. Il est généralement admis que les MPs externalisent la 

PS ce qui en fait un bon marqueur d’identification. En effet, les microvésicules sont 

considérées comme des MPs si elles sont annexine V positive (l’annexine V se liant 

spécifiquement à la PS). Toutefois, plusieurs études ont pu identifier des MPs annexine 

V négative ce qui suggèrerait que ces microvésicules pourraient ne pas externaliser la PS 

(Connor et al., 2010). Ceci pourrait être expliqué par le fait que des voies de signalisation, 

autres que la perte de l’asymétrie membranaire, non reconnues à ce jour, seraient 

impliquées dans la formation des MPs (Boulanger et al., 2008). Une autre hypothèse serait 

que le site de liaison de la PS serait occupé par une autre protéine, empêchant ainsi 

l’interaction avec l’annexine V. Par exemple, la lactadhérine présente dans le sang peut 
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se lier fortement à la PS limitant ainsi l’interaction avec l’annexine V lors du dosage 

(Dasgupta et al., 2006).  

3.3.Matériel génétique 

Plusieurs études ont démontré que les MPs pouvaient transporter des séquences 

d’ARN d’une cellule à une autre, pouvant ainsi contribuer à la « reprogrammation » 

phénotypique de la cellule-cible (Mause et Weber, 2010). Parmi ces ARN, les travaux les 

plus récents se sont particulièrement penchés sur les microARN (miR) qui sont des 

séquences non codantes d’une vingtaine de nucléotides intervenant dans la régulation 

posttranscriptionnelle de nombreux gènes d’intérêt. Ces miRs peuvent être retrouvés 

libres dans la circulation ou, le plus souvent, inclus dans microvésicules (MPs, exosomes 

et corps apoptotiques) avec toutefois les MPs comme principal vecteur de transport  

(Diehl et al., 2012). Ainsi, ces miRs peuvent aller réguler l’expression de gènes dans 

d’autres cellules, autres que leur cellule d’origine. Par exemple, il a été observé que 

certaines MPs pouvaient avoir des effets athéroprotecteurs grâce à leur contenu en miRs. 

En effet, il a été observée que des cellules HUVEC, stimulées par des forces de 

cisaillement ou shear stress, et enrichies en miR-143/145 pouvaient intervenir dans la 

régulation de gènes de cellules musculaires lisses, en coculture avec ces HUVEC, 

permettant ainsi la réduction de la formation de lésions athéromateuses au niveau de 

l’aorte de souris ApoE -/- (Hergenreider et al., 2012). 

4. Formation des MPs 
 

En conditions physiologiques, les MPs peuvent être libérées de façon spontanée 

en faible quantité. Toutefois, différents stimuli, tels que les forces de cisaillement, i.e. 

shear stress, des agonistes physiologiques, une stimulation pro-apoptotique, peuvent 

induire la libération des MPs en fortes concentrations (György et al., 2011). Parmi ces 
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stimuli, nous pouvons par exemple citer certaines cytokines inflammatoires (TNFα), des 

inducteurs apoptotiques (i.e. staurosporine) ou encore un stress cellulaire qui permettent 

de générer des MPs à partir de cellules cultivées in vitro (Baron et al., 2012). Les 

médiateurs et les mécanismes impliqués dans la libération des MPs in vivo restent 

toutefois encore mal compris.  

Il est cependant admis que la formation des MPs dépende essentiellement de deux 

grandes étapes : 1/ le phénomène de « flip-flop », qui va permettre l’externalisation des 

protéines du feuillet membranaire interne, et 2/ le réarrangement du cytosquelette, qui va 

induire le bourgeonnement de microvésicules à partir de la membrane et la libération de 

microparticules (Diamant et al., 2004) (Figure 9). 

 

Figure 9 : Formation des MPs à la surface des cellules stimulées. Les MPs sont 

marquées par des flèches blanches. Cliché de microscopie électronique à balayage réalisé 

après stimulation par interleukine α1 de cultures endothéliales issues de veines ombilicales 
(Diamant et al., 2004). 

 

La membrane plasmique varie d’une cellule à l’autre mais il est généralement 

admis que le feuillet externe se compose majoritairement de phosphatidylcholine et de 

sphingomyéline alors que la phosphatidyléthanolamine et la PS sont retrouvées 

essentiellement sur le feuillet interne. En conditions physiologiques (i.e. absence de 
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stimuli), la membrane externe est non chargée tandis que celle interne est chargée 

négativement. Le maintien de ce déséquilibre de charge se fait grâce à différentes 

protéines transmembranaires. La scramblase (dont l’activité est calcium-dépendante) et 

la floppase (protéine ATP-dépendante responsable de l’externalisation de la PS en 

particulier) sont inactives tandis que la flippase, dont le rôle est l’internalisation des 

phospholipides chargés négativement, est activée (Barteneva et al., 2013).  

Dans le cas de l’activation cellulaire, la concentration cytosolique en calcium, sous 

forme d’ions Ca2+, va rapidement augmenter. Cette augmentation aura deux effets 

principaux : 1/ inhibition de la flippase et augmentation de l’activité de la scramblase ce 

qui va perturber l’équilibre lipidique de la surface cellulaire ; et 2/ activation de la 

calpaine, une protéine qui va permettre de découper les filaments d’actine et détruire la 

taline, un constituant du cytosquelette (VanWijk et al., 2003).  

Toutefois, les mécanismes de formation des MPs lors de l’activation cellulaire 

diffèrent de ceux retrouvés lors de l’apoptose. L’apoptose est en effet caractérisée par des 

contractions cellulaires, une fragmentation de l’ADN et un bourgeonnement dynamique 

au niveau membranaire. Il est admis que dans le cas de l’apoptose, le bourgeonnement 

membranaire dépend essentiellement de l’action de la Rho-associated kinase, ROCK I, 

activée par les caspases, et qui est responsable du remodelage de la structure du 

cytosquelette (Coleman et al., 2001) (Figure 10).  
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Figure 10 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans la formation des MPs 

durant l’activation cellulaire (à gauche) et l’apoptose (à droite) (Martinez et al., 2011). 

 

5. Mode d’action des MPs 

Il est admis que les MPs peuvent transférer des constituants de leur cellule d’origine 

vers d’autres cellules, participant ainsi à la communication intercellulaire. Différents 

mécanismes de transfert de l’information peuvent être observés. Les MPs peuvent 

transférer leurs composants membranaires ou contenu cytoplasmique aux cellules-cibles 

suite à une fusion membranaire ou encore par internalisation. Certains composants des 

MPs peuvent induire des cascades biologiques et une reprogrammation au niveau de la 

cellule-cible tandis que d’autres constituants de la membrane des MPs peuvent être 

recyclés au niveau de la membrane de la cellule-cible (Mause et Weber, 2010) (Figure 

11).  
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Figure 11: Les différents modes de transfert intercellulaire de l’information  par les 
MPs (Mause and Weber, 2010) 

 

Les MPs peuvent par exemple transférer des récepteurs membranaires vers leurs 

cellules-cibles leur conférant ainsi la possibilité d’effectuer de nouvelles interactions. 

Ceci a notamment été observé pour les récepteurs à chimiokines CCR5 (Mack et al., 

2000) et CXC4 (Rozmyslowicz et al., 2003), qui sont des récepteurs membranaires 

intervenant dans la pénétration cellulaire des virus, notamment celui du VIH. Par ailleurs, 

les MPs peuvent également transférer des protéines solubles telles que des chimiokines, 

des facteurs de croissances ou encore des cytokines, en fusionnant avec la membrane de 

la cellule-cible ou après internalisation afin de libérer leur contenu cytoplasmique. Dans 

ce sens, plusieurs études ont pu mettre en évidence la présence de l’interleukine pro-

inflammatoire IL-1  dans les MPs provenant de cellules immunitaires activées, en 

quantité plus élevée dans les MPs par rapport à la fraction plasmatique dépourvue de MPs 

(MacKenzie et al., 2001; Pizzirani et al., 2007). Lindemann et al., ont pu observer que, 

pendant la formation du caillot de fibrine, les plaquettes pouvaient libérer des MPs 
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enrichies en IL-1  qui interviendraient dans la surexpression des molécules d’adhésion et 

des chimiokines et favoriseraient l’adhésion des neutrophiles au niveau des cellules 

endothéliales (Lindemann et al., 2001).  

Outre les protéines membranaires ou solubles, les MPs peuvent également 

transférer des ARN provenant de leur cellule d’origine. En effet, comme nous l’avons cité 

précédemment, les MPs sont l’un des principaux vecteurs de transport des miR qu’ils 

peuvent libérer au niveau du cytoplasme  de la cellule-cible, suite à une fusion 

membranaire ou une internalisation (Figure 11). Ces miRs ont notamment été détecté 

dans les MPs de sujets sains (Hunter et al., 2008) et la variation de leurs concentrations a 

été associée à plusieurs facteurs de risque cardiovasculaires tels que l’obésité (Ortega et 

al., 2013), le diabète de type 2 (Guay et Regazzi, 2013) ou encore le syndrome 

métabolique (Karolina et al., 2012). Plusieurs études rapportent également l’implication 

de certains miR dans plusieurs mécanismes biologiques tels que les processus 

inflammatoires (Schroen et Heymans, 2012). Par exemple, miR-146a serait surexprimé 

in vitro dans des monocytes, suite à une stimulation pro-inflammatoire par les 

lipopolysaccharides, et interviendrait dans la régulation négative de l’expression de 

certaines protéines pro-inflammatoires (Taganov et al., 2006). Par ailleurs, miR-223 serait 

impliqué dans la régulation de la maturation et la prolifération des neutrophiles en 

stimulant la différenciation des précurseurs myéloïdes en granulocytes (Johnnidis et al., 

2008).  

De plus, certaines études ont démontré que les MPs pouvaient transférer des 

lipides bioactifs. Barry et al. par exemple, ont pu mettre en évidence que des MPs 

plaquettaires, enrichies en AA, étaient capables d’induire l’activation plaquettaire suite à 

un transfert de l’AA par les MPs (Barry et al., 1997). Ainsi, elles joueraient un rôle dans 

la fonction endothéliale en intervenant dans la voie des COX2 (Barry et al., 1999).  
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6. Implication des MPs dans les maladies cardiovasculaires 

Les MPs représentent un pool de bioeffecteurs circulants qui jouent un rôle crucial 

dans la coagulation, l’inflammation, la fonction vasculaire et l’angiogenèse (Lovren and 

Verma, 2013). L’endothélium représente une des principales cibles des MPs circulantes 

en raison de sa localisation stratégique au niveau de la paroi vasculaire. La réponse 

endothéliale aux MPs peut être aigu, résultant de la libération de plusieurs facteurs, ou 

chronique, impliquant des changements dans l’expression de gènes impliqués dans la 

régulation structurelle et fonctionnelle de la paroi vasculaire (Martínez et al., 2005). Les 

effets des MPs sont rapportés très variables dans la littérature. Ils peuvent être bénéfiques 

ou délétères en fonction des stimuli de génération, de la composition et du lieu d’action 

de ces MPs (Lovren et Verma, 2013).  

6.1. Effets délétères 

Les MPs jouent un rôle dans de nombreux mécanismes délétères impliqués dans 

les maladies cardiovasculaires. Plusieurs études ont démontré que des MPs isolées de 

patients souffrant de diverses pathologies, telles que l’infarctus du myocarde (Boulanger 

et al., 2001) ou encore l’insuffisance rénale (Amabile et al., 2005), pouvaient entraîner 

une dysfonction endothéliale sur des anneaux d’aorte de rats ex vivo, en diminuant la 

capacité de relaxation à l’acétylcholine. Cette altération pourrait être causée par une 

diminution de la production de NO ou par une augmentation de l’expression de la 

cavéoline-1. De plus, des études ont démontré que les MPs contribuent à la production de 

ERO par les cellules endothéliales, in vitro et in vivo (Gambim et al., 2007; Mastronardi 

et al., 2011). Gambim et al. ( 2007) ont montré que des MPs plaquettaires, possédant une 

activité NADPH oxydase, pouvaient produire des péroxynitrites, ayant pour conséquence 

d’induire une apoptose endothéliale. Par ailleurs, de nombreux travaux ont démontré in 
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vitro que les MPs circulantes interviennent dans les réactions pro-inflammatoires. En 

effet, il a été observé que les MPs (plaquettaires et leucocytaires) contribuent au processus 

inflammatoire en augmentant la production d’interleukine IL-6 et IL-8 par les cellules 

endothéliales et leucocytaires (Mesri et Altieri, 1999; Nomura et al., 2001). De plus, elles 

peuvent induire l’adhésion des monocytes et l’expression des molécules d’adhésion, 

telles que les antigènes CD11a sur les monocytes et les ICAM-1 à la surface des cellules 

endothéliales (Barry et al., 1998; Nomura et al., 2001). Toutefois, ces études se sont 

essentiellement basées sur des MPs générées in vitro. En effet, une étude utilisant le 

surnageant de plaquettes activées, contenant des MPs plaquettaires, a démontré que ces 

dernières n’affectaient pas l’adhésion leucocytaire  in vivo chez des souris déficientes en 

apolipoprotéine E (ApoE-/-, modèle d’athérosclérose murin) et n’avaient pas d’effet sur 

le développement des plaques d’athérosclérose (Huo et al., 2003).    

6.2. Effets bénéfiques 

Plusieurs études ont rapporté que les MPs pouvaient jouer un rôle bénéfique au niveau 

vasculaire. Dalli et al. (2008) ont rapporté que des MPs d’origine leucocytaire pouvaient 

prévenir la réponse inflammatoire des leucocytes exposés aux lipopolysaccharides et 

induire la production de cytokines antiinflammatoires telles que TGF- 1. De plus, 

Köppler et al. (2006) ont montré qu’in vitro, des MPs pouvaient être internalisées par les 

monocytes et les lymphocytes B par différents mécanismes et moduler leur activation 

vers un profil anti-inflammatoire.  

Les MPs circulantes jouent également un rôle important dans la coagulation du fait 

de l’exposition de la PS et du facteur tissulaire (FT) au niveau de leur membrane. Elles 

peuvent donc participer à la thrombose grâce à l’expression du FT et à l’interaction du 

ligand de la P-sélectine présent sur les MPs et de la P-sélectine des plaquettes (Falati et 

al., 2003). Les MPs de monocytes générées in vitro participent également à 
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l’augmentation du pouvoir pro-thrombotique de l’endothélium par transfert du FT aux 

cellules endothéliales (Aharon et al., 2008). Par ailleurs, certaines MPs lymphocytaires 

(les morphogen sonic hedgehog) peuvent également intervenir dans le phénomène 

d’angiogenèse, en stimulant in vitro la formation de capillaires en augmentant l’adhésion 

et l’expression de facteurs pro-angiogéniques dans les cellules-cibles (Soleti et al., 2009). 

 

IV. L’obésité, facteur de risque de dysfonction endothéliale 

1. Définition  

Selon l’organisation mondiale de la santé (OMS), l’obésité se définit comme une 

« accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle pouvant nuire à la santé » 

(« OMS | Obésité et surpoids » 2015). Devant l’ampleur du développement épidémique 

mondial de l’obésité et de ses conséquences, cette pathologie a été classée en tant que 

première épidémie non-infectieuse de l’histoire.  

L’obésité est essentiellement diagnostiquée à partir d’indicateurs 

anthropométriques. L’OMS a défini depuis les années 90 l’indice de Quetelet, ou indice 

de masse corporelle (IMC), qui est considéré comme mesure universelle pour l’évaluation 

de la corpulence d’un sujet et qui est bien corrélé avec la masse grasse chez l’adulte 

(Guillaume, 1999). Cet indice est calculé selon la formule suivante : IMC = Poids (kg)/ 

Taille² (m). Des seuils ont été établis, en fonction de cet indice, afin de classifier la charge 

pondérale et la corpulence des sujets adultes (Tableau II). Toutefois, pour les enfants, 

l’obésité est définie par des valeurs supérieures au 97° percentile de la distribution de 

l’IMC pour une classe d’âge donnée. 
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Tableau II : Classification  de la corpulence en fonction des valeurs de  l’IMC 

 

Corpulence Valeur de l’IMC 

Maigreur  IMC inférieur à 18,5 kg/m² 

Poids normal IMC compris entre 18,5 et 24,9 kg/m² 

Surpoids IMC compris entre 25 et 29,9 kg/m² 

Obésité IMC supérieur ou égal à 30 kg/m² 

     Type I –modéré- IMC compris entre 30 et 34,9 kg/m² 

     Type II –sévère- IMC compris entre 35 et 39,9 kg/m² 

     Type III –massive, morbide- IMC supérieur ou égal à 40 kg/m² 

 

2. Epidémiologie  

La prévalence de l’obésité a plus que doublé au niveau mondial entre 1980 et β014 

et, d’après les dernières estimations de l’OMS, plus de 1,9 milliard d’adultes présentent 

un surpoids, et 600 millions d’entre eux sont obèses obèses (Figure 12) (« OMS | Obésité 

et surpoids » 2015). 
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Figure 12 : Prévalence de l’obésité dans le monde (d’après l’OMS, 2015) 

Par ailleurs, nous assistons depuis quelques décennies à un large phénomène de 

transition épidémiologique distingué par l’extension des maladies cardiovasculaires et 

de leurs facteurs de risque dont l’obésité (Finucane et al., 2011). Les pays 

méditerranéens sont particulièrement touchés par l’évolution du taux d’obésité 

(Papandreou et al., 2008). En France, l’étude Obépi/Roche, réalisée en β012, a pu mettre 

en évidence que 32,3% des plus de 18 ans sont en surpoids et 15% sont obèses. La 

prévalence de l’obésité est toutefois plus élevée chez les femmes : 15,7% contre 14,3% 

chez les hommes (Eschwege et al. 2012). En Tunisie, le surpoids et l’obésité sont 

également considérés comme un problème de santé majeur. En effet,  la prévalence du 

surpoids, pour la population tunisienne entre 35 et 70 ans, est de plus de 60% (El Ati et 

al., 2012).  Toutefois, selon El Ati et al. (2012), il existe en Tunisie une très nette 

disparité en fonction du sexe car, bien que plus de 50% des hommes soient en surpoids, 

ce taux dépasserait les 70% chez les femmes. La prévalence de l’obésité est également 

trois fois plus élevée chez les Tunisiennes par rapport aux Tunisiens avec 37% contre 

13% respectivement. 
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3. Les différents types d’obésité 

Si le calcul de l’IMC représente un moyen rapide d’estimer l’obésité, il ne 

permet en revanche ni de faire la distinction entre masse grasse et masse maigre, ni de 

tenir compte de la répartition du tissu adipeux dans l’organisme. D’autres mesures 

anthropométriques permettent d’affiner les estimations obtenues par le calcul de l’IMC. 

Ainsi, la mesure du tour de taille (TT) et le rapport de la circonférence de la taille sur 

celle des hanches (RTH= TT/TH) permettent une meilleure évaluation des dépôts 

adipeux viscéraux (Lean et al., 1995).  

Grâce à ces mesures, nous pouvons alors distinguer l’obésité androïde 

(abdomino-mésentérique), caractérisée par une augmentation du tissu adipeux au niveau 

intra-abdominal, et l’obésité gynoïde (fessio-crurale), caractérisée par une augmentation 

du tissu adipeux au niveau de la région glutéo-fémorale (Vague, 1956). Cette distinction 

n’est pas seulement intellectuelle, il y a en effet, une grande différence de risque de 

complications et maladies associées à l’obésité, selon qu’elle est abdomino-

mésentérique ou gynoïde. L’obésité androïde est en effet associée à une augmentation 

de 3 à 4 fois du risque cardiovasculaire tandis que la lithiase biliaire, par exemple, est 

plus fréquente en cas d’obésité gynoïde (Czernichow et al., 2006). Il est simple de 

distinguer ces deux types d’obésité. En effet, un tour de taille supérieur à 102cm chez 

les hommes et 88cm chez les femmes sont de bons indices d’une obésité abdominale  

tandis que d’autres études prennent en compte l’indice RTH avec un rapport supérieur 

à 0,85 chez les femmes et 0,9 chez les hommes permettant de définir le seuil de l’obésité 

androïde (Alberti et al., 2005). 

Toutefois, il s’est avéré que la « dangerosité » du tissu adipeux ne dépendait pas 

seulement de sa localisation abdomino-mésentérique ou gynoïde. En effet, l’obésité a 
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été reclassifiée en fonction de type de graisse : sous-cutanée (ou périphérique) et 

viscérale (ou profonde). Cette dernière localisation est généralement associée à une 

obésité dite « métabolique » et permettrait d’identifier les individus, obèses ou non, 

présentant un risque cardiovasculaire (Hamdy et al., 2006). 

4. Physiopathologie de l’obésité    

L’obésité est une maladie chronique du tissu adipeux qui évolue en deux phases. 

La première, dite de constitution (dynamique), résulte d’un déséquilibre de la balance 

énergétique entre les apports et les dépenses énergétiques conduisant à un bilan 

d’énergie positif. A ce stade, les adipocytes se chargent en triglycérides mais l’excès de 

masse grasse reste longtemps réversible. L’augmentation de la masse grasse est associée 

à une augmentation de la masse maigre, du volume sanguin et du volume des organes, 

ce qui entraîne une augmentation de la dépense énergétique au repos. La seconde phase, 

dite de maintien (statique), témoigne d’un nouvel équilibre énergétique au cours duquel 

le poids se stabilise et le bilan d’énergie devient équilibré. Toutes ces modifications 

engendrent, au cours du temps, de profonds remaniements cellulaires et de la 

composition corporelle (Basdevant, 2006; Sanguignol, 2008). Le dysfonctionnement 

des capacités de stockage des adipocytes s’accompagne en effet de profonds 

remaniements anatomiques, biologiques et fonctionnels qui concernent l’ensemble des 

cellules du tissu adipeux et qui altèrent le dialogue de ce tissu avec le reste de 

l’organisme. 

Le terrain génétique est susceptible de favoriser le développement de l’obésité, 

en intervenant sur les systèmes de contrôle de la balance énergétique. Certaines 

anomalies génétiques rares peuvent être responsables d’obésités syndromiques ou 

encore des formes monogéniques d’obésité. Les obésités syndromiques sont associées 
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à d’autres anomalies du développement (retard mental, dysmorphie, malformations, 

atteintes neurosensorielles) , la plus fréquente étant le syndrome de Prader-Willi 

(1/15000 naissances), dont l’anomalie chromosomique engendre  des troubles du 

comportement alimentaire incontrôlables (Holm et al., 1993). Dans le cas des formes 

mongéniques (moins de 1% des cas d’obésité), les anomalies génétiques en cause 

affectent principalement des facteurs essentiels de la régulation du poids, qui 

interviennent dans les voies de la leptine (rôle clé dans la régulation du poids et de 

plusieurs voies endocrines) et des mélanocorticones, cible de la leptine dans 

l’hypothalamus (Dubern et Clément, 2007). Outre ces formes monogéniques, il existe 

également des formes polygéniques d’obésité, ou encore obésité commune, qui résultent 

de l’interaction de plusieurs variants géniques avec un environnement à risque 

(Rankinen et al., 2006). Dans ce cas, chaque gène de susceptibilité pris individuellement 

aurait de faibles effets sur le poids, et la contribution cumulative de ces gènes ne 

deviendrait significative qu’en interaction avec des facteurs environnementaux 

prédisposant à leur expression phénotypique, tels que la suralimentation et la baisse de 

l’activité physique (Dubern et Clément, 2007). 

5. Le tissu adipeux  

5.1. En condition physiologique 

 

Le tissu adipeux est un tissu hétérogène composé de plusieurs types cellulaires : 

les adipocytes matures, et plusieurs autres types de cellules, telles que les préadipocytes, 

les fibroblastes, les cellules endothéliales, les macrophages, qui forment la fraction 

stroma vasculaire (FSV) (Bouloumié et al., 2006) (Figure 13).  
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Figure 13 : Composition du tissu adipeux (modifié d’après Ouchi et al., 2011) 

Une des fonctions principales du tissu adipeux est la mise en réserve de l’énergie 

sous forme de triglycérides en période d’apport énergétique et sa libération en période 

de stress sous forme d’acides gras et de glycérol par un processus de lipolyse. Ces acides 

gras sont ensuite oxydés dans le foie, le cœur ou le muscle squelettique pour permettre 

la synthèse d’ATP. Une partie des acides gras libérés par lipolyse est distribuée aux 

différents organes sous forme d’acides gras liés à l’albumine. Dans le foie, les acides 

gras pourront être utilisés pour former de nouveaux triglycérides ou des molécules de 

VLDLc (Very Low Density Protein cholesterol). Une autre partie d’acides gras libérée 

par le tissu adipeux est re-estérifiée au sein de l’adipocyte.   

Le tissu adipeux est toutefois bien plus qu’un simple organe de stockage 

d’énergie. Il synthétise des  adipokines, des molécules bioactives à action locale 

(autocrine/paracrine) et systémique (endocrine), qui peuvent jouer un important rôle 

dans la régulation énergétique, l’oxydation des lipides, la fonction immunitaire et les 

fonctions vasculaires (Kershaw et Flier, 2004; Ouchi et al., 2011). 
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5.2. Chez le sujet obèse 

 

L’obésité se caractérise par une hypertrophie (augmentation de la taille) et/ou 

une hyperplasie (augmentation du nombre) adipocytaire qui entraîne une altération de 

la morphologie et de la fonction sécrétoire du tissu adipeux (Albrink et al., 1976). Il en 

résulte un dérèglement au niveau de la synthèse d’adipokines avec une tendance vers 

une sécrétion accrue d’adipokines pro-inflammatoires et une diminution de la sécrétion 

d’autres adipokines ayant des effets biologiques bénéfiques telles que l’adiponectine 

(Trayhurn et Wood 2004). (Voir chapitre 6.2. Inflammation systémique). 

De plus, les différences individuelles des capacités de sécrétion d’adipokines, en 

fonction de la localisation du tissu adipeux viscéral et du tissu sous-cutané et 

l’abondance de ces tissus chez certains individus contribuent vraisemblablement à 

augmenter le risque des complications métaboliques et cardiovasculaires.   

6. Complications liées à l’obésité 

6.1. Complications métaboliques  

 

 L’obésité est fréquemment associée à diverses complications métaboliques 

étroitement liées à la répartition régionale de la graisse corporelle plus qu’à l’excès de 

poids en soi. En effet, le tissu adipeux est considéré comme le principal lieu de stockage 

des acides gras et ces derniers sont relargués dans la circulation sanguine afin de fournir 

des apports énergétiques pour les divers tissus. Toutefois, une accumulation du tissu 

adipeux dans la région abdominale viscérale favorise l’augmentation du transport des 

acides gras libres vers le foie, par la circulation splanchnique, favorisant ainsi  les effets 

délétères directs sur le métabolisme lipidique (Pouliot et al., 1992).  



55 

 

Une des complications les plus couramment associée à l’obésité est le diabète de 

type 2 qui se caractérise par une concentration plasmatique élevée de glucose secondaire 

à une résistance et/ou à une concentration plasmatique élevée d’insuline. Par ailleurs, le 

terme de « diabésité » est aujourd’hui utilisé pour définir l’augmentation de la 

prévalence du diabète en regard de celle de l’obésité (Rorive et al., 2005). Toutefois, il 

est important de signaler que le diabète de type β, via l’insulino-résistance, est une 

complication fréquente de l’obésité mais non présente chez tous les obèses. Ceci peut 

être expliqué par le fait que certains sujets ont une plus grande capacité de stockage de 

graisses dans le tissu sous-cutané abdominal. En effet, la survenue de l’insulino-

résistance chez les obèses reposerait initialement sur la faible capacité de stockage de 

ces graisses dans le compartiment sous-cutané abdominal, qui favoriserait une 

accumulation des graisses au niveau intra-abdominal, hépatique et musculaire. Ceci 

s’accompagne d’une augmentation des acides gras libres circulants dans le sang et 

aboutit à une insulino-résistance. Il en résulte une diminution des phénomènes contrôlés 

par l’insuline, qui sont l’utilisation musculaire du glucose, le freinage de la production 

hépatique de glucose et l’inhibition de la lipolyse (Shulman, 2000).  

De plus, la dyslipidémie, qui correspond à une hypertriglycéridémie et une hypo-

HDL-cholestérolémie, peut également être associée à l’obésité. Les données 

physiopathologiques montrent que l’insulino-résistance entraîne une augmentation des 

acides gras libres qui stimulent la synthèse hépatique de triglycérides sous forme de 

VLDLc, ainsi que la diminution des HDL-cholestérol (Lemieux et al., 2000). 

L’obésité représente également un critère important permettant de définir le 

syndrome métabolique (SM). Ce SM décrit un concept ou un état qui n’est pas une 

pathologie en soi mais qui est qualifié d’état pré-pathologique qui augmente le risque 

de maladies cardiovasculaires et de diabète de type 2. Il est considéré comme la co-
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occurence, partielle ou totale, d’une obésité viscérale, d’une dyslipidémie (taux élevés 

de triglycérides et faibles en HDLc), d’une hyperglycémie, d’une insulinorésistance, 

d’une hypertension, toutes étant des facteurs de risque pour les maladies 

cardiovasculaires (Delarue et al., 2006). Récemment, un consensus a permis 

d’harmoniser la définition du syndrome métabolique, comme étant la présence d’au 

moins 3 parmi ces 5 facteurs (Alberti et al., 2009). 

6.2. Inflammation systémique 

Il est désormais admis que l’obésité est une maladie inflammatoire car elle se 

caractérise par un état d’inflammation chronique de faible intensité, dite de bas grade, 

engendré par l’augmentation modérée, mais chronique, des taux circulants de 

médiateurs de l’inflammation comme les cytokines pro-inflammatoires et les molécules 

d’adhésion (Trayhurn et Wood, 2004). Chez les obèses, ce tissu adipeux secrète de façon 

excessive un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires telles que :  

 La leptine : joue un rôle dans la régulation neuroendocrinienne de la satiété et 

la dépense énergétique. L’augmentation des taux de leptine retrouvée en cas 

d’obésité, est notamment inversement corrélée à la biodisponibilité du NO dans 

l’endothélium aortique et peut produire une dysfonction endothéliale au niveau 

de la microcirculation par l’augmentation du stress oxydatif (Knudson et al., 

2008). 

 La chémérine : est une adipokine, majoritairement exprimée et sécrétée par les 

adipocytes, et qui est impliquée dans le développement de l’inflammation, mais 

aussi dans l’adipogenèse et la régulation du métabolisme du glucose dans les 

cellules musculaires squelettiques et les cellules endothéliales (Fatima et al., 

2015).  
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 L’IL6 : est secrétée par de nombreux types cellulaires (fibroblastes, cellules 

endothéliales, monocytes, adipocytes) et voit sa production par les adipocytes 

augmentée en condition d’obésité (Maachi et al., 2004). Elle joue un rôle central 

dans l’association entre obésité, inflammation et maladies cardiovasculaires 

(Yudkin et al., 2000). 

 Le Tumor Necrosis Factor α (TNFα) : est surexprimé dans le tissu adipeux 

chez les obèses (Maachi et al., 2004). Il participe à la dérégulation de la fonction 

endocrine des adipocytes en stimulant la sécrétion d’adipokines pro-

inflammatoires et en modulant négativement les molécules anti-inflammatoires 

(Maury et al., 2009).  

En plus de la surexpression de cytokines pro-inflammatoires, le tissu adipeux chez 

les obèses présente également une sécrétion altérée d’adiponectine. Cette cytokine est 

une protéine aux effets protecteurs et anti-inflammatoires sur le système vasculaire. Elle 

est abondante au niveau plasmatique en condition physiologique mais dont les 

concentrations plasmatiques sont diminuées chez les obèses (Trayhurn et Wood, 2004). 

Elle est impliquée dans la production de NO par les cellules endothéliales. Elle supprime 

la production des ERO et protège les cellules en inhibant les cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNFα. Elle joue également un rôle favorable sur la 

résistance à l’insuline, l’inflammation et la fonction cardiovasculaire (Kern et al., 2003; 

Trayhurn et Wood, 2004).  

De plus, chez les sujets obèses, le tissu adipeux hypertrophié peut être infiltré par 

des cellules leucocytaires telles que des macrophages et des lymphocytes (Fantuzzi, 

2005). Ces cellules contribuent, au niveau du tissu adipeux, à l’état inflammatoire de 

bas-grade associé à l’obésité. En effet, différentes populations de macrophages existent 

dans le tissu adipeux, dans un état pro- ou anti-inflammatoire, et expriment des 
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marqueurs d’activation. Les phénotypes, M1 pro- ou M2 anti- inflammatoire, de ces 

macrophages varient en fonction du degré d’obésité et de son évolution. Des études ont 

également montré que la prise de poids chez la souris s’accompagne d’une transition 

dans les populations cellulaires passant d’un phénotype macrophagique Mβ (anti-

inflammatoire) vers un profil M1 (pro-inflammatoire) (Lumeng et al., 2007).  

Enfin, il a été clairement établi que l’existence d’un syndrome inflammatoire 

chez les obèses favorise les altérations vasculaires et notamment endothéliales (Pearson 

et al., 2003).  

6.3. Altération de la fonction endothéliale 

 

L’obésité, et plus particulièrement l’obésité abdominale, représente un facteur 

de risque indépendant d’apparition des complications cardiovasculaires et ce, dès les 

premiers stades de l’atteinte vasculaire (Poirier et Després, 2003). De nombreuses 

études ont pu mettre en évidence que l’obésité causait une altération de la fonction 

endothéliale progressive tant au niveau des artères de gros calibres qu’à celui de la 

microcirculation, ce qui explique le risque majeur qu’elle constitue dans l’initiation et 

le développement de l’atteinte cardiovasculaire (Barton et al., 2012; Campia et al., 2012; 

Vanhoutte, 2012).  

L’altération de la fonction endothéliale a été observée dans les modèles 

expérimentaux pour lesquels la libération du NO induite par l’Ach ou l’insuline est 

diminuée chez la souris rendue obèse suite à un régime alimentaire hypercalorique 

(Noronha et al., 2005). En clinique, l’altération de la fonction endothéliale a également 

été rapportée chez des enfants obèses (Karpoff et al., 2009; Woo et al., 2004) et chez les 

femmes obèses et en surpoids (Miâdi-Messaoud et al., 2009). Cette atteinte de la réponse 
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vasodilatatrice semble se développer progressivement au niveau de la microcirculation, 

avec l’augmentation de l’obésité (Perticone et al., 2001).   

La dysfonction endothéliale induite par l’obésité est caractérisée par une 

altération de la balance du tonus vasculaire, c’est-à-dire une diminution de la production 

des agents dilatateurs (NO) et une augmentation de celle des facteurs endothéliaux pro-

contractiles (tels que ET-1) et notamment au niveau de la microcirculation (Serné et al., 

2007). 

Plusieurs facteurs peuvent être à l’origine de la diminution de la réponse 

vasodilatatrice dans des modèles d’obésité, tels que le stress oxydant qui semble être un 

des principaux maillons reliant l’obésité à la dysfonction endothéliale (Avogaro et de 

Kreutzenberg, 2005). En effet, il serait associé à une diminution de la machinerie anti-

oxydante, ce qui rend les obèses plus exposés aux conséquences du stress oxydant 

(Nakao et al., 2000, Jang et al. 2001). L’augmentation du stress oxydant vasculaire est 

associée à la dysfonction endothéliale chez un modèle expérimental de régime 

hypercalorique (Galili et al., 2007). En effet, la diminution de la biodisponibilité du NO 

chez les obèses peut être causée par l’augmentation de la formation des ROS notamment 

les ions O2
.- avec pour conséquence la diminution de la vasodilatation de la 

microcirculation mésentérique et des muscles squelettiques chez des souris et des rats 

obèses (Frisbee et Stepp, 2001).  

Par ailleurs, le développement important du tissu adipeux chez les obèses est 

généralement associé à une réponse inflammatoire chronique caractérisée par une 

production élevée d’adipokines. Plusieurs études ont démontré que ces dernières sont 

impliquées dans les fonctions cardiovasculaires et influencent, de façon directe ou 

indirecte, l’homéostasie vasculaire de sujets obèses (Casteilla et al., 2004; Fève et al., 

2006; de Gusmao Correia et Haynes, 2004). En effet, les cytokines pro-inflammatoires 
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peuvent réduire la production de NO et diminuer sa biodisponibilité en stimulant la 

production des ROS, au niveau des cellules endothéliales, par plusieurs sources de ROS 

comme la NADPH oxydase, la xanthine oxydase et la eNOS découplée peuvent être 

stimulées (Sturm et al., 2009).  

Le déséquilibre du tonus vasculaire peut également être induit par 

l’augmentation de l’activité vasoconstrictrice.  Des études ont, en effet, pu mettre en 

évidence que ET-1, un des principaux agents vasoconstricteurs,  jouait un rôle important 

dans la dysfonction endothéliale chez les obèses et les diabétiques de type 2 (Mather et 

al., 2002).   

7. Les MPs sont-elles impliquées dans le développement de la dysfonction 

endothéliale ? 

Comme nous l’avons énoncé précédemment, les MPs circulantes voient leur 

concentration plasmatique s’accroître en conditions physiopathologiques en présence de 

facteurs de risque/complications cardiovasculaires, et notamment en présence d’une 

altération de la fonction endothéliale.  Dans ce sens, Arteaga et al. ont pu démontrer 

l’existence d’une relation entre un taux élevé de MPs d’origine endothéliale et un état 

d’obésité, voire la présence d’un syndrome métabolique (Arteaga et al., 2006). D’après 

Jimenez et al. (2003), ces MPs endothéliales reflètent essentiellement le degré 

d’apoptose touchant les cellules endothéliales.  

Plusieurs travaux se sont par la suite intéressés aux effets directs des MPs sur la 

vasoréactivité vasculaire. Une des premières études sur le sujet était celle de l’équipe de 

Boulanger et al. (2001) qui a étudié ex vivo l’effet de MPs, provenant de sujets ayant un 

infarctus du myocarde, sur la vasoréactivité d’anneaux d’aorte isolée de rats. Un des 

principaux résultats de cette étude montrait que les MPs « pathologiques » altéraient la 
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fonction endothéliale tandis que les MPs « saines », provenant de sujets contrôles sans 

aucune complication cardiovasculaire, ne modifiaient pas la réponse vasorelaxante 

(Boulanger et al., 2001). Des résultats similaires ont également été observés avec des 

MPs provenant de sujets présentant une dysfonction rénale (Amabile et al., 2005). De 

plus, de nombreuses études ont permis d’observer que les MPs contiennent des 

composants de leurs cellules d’origine qui sont actifs et qui peuvent donc interagir sur 

les fonctions biologiques au niveau vasculaire (Horn et al., 2013; Jansen et al., 2013).  

De plus, il a été observé que les MPs stimulent l’expression du facteur tissulaire sur 

la membrane des cellules endothéliales et favorisent les interactions entre l’endothélium 

et les leucocytes (Mesri et Altieri, 1999; Nomura et al., 2001). Plusieurs travaux ont 

suggéré que ces MPs jouaient un rôle dans le processus inflammatoire en promouvant 

la libération d’interleukines pro-inflammatoires et en étant, de par leur composition en 

phospholipides, de réels substrats nécessaires à la production d’acide lysophosphatique, 

agoniste plaquettaire et médiateur pro-inflammatoire (Lindemann et al., 2001).   

Toutefois, selon certains auteurs, des MPs d’origine plaquettaire pourraient 

également avoir un rôle favorable dans le tonus vasculaire en transférant l’AA aux 

cellules endothéliales ce qui induirait la production et l’expression de COXβ par ces 

cellules et favoriserait donc une vasodilatation (Barry et al., 1999). De plus, un transfert 

de miRs par des vésicules membranaires a également été observé, notamment les miR-

126 et le 143/145, tous deux ayant des effets bénéfiques sur la fonction vasculaire 

(Hergenreider et al., 2012; Zernecke et al., 2009). 

V. L’exercice physique comme stratégie d’amélioration 

de la fonction endothéliale  

1. L’exercice physique : définition et caractéristiques  
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Selon l’OMS, l’activité physique au sens large inclut « tout mouvement, produit 

par  les muscles squelettiques, responsable d’une augmentation de la dépense 

énergétique » (« OMS | Activité physique » 2015). De nombreuses études montrent que 

l’activité physique est un très bon moyen pour prévenir la mortalité cardiovasculaire 

tant en prévention primaire,  pour des sujets porteurs d’un ou plusieurs facteurs de 

risque, que secondaire, et qui concerne ceux qui ont déjà présenté un accident 

cardiovasculaire (Bassuk et Manson, 2005; Casillas et al., 2007; Pedersen et Saltin, 

2006). Il existe également une prévention tout en amont qui concerne les individus sains, 

dont l’objectif est de prévenir l’installation de facteurs de risque cardiovasculaire. 

Toutefois, les avantages attendus de la pratique d’une activité physique dépendent 

fortement de la nature de cette activité. En effet, plusieurs facteurs entrent en jeu dans 

la détermination de l’activité physique tels que le type, l’intensité, la fréquence ou 

encore la durée de l’exercice physique (Vanhees et al., 2012).  

L’exercice physique est généralement réparti en deux types : un travail en 

endurance, faisant intervenir la filière énergétique aérobie, ou un travail en résistance, 

faisant plutôt intervenir la filière anaérobie. L’intensité de l’exercice peut être évaluée 

selon plusieurs critères et peut être exprimée en termes d’intensité absolue ou relative. 

L’intensité absolue se réfère au taux d’énergie dépensée durant l’exercice et s’exprime 

généralement en kcal/min ou MET pour Metabolic Equivalent Task (1 MET correspond 

à la dépense énergétique de repos soit γ,5 ml/min par kg d’O2). L’intensité relative de 

l’exercice est exprimée par rapport à la puissance maximale, ou charge, maintenue 

durant l’exercice, correspondant généralement au pourcentage de la capacité maximale 

aérobie (VO2max). Par ailleurs, l’intensité de l’exercice peut également être exprimée en 

pourcentage de fréquence cardiaque maximale (FCmax) ou de fréquence cardiaque de 

réserve  (FCR) (Gremeaux et Bouillet, 2012; Vanhees et al., 2012). De plus, l’exercice 
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de type aérobie peut être effectué en continu ou en intervalle. Bien que la plupart des 

protocoles d’entraînement repose sur un entraînement aérobie continu et à intensité 

modérée, de nombreuses études soulignent également les avantages de l’exercice en 

intervalle. Un des principaux avantages de ce type d’entrainement est d’effectuer des 

périodes d’effort à forte intensité, permettant ainsi de bien stimuler le cœur (Tjønna et 

al., 2008; Wisløff et al., 2007). Toutefois, comme ce type d’entrainement expose les 

sujets à des intensités d’effort proche de leur maximum, des  intervalles de repos actif 

suffisamment longs sont donc à prévoir entre chaque intervalle d’effort (MacDonald et 

Currie, 2009). De plus, ce type d’exercice présente l’avantage d’être motivant au 

contraire de l’entrainement en continu, pour lequel les exercices sont longs et répétitifs 

(Tjønna et al., 2008; Wisløff et al., 2007). 

2. Effets bénéfiques de l’exercice physique 

2.1. Effets de l’exercice physique sur l’obésité 

Le niveau d’activité physique est un des déterminants majeurs de l’évolution de 

la composition corporelle. Des études effectuées sur des modèles de rats obèses ont 

permis d’observer que la pratique d’un exercice physique permet de diminuer la masse 

grasse viscérale, la pression artérielle, la résistance à l’insuline, et améliore le profil 

lipidique (Pinheiro et al., 2007; Touati et al., 2011). De études épidémiologiques ont par 

ailleurs associé la réduction de l’activité physique à une augmentation de la prévalence 

de l’obésité chez l’adulte (Wing, 1999).  De ce fait, l’exercice physique a été 

recommandé comme traitement contre l’obésité (Votruba et al., 2000). Chez les femmes 

obèses, la pratique hebdomadaire d’au moins γhγ0 d’exercice d’endurance est associée 

à une diminution importante du risque d’évènements coronariens, par rapport à celles 

qui pratiquaient moins d’une heure d’activité physique (Li et al., 2006). Par ailleurs, 

selon Meyer et al.  (Meyer et al., 2006), un programme d’exercice de 6 mois permet de 
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réduire le poids corporel et la pression artérielle et améliore les paramètres lipidiques 

(diminution des LDLc, des triglycérides et du ratio LDLc/HDLc) chez des jeunes 

obèses. Une diminution des facteurs de risque cardiovasculaire a également été 

rapportée chez des sujets en surpoids (Tjønna et al., 2009).  

2.2.Effets de l’exercice physique sur la fonction vasculaire 

Il est admis que l’exercice physique joue un rôle important au niveau du système 

vasculaire (Santos-Parker et al., 2014) tandis que la sédentarité est considérée comme 

un facteur de risque individuel important de maladies cardiovasculaires (Lakka et al., 

1994). Laufs et al. ont, par ailleurs, démontré que l’inactivité physique était responsable 

d’une augmentation du stress oxydatif, d’une altération de la fonction endothéliale et du 

développement de l’athérosclérose (Laufs et al., 2005).  

Plusieurs paramètres entrent en jeu afin de permettre d’ajuster l’activité physique 

en fonction des objectifs attendus. Toutefois, la fréquence, l’intensité, la durée ou encore 

le type d’exercice sont les principaux critères à prendre en compte dans le choix du 

programme d’entrainement (Duclos et al., 2010). Peu d’études ont été réalisées 

concernant les effets de ces paramètres sur l’amélioration de la fonction endothéliale.  Il 

a cependant été observé que le type d’exercice le plus adapté pour stimuler la fonction 

endothéliale est l’entraînement en endurance, bien que certaines études aient rapporté 

une stimulation de la vasodilatation endothélium dépendante grâce à un entraînement 

en résistance pas trop intense (De Filippis et al., 2006; DeSouza et al., 2000; Meyer et 

al., 2006). 

2.2.1. Chez le sujet sain 

Des études expérimentales menées chez le rat ont pu mettre en évidence qu’un 

programme d’entraînement de 4 semaines entraînait une amélioration de la réponse 
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vasodilatatrice endothélium-dépendante, via une augmentation de la biosynthèse du NO 

endothélial dans les artérioles des muscles squelettiques (Sun et al., 1994). L’étude sur 

aorte isolée abdominale de rats a également permis d’observer une augmentation de la 

vasodilatation induite par l’ACh et une augmentation de la concentration intracellulaire 

de la eNOS dans la paroi aortique (Delp et Laughlin, 1997).  

Les effets bénéfiques de l’exercice physique ont également pu être mis en 

évidence chez les sujets sains. Clarkson et al., qui se sont intéressés à l’effet d’un 

programme d’entraînement physique de 10 semaines, comprenant des exercices de type 

aérobie et anaérobie, chez des jeunes sujets sains normo-pondérés, ont pu démontrer une 

amélioration significative de leur fonction endothéliale (Clarkson et al., 1999). Ces 

effets n’ont toutefois pas pu être observés dans certains autres travaux.  

2.2.2. Chez le sujet obèse 

Les bienfaits de l’exercice physique sur la fonction endothéliale ont largement 

été étudiés dans le cas des complications cardiovasculaires. La plupart des travaux 

s’accordent sur le fait que l’activité physique stimule la fonction endothéliale, prévient 

l’apparition d’un dysfonctionnement endothélial et permet  la restauration de fonctions 

endothéliales dégradées (De Filippis et al., 2006; Okada et al., 2010; Pellegrin et al., 

2009; Walther et al., 2004). Toutefois, les mécanismes exacts impliqués dans les 

bénéfices de l’exercice physique restent à ce jour encore non totalement élucidés.  

Les bénéfices de l’exercice sur la dysfonction endothéliale associée à l’obésité 

ont bien été étudiés sur le plan expérimental et clinique. Des études ont en effet permis 

de démontrer que l’exercice physique restore la vasodilatation endothélium-dépendante 

et diminue le stress oxydant chez des souris obèses (Moien-Afshari et al., 2008). Une 
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amélioration du profil inflammatoire et oxydatif a également été rapportée chez des rats 

obèses suite à 1β semaines d’exercice (Touati et al., 2015).  

Par ailleurs, de nombreuses études indiquent qu’un exercice régulier de moyenne 

(8 semaines) ou de longue durée (6 mois) corrige la fonction endothéliale chez les sujets 

obèses  (Meyer et al., 2006; Watts et al., 2004). Les effets bénéfiques de l’exercice 

physique sur la fonction endothéliale ont également été rapportés chez les adolescents 

(Woo et al., 2004) et les enfants obèses (Watts et al., 2004). De plus, les mêmes résultats 

sont  observés, que l’exercice soit combiné ou non à un régime hypocalorique (Sciacqua 

et al., 2003; Woo et al., 2004). 

2.2.3. Mécanismes moléculaires impliqués 

Plusieurs études ont mis en évidence le rôle de l’entrainement dans 

l’amélioration de la vasodilatation endothélium-dépendante notamment en favorisant 

l’expression de facteurs intervenant dans la production du NO (Dimmeler et al., 1999; 

Green et al., 2004; Pellegrin et al., 2009) (Dimmeler et Zeiher, 2003; Green et al., 2004).  

Les mécanismes moléculaires précis entrant en jeux sont encore méconnus mais 

plusieurs travaux semblent démontrer que l’exercice activerait la voie eNOS/NO soit en 

augmentant la production de NO, soit en diminuant l’inactivation de ce NO.  

Dans le premier cas, l’exercice physique, via l’élévation des forces de 

cisaillement, stimulerait les facteurs transcriptionnels, traductionnels et post-

traductionnels impliqués dans la régulation du gène codant pour la eNOS (Pellegrin et 

al., 2009). Hambrecht et al. ont en effet relevé une expression de l’ARNm de la eNOS 

augmentée de 96% chez des patients coronariens entrainés pendant 4 semaines par 

rapport aux patients restés sédentaires (Hambrecht et al., 2003). Par ailleurs, 

l’augmentation de la production du NO peut également être due à la phosphorylation de 
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la eNOS, via la voie signalétique de l’Akt, qui représente un mécanisme clé de son 

activation en réponse aux forces de cisaillement (Hambrecht et al., 2003).  

Dans le second cas, la diminution de l’inactivation du NO peut être due à une 

diminution des ERO. En effet, dans l’obésité, comme dans les pathologies 

cardiométaboliques, l’exercice physique améliore l’équilibre redox et donc la 

biodisponibilité du NO. Ceci peut être obtenu grâce à une stimulation  des enzymes 

antioxydantes (catalase, SOD) comme cela a été observé par des études expérimentales 

chez la souris diabétique (Moien-Afshari et al., 2008) et le rat obèse (Touati et al., 2015) 

exercés, ou encore chez l’homme après un entraînement de 6 mois (Gordon et al., 2008). 

Par ailleurs, une diminution des enzymes pro-oxydantes peut également contribuer à 

maintenir la biodisponibilité du NO. Dans ce sens, des études ont pu mettre en évidence 

une diminution de l’expression des sous unités NOXβ et p47 de la NADPH oxydase 

induisant une baisse du O2
.- pour des cellules HUVEC exposées à des forces de 

cisaillement (Duerrschmidt et al., 2006). De même, Touati et al. ont pu observer une 

diminution de l’activité de la NADPH oxydase chez le rat obèse suite à un programme 

d’exercice physique de 12 semaines (Touati et al., 2015). L’expression de la sous unité 

NOXβ était également diminuée après un programme d’exercice physique de type 

aérobie chez l’animal hypertendu (6 semaines d’entrainement) (Graham et Rush, 2004), 

et chez les sujets coronariens (4 semaines d’entrainement) (Adams et al., 2005).  

Il est également intéressant de noter que l’amélioration par l’exercice de la 

vasorelaxation-endothélium-dépendante ne concerne pas seulement les membres 

sollicités par l’exercice physique. En effet, des études ont démontré une amélioration de 

la vasorelaxation-endothélium-dépendante au niveau du bras après des programmes 

courts de réentraînement sollicitant majoritairement les membres inférieurs (DeSouza 



68 

 

et al., 2000; Goto et al., 2003). Ces adaptations vasculaires systémiques seraient en fait 

le résultat de la stimulation chronique de la fonction endothéliale.    

 

2.3.Effets de l’exercice physique sur les microparticules 

circulantes  

Très peu d’études se sont intéressées aux variations des MPs circulantes en 

réponse à un programme d’exercice physique. Par ailleurs, les seules études portent, non 

pas sur la totalité des MPs circulantes, mais seulement sur les MPs d’origine 

endothéliale. Babbit et al. (2013) ont pu observer une diminution du taux de MPs 

endothéliales suite à un programme de 6 mois d’entrainement en aérobie chez un groupe 

de sujets sédentaires d’âge moyen ou âgés. Une diminution du statut inflammatoire et 

une amélioration de la fonction endothéliale ont également été constatées suite au 

programme d’entrainement. Une deuxième étude qui s’est intéressée à l’effet d’un 

exercice de forte intensité a également pu observer une diminution des MPs 

endothéliales circulantes chez une population de jeunes sportifs (Wahl et al., 2014). De 

façon intéressante, Boyle et al. (2013) ont démontré que l’inactivité physique induisait 

quant à elle une augmentation du taux de MPs endothéliales.  

Des études récentes ont également pu montrer que l’expression des miRs 

plasmatiques pouvaient également être modulées suite à un programme d’entraînement 

physique. Toutefois, cette modulation dépend fortement des caractéristiques de 

l’entrainement effectué. En effet, Wardle et al. (2015) ont pu observer chez un groupe 

d’athlètes que plusieurs miR circulants (miR-222, miR-21, miR-146a, miR-221) 

présentaient un taux d’expression augmenté suite à un programme d’entraînement en 

endurance tandis que le groupe ayant effectué un entraînement en résistance avait une 

augmentation moins marqué de l’expression de ces mêmes miR. Ceci suggèrerait que 
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ces miR pourraient être des biomarqueurs d’intérêt en réponse à un type d’entraînement 

particulier voire même jouer un rôle dans les adaptations spécifiques au type 

d’entraînement. Dans le même sens, Mooren et al. (2014) ont pu observer que certains 

miR, retrouvés spécifiquement dans le cœur et le muscle, pouvaient jouer un rôle 

potentiel dans les processus d’adaptation cardiovasculaire suite à un entraînement en 

endurance.  
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Les MPs circulantes sont considérées comme de bons biomarqueurs de 

l’intégrité vasculaire et qui seraient également impliquées dans de nombreux 

mécanismes au niveau vasculaire et notamment dans la dysfonction endothéliale. 

Toutefois, les études permettant de décrire les rôles et les modes d’action précis de ces 

MPs in vivo restent encore insuffisantes. Nous nous sommes donc proposé dans le cadre 

de cette thèse de nous intéresser aux rôles que pourraient jouer les MPs circulantes au 

niveau vasculaire, dans un contexte pathologique (obésité) mais également dans un 

cadre stimulant favorablement les fonctions vasculaires (exercice physique). Pour cela, 

nous nous sommes intéressés dans un premier temps à l’étude de l’intégrité vasculaire 

au sein d’une population de sujets obèses. L’obésité, représentant un problème de santé 

majeur notamment dans les régions méditerranéennes, est en effet considérée  comme 

un terrain favorable pour la survenue d’altérations vasculaires. Un premier volet a donc 

été consacré à l’étude des différents marqueurs de la santé vasculaire (stress oxydant, 

inflammation, vasoréactivité…) au sein d’une population de sujets obèses.  

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux MPs circulantes chez 

ces sujets obèses. Le but de nos travaux pour cette partie a été de tenter de comprendre 

le rôle que pourraient jouer ces MPs, d’une part, en tant qu’indicateurs de l’intégrité 

vasculaire, et d’autre part en tant que potentiel acteur dans l’altération de la fonction 

endothéliale in vivo dans le cadre de l’obésité. Dans ce sens, une exploration du contenu 

des MPs, notamment pour les principales protéines impliquées dans la fonction 

endothéliale, ainsi qu’une étude fonctionnelle ex vivo du rôle des MPs sur la réactivité 

vasculaire ont été effectuées.  

En plus d’étudier les MPs dans un contexte pathologique, nous avons également 

voulu comprendre les différentes variations qui pouvaient survenir dans un cadre 

stimulant favorablement le milieu vasculaire. De ce fait, nous nous sommes donc 
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intéressés dans un troisième volet de la thèse aux effets d’un programme d’exercice 

physique chronique sur une population de sujets en surpoids/obèses mais également sur 

une population normo-pondérée (sans aucun facteur de risque cardiovasculaire) Nous 

nous sommes plus particulièrement intéressés dans cette partie à l’étude du contenu des 

MPs en miRs impliqués dans différents processus inflammatoires au niveau vasculaire. 
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Préambule  

 

L’ensemble de ce travail a été réalisé, d’une part, au sein de l’unité de recherche 

UR1βES06, Physiologie de l’exercice et Physiopathologie : de l’intégré au moléculaire 

« Biologie, Médecine et Santé » à Sousse et d’autre part, au laboratoire de Pharm-

Ecologie Cardiovasculaire EA 4278 de l’université d’Avignon et des Pays de Vaucluse. 

Une partie des expérimentations a également été réalisée au sein de l’UMR 

INRA1260/INSERM1962, Nutrition Obésité et Risque Thrombotique à la faculté de 

médecine de Marseille. Toutes ces études ont été menées sur les sujets recrutés au CHU 

de Sousse (Tunisie) dont le protocole a été approuvé par le comité éthique du CHU de 

Sousse. Tous les sujets ont été informés au préalable des différentes analyses et ont signé 

un accord approuvant leur participation à l’étude. Les expériences sur les animaux ont 

été réalisées en conformité avec les directives du ministère français de l’agriculture et 

les conventions européennes d’utilisation et de conditionnement des animaux de 

laboratoire.  
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I. Populations 

1. Etude 1 : Etude de l’intégrité de la fonction vasculaire au sein d’une 

population de sujets obèses   

La première étude a été réalisée sur une population composée de 394 sujets qui ont 

été regroupés en fonction de leur IMC en deux groupes : le groupe « obèses » (IMC  ≥ 

30kg/m², n=183) et le groupe “contrôle” composé de sujets normo-pondérés (IMC < 

25kg/m², n=211). Les deux groupes étaient appariés en sexe et en âge. Tous les sujets 

ont bénéficié d’une évaluation médicale complète. 

2. Etude 2 : La dysfonction endothéliale chez les sujets obèses : Implication 

des MPs circulantes ? 

Parmi la population initiale 115 sujets ont été recruté. Les sujets contrôles ont été 

recrutés de manière randomisée. Les critères d’exclusion étaient :  1) antécédents 

d’hypertension, de traitement antihypertenseur  ou pression artérielle élevée au repos  

(pression systolique (PAS) ≥  140 mmHg et/ou pression diastolique (PAD) ≥ 90mmHg); 

2) antécédents de diabète type 2 ou glycémie à jeun > 7mmoll-1;   3) antécédents de 

maladies cardiovasculaires ; 4) hyperlipidémie (cholestérol total > 6.7 mmoll-1 et/ ou 

triglycérides > 4.5 mmoll-1) ; 5) tabagisme ; 6) consommation de médicaments 

vasodilatateurs ou supplémentation en antioxydants au cours des six derniers mois. De 

ce fait, la population de sujets obèses recrutés ne présentait aucun facteur de risque 

cardiovasculaire, autre que l’obésité.  

3. Etude 3 : Effet de l’exercice physique sur le contenu en miRs des MPs 

circulantes chez les sujets sains 
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Pour cette troisième étude, un groupe de sujets sains normo-pondérés (n=6), de sexe 

féminin et d’âge compris entre 20 et 29 ans, a été recruté pour participer à un programme 

d’entrainement sportif durant 8 semaines. En plus des critères d’exclusion 

précédemment cités dans l’étude β, ces sujets ont été sélectionnés en fonction de 

l’absence de contre-indications à la pratique d'une activité physique (articulaire, 

cardiaque ou autre) et de leur degré de motivation pour l’adhésion au programme 

d’entrainement.  

4. Etude 4 : Effet de l’exercice physique sur une population de jeunes femmes 

obèses 

Un groupe de sujets en surpoids ou obèses (n=9), de sexe féminin et d’âge compris 

entre β0 et β9 ans, a été sélectionné afin de participer à un programme d’entrainement 

sportif durant 8 semaines. Les sujets ont été sélectionnés selon les mêmes critères 

d’exclusion que l’étude III. Un groupe de jeunes filles normo-pondérées (n=6), 

appariées en âge a servi de groupe témoin. 

II. Méthodologie  

1. Mesures anthropométriques et biologiques 

 

L’IMC a été calculé en divisant le poids par la taille au carré (kg/m²). Le tour de 

taille (TT) et le tour de hanches (TH) ont également été mesurés (au centimètre près), et 

le rapport RTH a été obtenu par le rapport TT/TH. La mesure de la pression artérielle a 

été effectuée sur le bras gauche avec un sphygmomanomètre dans les conditions 

standards, après 5min de repos, en position couchée. La valeur enregistrée  a été la 

moyenne de 3 mesures répétées. 
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Un prélèvement sanguin veineux a été réalisé le matin après une période de 12h 

de jeûne. Le dosage plasmatique de la glycémie, du cholestérol total et des triglycérides 

ont été mesurés sur automate par méthode enzymatique à l’aide de la glucose oxydase 

(Biomaghreb, Tunisie), cholestérol oxydase (Elitech Diagnostic, Tunisie) et glycérol 

oxydase (Elitech Diagnostic, France) respectivement. Les HDLc  plasmatiques (High-

density-lipoprotein cholesterol) ont été mesurés par méthode directe utilisant le réactif 

de Beckman (Beckman Fullerton, USA). Les LDLc plasmatiques ont été calculés 

suivant la formule de Friedward  (Friedewald, Levy, and Fredrickson 1972). Les 

apolipoprotéines (ApoA1 et ApoB) et la protéine réactive C ultra-sensible (CRPus) 

plasmatiques ont été déterminées par kit (BNII Dade Behring, Marburg, Allemagne).   

 

2.  Exploration de la fonction endothéliale 

Afin d’évaluer la fonction endothéliale, nous avons utilisé la technique de 

débitmétrie laser doppler couplée à l’iontophorèse. Cette technique consiste à évaluer la 

capacité vasodilatatrice endothélium-dépendante et non-endothélium dépendante au 

niveau de la microcirculation de l’avant-bras. Le sujet à jeun était maintenu en position 

allongée dans une pièce à température constante (β5°C). L’expérimentation débutait 

après une période de 15 min d’acclimatation. Deux électrodes étaient installées au 

niveau de l’avant-bras du sujet et qui permettront, d’une part de mesurer en continu les 

variations du débit sanguin des microvaisseaux à l’aide d’un faisceau laser 

monochromatique, et d’autre part, de mesurer la réponse vasodilatatrice de ces 

vaisseaux en réponse à des stimuli impliquant, ou non, la voie endothélium-dépendante. 

Le protocole commençait par un enregistrement initial des données basales sans 

stimulation pendant 2min (Figure 14). La température cutanée était maintenue à 32°C 
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durant cette étape de l’enregistrement.  Les données récoltées ont été traités par un 

logiciel d’acquisition (Perisoft data acquisition software). 

 

Figure 14 : Protocole d’exploration de la fonction endothéliale par débitmétrie laser doppler 
couplée à l’iontophorèse  

 

2.1.Etude de la vasodilatation endothélium-dépendante en réponse à l’acétylcholine 

 

La fonction endothéliale est évaluée par la mesure de la réponse vasodilatatrice des 

microvaisseaux en réponse à de l’acétylcholine (ACh) (Sigma Aldrich, Suède), un 

vasodilatateur médié par un récepteur endothélium-dépendant (Furchgott et Zawadzki, 

1980).  La débitmétrie laser doppler a été couplée à la technique d’iontophorèse grâce à 

laquelle un courant électrique est utilisé pour faciliter la pénétration cutanée de l’Ach 

(Mourad et al., 2007) (Figure 15). La substance était délivrée à l’aide d’une électrode, 

contenant 80µl d’Ach β%, reliée à une sonde laser (Probe γ8γ, Perimed, Jarfalla, Suède) 

au niveau de l’avant-bras du sujet et reliée à une batterie permettant de réguler le courant 

électrique (PF 382, Perimed, Jarfalla, Suède). 
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Figure 15 : Couplage laser doppler-iontophorèse au niveau anodal. L’ACh chargé 
positivement est diffusé à travers la peau au niveau de l’anode (+). La cathode (-) est fixée sur 

un patch de référence placé à distance. La sonde laser doppler est placée sur l’anode 

 

 Suite à l’enregistrement du flux basal, trois doses successives d’Ach étaient délivrées à 

l’aide d’un courant anodal de 0,1mA pendant 10s pour chaque dose et avec un intervalle 

de 2min entre chaque dose (Figure 14). La mesure maximale du flux cutanée en réponse 

à la troisième dose d’Ach a été considérée comme étant la réponse endothélium-

dépendante.  

2.2. Etude de la vasodilatation endothélium-indépendante en réponse à la chaleur 

La vasodilatation endothélium-indépendante a été explorée en réponse à une 

stimulation locale à la chaleur (Mourad et al., 2007; van Sloten et al., 2014). Une sonde 

laser doppler intégrée (Probe 457, Perimed, Jarfalla, Suède) avec un dispositif de 

chauffage local a été utilisée afin d’augmenter la température jusqu’à 44°C durant 5min 

(Figure 14). La réponse vasodilatatrice obtenue, ne faisant pas intervenir l’endothélium, 

est considérée comme réponse endothélium-indépendante. 

2.3.Analyse des résultats obtenus par débitmétrie laser doppler couplée à 

l’iontophorèse 

 

Durant ce protocole, trois principales données sont mesurées : le flux basal sans 

stimulation, la réponse vasodilatatrice endothélium-dépendante (en réponse à l’ACh), et 

endothélium-indépendante (en réponse à la chaleur), et les résultats obtenus sont donnés 
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en notion de flux cutané. Toutefois, afin de prendre en compte les variations de pression 

artérielle de chaque sujet, qui peuvent influencer le flux cutané, les données sont 

données en terme de conductance vasculaire cutanée (CVC) qui représente la valeur du 

flux cutané divisé par la pression artérielle moyenne de chaque sujet (O’Leary, 1991). 

3. Mesure des marqueurs du stress oxydant 

3.1. Dosage des nitrites 

 

L'estimation du NO a été effectuée par mesure du taux plasmatique de nitrites 

qui sont considérés comme des produits stables du métabolisme du NO. Cette méthode 

repose sur la formation d’un complexe coloré par réaction de diazotation entre l’ion 

nitrite, une amine primaire aromatique, la sulfanilamide, et une autre amine aromatique, 

le naphtalène-éthylénédiamine dihydrochloride (NED). Le dosage a été effectué suivant 

la méthode de Griess (Hortelano et al., 1995). Le plasma est initialement centrifugé en 

présence de 30µl de ZnSO4 à 50%. Puis, le surnageant a été récupéré et traité avec du 

sulfanilamide (1%) en milieu acide afin de former un composé diazoïque (sel de 

diazonium) qui réagit avec le NED (0.1%). Le produit final obtenu est un composé rosé 

dont l’absorbance a été mesurée par spectrophotométrie à 540nm.    

3.2. Mesure de la peroxydation lipidique par dosage des TBARS 

 

Le taux de peroxydation lipidique a été évalué par la mesure des substances 

réactives à l’acide thiobarbiturique (Thiobarbituris Acide Reactive Substances, 

TBARS) selon la méthode Richard et al. (Richard et al., 1992). En milieu acide et à forte 

température (95-100°C), les composés carbonylés issus de la lipoperoxydation 

réagissent avec l’acide thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de 

couleur rose absorbant à 532nm. 200µl de plasma ont été centrifugés avec β00µl d’acide 

trichloroacétique  (TCA) 30% pendant 10min à 3500g. 200µL de surnageant sont par la 
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suite récupérés et portés à ébullition 10min en présence de 800µl de 0.4% de TBA. La 

réaction a ensuite été stoppée avec de la glace et l’absorbance a été mesurée à 532nm. 

La  concentration des  TBARS a été déterminée  en utilisant le coefficient d’extinction 

moléculaire du MDA (1.56 x 105 cm-1M-1) et le résultat a été exprimé en nmol/ml. 

3.3. Mesure de l’oxydation des protéines  
 

L’oxydation avancée des protéines est révélée par la formation de liaisons 

covalentes entre les résidus tyrosine aboutissant à la formation de dityrosine et à des 

produits d’agrégation de haut poids moléculaire (Advanced Oxidation Protein Products, 

AOPP). La méthode de Witko-Sarsat (Witko-Sarsat et al., 1996) a été utilisée, où, en 

présence d’iodide de potassium (KI) et en condition acide, l’absorbance de ces AOPP 

peut être mesurée par spectrophotométrie à 340nm. Les échantillons plasmatiques 

(200µl) dilués avec du PBS 1:5, ont ensuite été traités avec 10µl KI (1.16M) et 20µl 

d’acide acétique pur. Après vortexage, l’absorbance a été mesurée à 340nm. La 

chloramineT a été utilisée en tant que gamme standard pour la mesure et les résultats 

ont été exprimés en nmol/ml. 

3.4. Mesure du glutathion réduit (GSH) 

 

Le glutathion réduit, un antioxydant non enzymatique participant à la protection 

contre les radicaux libres, a été mesuré par spectrophotométrie  (Jollow et al., 1974). 

Les prélèvements de plasma (50µl) ont initialement été déprotéinisés à l’aide de 50µl 

d’acide sulfosalicylique à 4%. Le surnageant récupéré après centrifugation a ensuite été 

traité avec 10µl d’acide 5-5’dithiobis (2-nitrobenzoïque (DTNB) et l’absorbance a été 

lue à 412nm. Les résultats ont été exprimés en nmol/ml. 

4. Dosage des marqueurs inflammatoires  
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L’étude des marqueurs inflammatoires a été effectuée sur des échantillons de sérum 

en utilisant la technique immunoenzymatique de dosage d’immunoabsorption par 

enzyme lié ELISA pour Enzyme-Labeled Immuno Sorbent Assay. Les kits suivants ont 

été utilisés pour la dosage des différents marqueurs inflammatoires selon les 

recommandations du fournisseur : IL-6 (Kit Ebiosciences –High sensitivity ELISA-Ref 

BMS213HS), leptine (BioVendor-Human Leptin ELISA-Ref RD191001100), 

adiponectine (R&D-Human total adiponectin-Ref DRPγ00), TNFα (R&D-Human 

TNFα-Ref HSTA00D), MCP-1 (Diaclone-Human MCP-1 ELISA kit-Ref 873030096) 

et chémerine (R&D-Human chemerin-Ref DCHM00). 

5.  Etude des microparticules circulantes  

5.1. Récupération des MPs 

 

Les échantillons plasmatiques sont récupérés dans des tubes CTAD (Citrate, 

Theophylline, Adenosine, Dipyridamole) et centrifugés à 1500g pendant 15min dans les 

2h suivant le prélèvement. Le culot contenant les globules rouges et blancs est éliminé 

et le surnageant, plasma enrichi en plaquettes (platelet-rich plasma, PRP), est ensuite 

récupéré. Ce dernier est recentrifugé à 1γ000g pendant βmin afin d’éliminer les 

plaquettes qui précipiteront au niveau du culot. Le surnageant, plasma pauvre en 

plaquettes (Platet-free plasma, PFP), est soigneusement récupéré puis  aliquoté et 

conservé à -80°C jusqu’à utilisation. Le culot de MPs est obtenu grâce à une 

ultracentrifugation pendant 90min à 20000g ce qui permet d’isoler les MPs des 

constituants plasmatiques. 

5.2. Quantification des MPs par cytométrie en flux 

 

La quantification des MPs plasmatiques a été effectuée à l’aide d’un cytomètre 

en flux Accuri C6 (Accuri Cytometers, Ann Arbor, MI). Parmi ses nombreuses 
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utilisations, cette technique permet une caractérisation quantitative de particules en 

suspension dans un liquide. Le principe de cette caractérisation consiste à analyser les 

signaux optiques ou physiques émis par une particule coupant le faisceau lumineux d’un 

laser. Les signaux mesurés sont essentiellement relatifs aux propriétés optiques 

intrinsèques des particules qui correspondent aux phénomènes de diffusion lumineuse 

liés aux dimensions de la particule et à leur structure interne. L’analyse par cytométrie 

en flux est effectuée sur culot de MPs resuspendu dans une solution saline (phosphate-

buffered saline, PBS) filtrée et la quantification est effectuée en fonction de la taille et 

de la granulosité, au niveau d’une fenêtre de détection de taille comprise entre 0,1 et 

1,1µm à l’aide de microbilles de calibration de tailles standards permettant de définir la 

fenêtre de détection des MPs (Tual-Chalot et al., 2012). 

5.3. Etude de l’effet des MPs  sur la réactivité vasculaire d’anneaux d’aorte de rat 
en chambre d’organe isolé ex vivo 

 

Pour l’étude en chambre d’organe isolé, l’aorte est prélevée soigneusement à 

partir de rats Wistar, nettoyée et coupée en segments de 2-3mm de largeur. Les anneaux 

sont incubés dans une solution de DMEM et de  Krebs-Hepes (NaCl 117mM, KCl 

74.5mM, NaHCO3 84mM, KH2PO4 1.5mM,  MgCl2 1.7mM, Hepes 21mM, Glucose 

11.1mM) (1:1) contenant, ou non, des MPs en concentration équivalente aux 

concentrations plasmatiques préalablement déterminées chez les sujets obèses ou 

contrôles. L’incubation est effectuée, sous agitation à température ambiante, pendant 

5h. Des expérimentations antérieures ont permis de déterminer les conditions optimales 

(temps et milieu d’incubation) permettant, d’une part, d’éviter l’altération des anneaux 

suite à une longue incubation, et d’autre part, de permettre une incubation assez longue 

pour permettre d’observer les effets des MPs ex vivo. Par la suite, les anneaux sont 

soigneusement montés en chambre d’organe isolé. Brièvement, chaque anneau est 
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monté entre deux crochets permettant d’étudier les variations de tension. Chaque anneau 

est placée dans une chambre contenant du liquide de Krebs à 37°C et oxygénée (Figure 

16). 

 

Figure 16: Principe de l’exploration ex vivo de la fonction endothéliale sur des 
anneaux d’aorte en chambre à organe isolé  

 

 Après équilibration à 2g mimant les conditions de tension in vivo, les capacités 

vasodilatatrices de chaque anneau sont étudiées, après contraction préalable à la 

phényléphrine (PE) (agoniste alpha 1 adrénergique de la cellule musculaire), à l’aide de 

doses de concentrations croissantes d’ACh (3.10-9 à 10-4 M) et de nitropusside de sodium 

(SNP, 10-5 M) (Figure 17). 
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Figure 17 : Protocole de mesure de la réactivité vasculaire des anneaux d’aorte de rat 
suite à des stimuli chimiques (PE, Ach en concentrations croissantes puis SNP)  

 

5.4. Analyse de l’expression protéique dans les MPs par technique de Western 
Blot 

 

5.4.1. Préparation des échantillons de MPs 

 

Le culot de MPs est resuspendu dans un tampon de lyse (TRIS 25mM pH=7.6, 

NaCl 150mM, Triton x100 1%, inhibiteur de phosphatases (NaOV; Fisher Scientific), 

inhibiteurs de protéases (Protease inhibitor cocktail; Sigma Aldrich).  

5.4.2. Dosage des protéines contenues dans les MPs 

La concentration protéique pour chaque échantillon est analysée  grâce à un kit 

de dosage de BCA (bicinchonidic acid) (Pierce BCA Protein Assay kit, 

Thermoscientific) qui permet une détection colorimétrique et la quantification des 

protéines totales contenues dans les échantillons extraits de MPs. Le principe de ce 

dosage repose sur l’évaluation de la réduction du Cu+2 en Cu+ par les protéines en milieu 

alcalin. Le réactif BCA, qui réagit avec le Cu+ formé, permet la formation d’un 

Tension (g)  

Temps (s) 

PE (10-6 M) 
SNP (10-5M) 

Ach (3.10-10 à 10-4 M) 

2min)  
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complexe coloré avec un pic d’absorbance à 56βnm. La gamme étalon est obtenue à 

l’aide de concentrations protéiques connues de sérum albumine bovine (BSA).  

5.4.3. Western immunoblotting 

 

L’expression protéique dans les MPs est déterminée par Western Blot.  Des 

extraits protéiques de MPs (100µg) sont dilués avec du tampon LAEMMLI (SDS 4%, 

glycérol 20%, -mercapthoéthanol, TRIS 0,125M, bleu de bromophénol). Les 

échantillons sont par la suite placés dans un gel SDS et la migration est effectuée en 

fonction du poids moléculaire des protéines. Dans un second temps, les protéines sont 

transférées sur une membrane PVDF et mises en incubation en présence des anticorps 

spécifiques des protéines à étudier, i.e. anticorps monoclonal anti-eNOS (1 :300 ; BD 

Biosciences), anti-eNOS-PSer1177 (1 :200 ; BD Biosciences), anticorps polyclonal anti-

gp91-phox (Sanra Cruz Biotechnology), anti-p47-phox (1 :200 ; Santa Cruz 

Biotechnology), anti-NOX4 (1 :200 ; Santa Cruz Biotechnology) et anti-α  tubuline 

(1 :300 ; BD Biosciences). L’immunodétection a été effectuée par un réactif 

luminescent ECL (Super Signal West Pico Chemiluminescence Substrate, Thermo 

Scientific) ou ECL Plus (Luminata Forte Western HRP substrate, Millipore 

Corporation) et les membranes ont été par la suite exposées à des films à X-ray pour 

permettre la visualisation du signal. Enfin, l’analyse de ces films a été réalisée à l’aide 

du logiciel ImageJ (ImageJ, NIH, USA). Les quantités de protéines évaluées ont été 

exprimées en fonction de la quantité de α  tubuline dans l’échantillon. 

5.5. Quantification des miR par RT-PCR quantitative 

 

Nous avons choisi d’étudier 9 miRs dans les MPs des sujets obèses et normo-

pondérés. Ces miRs ont été rapportés dans la littérature comme étant impliqués dans de 

nombreux mécanismes inflammatoires (Baggish et al., 2011; Schroen et Heymans, 
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2012; Taganov et al., 2006; Xu et al., 2015). Par ailleurs, L’équipe de Landrier et al. a 

pu observer que les miR-146a, miR-150 et miR-155 étaient induits en conditions 

inflammatoires dans des adipocytes humains (sur un total de 84 miRs quantifiés) 

(Kerkeni et al. données non publiées). Les miR-124a, miR-302a et miR-320a étaient 

également impliqués dans l’inflammation chez des sujets obèses (Kerkeni et al. données 

non publiées). 

 Les miRs contenus dans les MPs ont été analysés à l’aide du kit miRNeasy 

Micro Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Le principe de ce kit repose sur la 

récupération des miR grâce à une solution contenant du phénol et de la guanidyl 

thiocyanate dont le rôle est de faciliter la lyse des membranes cellulaires, d’inhiber les 

ARNases et d’éliminer l’ADN et les protéines du lysat par extraction organique. Une 

solution de lyse  Qiazol Lysis Reagent (700µl) a été ajoutée à 150µl de PFP et les ARN 

totaux ont ainsi été récupérés. Le miR-39 (Qiagen, Courtaboeuf, France), retrouvé 

habituellement que dans l’espèce C. elegans, a été ajouté à chaque échantillon (3.5µl, 

1.6 x 108 copies/µl) et a servi de contrôle interne (Livak et Schmittgen, 2001).  

 L’ADN complémentaire (ADNc), a par la suite été synthétisé à partir de 75ng 

d’ARNs totaux, auquel ont été ajoutés β0µl d’une solution tampon miScript Hiflex 5X, 

un mix de dNTP 10X et de la reverse transcriptase miScript (Qiagen, Courtaboeuf, 

France). L’analyse par RT-PCR en temps réel est effectuée à l’aide d’un thermocycleur 

Mx3005P Real-Time PCR System (Stratagene, La Jolla, CA, USA) (Landrier et al., 

2008). Les réactions ont été effectuées dans un volume réactionnel de 12.5 µl 

contenant 6.25µl de la solution 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, 

Courtaboeuf, France), 1.25µl de primers universels miScript Primer Assay (Hs_miR-

21_2 miScript Primer Assay, Hs_miR-124a_1 miScript Primer Assay, Hs_miR-126*_1 

miScript Primer Assay, Hs_miR-146a_1 miScript Primer Assay, Hs_miR-150_1 
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miScript Primer Assay, Hs_miR-155_2 miScript Primer Assay, Hs_miR-223_1 

miScript Primer Assay, Hs_miR-302a_2 miScript Primer Assay, Hs_miR-320a_1 

miScript Primer Assay, Ce_miR-γ9_1 miScript Primer Assay) (Qiagen, Courtabœuf, 

France) et β.5µl d’eau ARN-free. La RT-PCR a consisté en une étape initiale 

d’incubation de 15min à 95°C suivie d’une étape d’amplification consistant en 40 cycles 

comprenant 3 étapes (15s à 94°C, 30s à 55°C et 30s à 70°C). Pour chaque expression, 

l’amplification a été effectuée en duplicata et l’expression du miR-39 a été utilisée pour 

normaliser le taux d’expression des miR contenus dans les échantillons  (Livak et 

Schmittgen, 2001).  

 

6. Programme d’activité physique 

6.1. Détermination de la fréquence cible d’entrainement 
 

Avant le déroulement du protocole d’entrainement, nous avons déterminé la 

FCmax de chaque sujet lors d’un test Luc Leger, ou test navette, qui consiste à courir le 

plus longtemps possible entre deux lignes espacées de 20m  en respectant un rythme de 

course par paliers qui s’accélère de 0,5km/h toutes les minutes. Le test était arrêté dès 

que le sujet n’arrive plus à terminer le palier et la fréquence cardiaque, qui correspond 

à la FCmax, était alors mesurée (Léger et Lambert, 1982). 

Par la suite, la fréquence cardiaque cible (FCcible) d’entrainement a été 

déterminée pour chaque sujet grâce à la formule de Karvonen. Cette formule utilise la 

notion de fréquence cardiaque de réserve (FCR= FCmax – FCrepos) ce qui permet 

d’exprimer plus valablement l’intensité de l’effort que la FCmax seule (Karvonen, 1957) : 

FCeffort = FCrepos + % FCréserve = FCrepos + % (FCmax – FCrepos) 
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Le protocole d’entrainement a été effectué à un pourcentage de FCréserve de 70%, 

pour les premières séances, jusqu’à atteindre 80% FCréserve. Selon Vanhees et al. 

(Vanhees et al., 2012), ces pourcentages correspondent à une zone de forte intensité 

d’entrainement. Nous avons opté pour un programme d’entrainement aérobie de type 

intermittent et à forte intensité qui, selon plusieurs études, permet de stimuler le 

métabolisme des muscles squelettiques et la régulation cardiovasculaire (Gibala et 

McGee, 2008). De plus, ce type d’entrainement a notamment permis une diminution de 

facteurs de risques cardiovasculaires chez des adolescents en surpoids (Tjønna et al., 

2009). 

6.2. Déroulement de la séance d’entrainement 

 

Le programme d’entraînement a été effectué à raison de 3 séances/semaine 

pendant 8 semaines. Une même durée d’entrainement avait déjà permis d’observer une 

amélioration de la fonction endothéliale chez des sujets obèses (De Filippis et al., 2006). 

Pendant chaque séance, la fréquence cardiaque de chaque sujet a été monitorée à l’aide 

d’un cardiofréquencemètre (Polar-NV-Finland) et l’intensité de l’exercice a été ajustée 

pour correspondre à la FCeffort obtenue avec la formule de Karvonen. Chaque séance du 

réentraînement a duré 80 minutes et a été décomposée en 15 minutes d’échauffement, 

45 minutes d’exercice physique et β0 minutes de relaxation. L’exercice physique a 

concerné les membres inférieurs lors des efforts de pédalage sur ergocycle ou sur tapis 

roulant. Au début de chaque séance, le sujet devait atteindre progressivement sa 

fréquence cardiaque cible puis il maintenait le pédalage ou la marche pendant 10 

minutes à cette intensité. Il revenait ensuite à un pédalage à vide ou à une marche de 

faible vitesse, pendant 5 minutes. Au total, il réalisait γ cycles d’exercice de 10 minutes 

d’entraînement à la FC cible et de 5 minutes de récupération active.  
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7.  Traitement statistique 

 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± erreur standard à la 

moyenne (SEM). Le traitement statistique des résultats a été réalisé à l’aide du logiciel 

SPSS 17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).  La normalité de la distribution a été testée 

avec le test de Kolmogorov-Smirnov. Un test t de Student pour échantillons 

indépendants a été réalisé pour comparer les sujets obèses et contrôles, après analyse de 

l’égalité des variances avec le test de Levène. Le test t de Student pour échantillons 

appariés, ou de Wilcoxon dans le cas des données non paramétriques, a été utilisé pour 

analyser les données avant et après entrainement. Les données de vasoréactivité ex vivo 

ont été analysées avec une ANOVA à deux voies et un test de comparaison multiple de 

Dunett. Les corrélations ont été obtenues avec le test de Pearson. Une valeur de p <0.05 

est considérée comme significative.   
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Etude n°I : Etude de l’intégrité de la fonction vasculaire au 
sein d’une population de sujets obèses 

 

 

But de l’étude 
 

Pour cette première étude, nous avons voulu évaluer l’intégrité de la fonction 

vasculaire chez les sujets obèses de la région du sahel (Tunisie). Pour cela, nous avons 

recruté une population de sujets obèses, au sein du service de physiologie et 

d’exploration fonctionnelle sous la direction du Pr Tabka au CHU de Sousse pour 

lesquels nous avons mesuré différents indicateurs biologiques (stress oxydant, 

inflammation) renseignant sur l’homéostasie vasculaire. 

Méthodologie  
 

Un total de 349 sujets a été recruté au cours de cette première étude. Tous les 

sujets ont bénéficié d’une mesure anthropométrique, d’un bilan biologique ainsi que de 

différents marqueurs du stress oxydant et de l’inflammation. Les sujets ont été séparés 

en deux groupes en fonction de leur IMC : le groupe « obèses » (IMC ≥ γ0 kg/m², 

n=183) et le groupe « contrôle » composé de sujets normo-pondérés (IMC < 25 kg/m², 

n=211). Les deux groupes étaient appariés en sexe et en âge. Tous les sujets ont 

bénéficié d’une évaluation médicale complète.  

De plus, différentes mesures ont été effectuées afin de mettre en évidence le 

statut oxydant de notre population. Nous avons mesuré les marqueurs des dommages 

oxydatifs des protéines (AOPP) et des lipides (TBARS). Une mesure du GSH a aussi 

été effectuée pour avoir une estimation des défenses oxydatives non-enzymatiques.  
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Résultats 
 

1. Caractéristiques générales de la population d’étude 

La population de sujets obèses (n=183) recrutée pour cette étude présente une 

moyenne d’âge de 34.1 ans ± 1.6 contre 37.5 ans ± 1.8 pour la population contrôle 

(n=211). Au sein du groupe d’obèses, 18 sujets présentaient un diabète de type 2, 21 

étaient hypertendus et 30 étaient fumeurs. La population contrôle ne présentait aucun 

facteur de risque cardiovasculaire. La mesure de la pression artérielle nous a permis 

d’observer que les sujets obèses avaient une tension artérielle moyenne 

significativement plus élevée que celle des sujets contrôles, correspondant à  92.6 ± 0.6 

mmHg et 90.3 ± 0.4 mmHg respectivement (p<0.01). 

2. Mesures anthropométriques 

Le groupe de sujets obèses présentait une moyenne d’IMC de γ5.56 ± 0.49 kg/m² 

tandis que celui du groupe contrôle est de 22.50 ± 0.15 kg/m² (p<0.001). Le rapport 

RTH était également significativement plus élevé chez les sujets obèses (p<0.001) 

(Figure 18). 
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Figure 18 : Paramètres anthropométriques chez les sujets obèses et contrôles. ***p<0.001 
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Par ailleurs, nous avons pu remarquer que les paramètres anthropométriques 

variaient significativement en fonction du sexe notamment l’IMC et le rapport RTH 

(Figure 19). 
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Figure 19: Paramètres anthropométriques des sujets obèses et contrôles en fonction du sexe 

***p<0.001 ; §§§p<0.001 femmes versus hommes 

 

3. Paramètres lipidiques et glycémie  

Sans surprise, nos résultats nous ont permis d’observer que les différents 

paramètres lipidiques et glycémiques sont significativement plus élevés chez le 

groupe  « obèses » par rapport au groupe de sujets normo-pondérés (Figure 20).  
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Figure 20: Paramètres lipidiques et glycémie chez les sujets obèses et contrôles. 

***p<0.001 
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4. Paramètres inflammatoires 

Une évaluation du statut inflammatoire systémique a été effectuée par mesure de 

la CRPus et de la vitesse de sédimentation. Ceci nous a permis d’observer que ces 

marqueurs étaient significativement plus élevés (p<0.001) chez les sujets obèses que les 

sujets contrôles suggérant la présence d’une inflammation chronique au sein du groupe 

« obèses » (Figure 21).  

 

C R P u s

C
R

P
u

s
 (

m
g

/L
)

T
é
m

o
in

s

O
b

è
s
e
s
 

0

2

4

6

8

* * *

V ite s s e  d e  s é d im e n ta t io n

V
it

e
s

s
e

 d
e

 s
é

d
im

e
n

ta
ti

o
n

 (
m

m
/h

)

T
é
m

o
in

s

O
b

è
s
e
s
 

0

5

1 0

1 5

2 0

* * *

 

Figure 21 : Marqueurs inflammatoires chez les sujets obèses et contrôles. ***p<0.001 

 

5. Evaluation du stress oxydant  

L’évaluation de différents marqueurs de stress oxydant, TBARS, AOPP et GSH 

plasmatiques, nous a permis d’observer la présence d’un stress oxydant marqué au sein 

de la population de sujets obèses (Figure 22).  
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Figure 22: Paramètres du stress oxydant au niveau plasmatique chez les sujets obèses et 

contrôles. De gauche à droite : Marqueur de la peroxydation lipidique (TBARS) ; Marqueur 

de l’oxydation des protéines (AOPP) ; GSH plasmatique. ***p<0.001 

 

Cet effet se manifeste principalement par l’augmentation du taux plasmatique 

des TBARS et des AOPP chez les sujets obèses. Ces deux marqueurs sont le reflet du 

degré d’oxydation au niveau des lipides (TBARS) et des protéines (AOPP). 

L’augmentation de ces dommages oxydatifs sont le plus souvent des indicateurs d’une 

augmentation des ERO suggérant ainsi un déséquilibre de la balance du stress oxydatif. 

Par ailleurs, le taux de GSH, considéré comme un marqueur non enzymatique des 

défenses oxydatives, est diminué chez les obèses suggérant également une diminution 

des défenses antioxydantes. 

De plus, nous avons évalué les taux plasmatiques des nitrites afin d’avoir une 

estimation de la biodisponibilité du NO chez nos sujets obèses (Figure 23). 
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Figure 23 : Taux de nitrites plasmatique chez les sujets obèses et contrôles. ***p<0.001 
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De façon surprenante, nous avons observé que les nitrites plasmatiques étaient 

significativement augmentés chez les sujets obèses par rapport aux sujets normo-

pondérés (p<0.001).  

 

Discussion  

Cette étude nous a permis de caractériser une population typique d’une région 

méditerranéenne où l’obésité devient un problème de santé majeur du fait des 

déséquilibres associés à la sédentarité de la population  (Papandreou et al., 2008). Un 

des principaux résultats observés dans cette première étude est que ces sujets obèses 

présentent une élévation des marqueurs lipidiques, une inflammation systémique 

marquée, ainsi qu’une augmentation des dommages et une diminution des défenses 

antioxydantes indiquant la présence d’un stress oxydatif. L’obésité a en effet été décrite 

comme un état chronique de stress oxydant et d’inflammation, même en l’absence 

d’autres facteurs de risque cardiovasculaire (Higdon et Frei, 2003). Par ailleurs, le 

dérèglement de l’homéostasie vasculaire, suggéré par les différents marqueurs 

précédemment mesurés, serait indicateur de l’installation d’une dysfonction 

endothéliale chez ces sujets obèses. Plusieurs travaux ont également rapporté une 

dysfonction endothéliale dans des conditions d’obésité (Barton et al., 2012; Campia et 

al., 2012; Vanhoutte, 2012). Les mécanismes physiopathologiques responsables de cette 

altération au niveau microvasculaire sont souvent multifactoriels. Il a en effet été 

rapporté que l’obésité pouvait induire des altérations au niveau structural, telles que les 

raréfactions capillaires ou un remodelage structural, ce qui pourrait engendrer une 

dysfonction endothéliale (Gavin et al., 2005). Toutefois, un dérèglement de l’équilibre 
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vasorelaxation/vasocontraction en faveur d’une réduction de facteurs vasorelaxants, 

dont principalement le NO, (Kuboki et al., 2000; Shimabukuro et al., 2003) ou encore 

une augmentation de facteurs vasocontractants (Mather et al., 2002; Straznicky et al., 

2012) peut généralement expliquer la survenue d’une dysfonction endothéliale. 

Toutefois, la dysfonction endothéliale est généralement assimilée à une diminution de 

la biodisponibilité du NO, soit par une baisse de sa production, soit par une 

augmentation de sa dégradation (Williams et al., 2002).. Cette dégradation est 

notamment favorisée en présence d’un stress oxydant (Holvoet, 2012). Toutefois, 

l’évaluation indirecte du NO, par la mesure des nitrites plasmatiques, suggère que la 

biodisponibilité du NO n’est pas diminuée pour notre population de sujets obèses. On 

retrouve également dans la littérature des résultats similaires aux nôtres. En effet, 

Ghasemi et al.  (Ghasemi et al., 2013) ont observé un taux augmenté de NO chez un 

groupe de femmes obèses. De même, Fujita et al.  (Fujita et al., 2011) ont observé des 

taux de nitrites, mais également de nitrates, élevés chez les obèses et qui seraient dûs à 

une production du NO par le tissu adipeux viscéral. Ce NO serait transporté par la suite 

par le sang et contribuerait dans la protection contre les complications cardiovasculaires. 

De ce fait, des taux élevés de métabolites du NO chez les obèses pourraient être 

interprétés comme un mécanisme compensatoire vis-à-vis des complications associées 

à l’obésité.  

Dans la continuité de cette première étude, une exploration fonctionnelle de 

l’endothélium a été effectuée pour un groupe de 115 sujets (69 obèses et 46 contrôles) 

de notre population initiale. Le groupe d’obèses a été recruté en fonction de l’absence 

d’autres facteurs de risque cardiovasculaire, autre que l’obésité. Ainsi, seuls les effets 

de l’obésité sur l’homéostasie vasculaire seraient évalués.  
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De plus, nous avons également jugé intéressant, pour la suite de nos travaux, 

d’étudier les microparticules (MPs) plasmatiques chez ces sujets obèses. Comme nous 

l’avions décrit précédemment, ces MPs seraient impliquées dans de nombreux 

mécanismes au niveau vasculaire. Notre objectif dans l’étude II sera donc de voir si ces 

MPs pourraient, de par leur concentration plasmatique et leur composition, être de bons 

indicateurs de l’intégrité de la fonction endothéliale, voire des effecteurs au niveau de 

la biologie vasculaire. 
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Etude n°II : La dysfonction endothéliale chez les sujets 

obèses : implication des microparticules circulantes ? 
 

 

Role of eNOS and NOX containing microparticles in the endothelial 

dysfunction in patients with obesity 

Saloua DIMASSI, Karim CHAHED, Soumaya BOUMIZA, Matthias CANAULT, 

Zouhair TABKA, Pascal LAURANT, Catherine RIVA. 

Obesity 2015 (impact factor 2015: 3.73) 

 

But de l’étude 
 

Le but de cette étude était, dans un premier temps, d’étudier l’intégrité de la 

fonction endothéliale chez des sujets obèses par exploration fonctionnelle de 

l’endothélium et par mesure de différents marqueurs vasculaires et notamment les MPs 

circulantes. Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés au rôle de ces MPs 

sur la fonction endothéliale et à leur contenu, et plus particulièrement en protéines eNOS 

et NADPH oxydase, afin d’essayer de comprendre leur implication dans la fonction 

endothéliale au niveau vasculaire dans un contexte d’obésité. 

 

Principaux résultats  
 

Nos principaux résultats nous ont permis d’observer que la population de sujets 

obèses présentait une augmentation des concentrations plasmatiques des différents 

marqueurs lipidiques, inflammatoires et du stress oxydant par rapport aux sujets normo-

pondérés. De plus, l’exploration de la fonction endothéliale chez ces sujets obèses a 
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révélé une altération de la réponse endothélium-dépendante. Ces résultats suggèrent une 

dysfonction endothéliale au sein de la population d’obèses. Toutefois, le taux de nitrites 

plasmatiques, l’un des principaux métabolites du NO, était élevé suggérant que la 

biodisponibilité du NO n’était pas altérée au niveau vasculaire.  

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux MPs circulantes chez les sujets 

obèses et normo-pondérés. Leur quantification au niveau plasmatique a tout d’abord 

révélé une augmentation de leurs concentrations plasmatiques chez les sujets obèses. 

L’étude fonctionnelle de ces MPs nous a permis d’observer que ces MPs n’altéraient 

pas la fonction endothéliale ex vivo. De plus, l’analyse de leur contenu en eNOS a 

montré que l’activité de cette protéine était augmentée chez les sujets obèses. 

L’expression de la NOXβ, principale protéine impliquée dans le stress oxydant était par 

contre diminuée et sa fraction cytosolique p47, essentielle à son activité, n’a pas pu être 

détectée dans les MPs.  

 

Conclusion   
 

D’après nos résultats, nous avons pu observer que notre population de sujets 

obèses présentait une altération de la fonction endothéliale. L’étude des MPs circulantes 

a révélé que, même si leurs concentrations plasmatiques étaient élevées chez les sujets 

obèses. Toutefois, d’après l’étude fonctionnelle ex vivo et leur contenu en protéines 

eNOS et NADPH oxydase, nous avons pu constater que ces MPs n’étaient pas 

impliquées dans la dysfonction endothéliale observée chez les sujets obèses. De plus, 

nos résultats sur la biodisponibilité du NO et sur les MPs circulantes suggèreraient que 

ces MPs sont le reflet d’un mécanisme compensatoire au niveau vasculaire qui tend à 
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contrebalancer les effets néfastes du stress oxydant et de la dysfonction endothéliale 

chez ces sujets obèses.   
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What is already known about this subject? Elevated circulating levels of 

microparticles have been associated with several diseases and cardiovascular risk 

factors, such as obesity. 

 

What did the study add? Microparticles do not contribute directly to the endothelial 

dysfunction associated with obesity. On the contrary, eNOS- and NOX-containing 

microparticles could play a role in the compensatory mechanism observed in vascular 

endothelial cells to counteract the pathologic mechanisms underlying obesity-induced 

endothelial dysfunction.  
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Abstract: 

 

Objective:  To explore the pathophysiological profile of patients with obesity and to 

investigate the potential role of circulating microparticles (MPs) in endothelial 

dysfunction in patients with obesity.  

Methods: The inflammatory and oxidative status and the cutaneous microvascular 

blood flow were characterized in 69 patients with android obesity and 46 subjects with 

normal weight (controls) by using laser Doppler flowmetry. Circulating MP levels 

were measured by flow cytometry and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and 

NADPH oxidase (NOX) expression in MPs were investigated by western blotting. MP 

effect on vascular reactivity was assessed in rat aorta rings.  

Results: Patients with obesity showed endothelial dysfunction, hyperglycemia, 

inflammation and oxidative stress. In controls, low MP levels were positively 

correlated with normal microvascular function Western blot analysis revealed reduced 

eNOS and increased NOX4D expression in MPs from subjects with obesity compared 

with controls. However, this was not correlated with endothelial dysfunction 

parameters and did not impair ex vivo endothelium-dependent vasodilation.  

Conclusions: These results suggest that MPs do not contribute directly to endothelial 

dysfunction associated with obesity. Conversely, eNOS- and NOX- containing MPs 

could be involved in the compensatory mechanism of vascular endothelial cells to 

counteract the pathologic mechanisms underlying endothelial dysfunction. 
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Abbreviation list: 

 

ACh: Acetylcholine 

AOPP: Advanced Oxidation Protein Products 

ApoA: Apolipoprotein A 

ApoB: Apolipoprotein B 

BF: Blood flow 

BMI: Body mass index 

CBF: Cutaneous blood flow 

CVC: Cutaneous vascular conductance 

CVD: Cardiovascular disease 

DBP: Diastolic blood pressure 

DTNB: 5’-dithiobis (2- nitrobenzoic acid) 

eNOS: Endothelial nitric oxide synthase 

FMD: Flow-mediated dilation  

GSH: reduced Glutathione 

HDLc: High density Lipoprotein cholesterol 

HsCRP: high sensitive C-reactive protein 

IL-6: Interleukin-6 

LDF: Laser Doppler Flowmetry 

LDLc:  Low density Lipoprotein cholesterol 

LSH: Local skin heating 

MPs: microparticles 

NO: Nitric oxide 

NOX: NADPH oxidase 
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PFP: Platelet-free plasma 

PRP: Platelet-rich plasma 

ROS: Reactive oxygen species 

SBP: Systolic blood pressure 

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substances 

WHR: Waist-to-hip Ratio 
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Obesity is a health problem worldwide. It also is a major risk factor for 

cardiovascular diseases by predisposing to endothelial alterations (1). Endothelial 

dysfunction is generally associated with decreased nitric oxide (NO) bioavailability. 

NO production is catalyzed by endothelial nitric oxide synthase (eNOS), while reactive 

oxygen species (ROS) negatively regulate NO bioavailability (2). Several enzymes are 

involved in ROS generation and, among them, the NADPH oxidase represents a major 

source of vascular superoxide anion (O2
-) that generates oxidative stress as observed 

in patients with obesity and type 2 diabetes (3).  

Microparticles (MPs) are membranous vesicles released from many types of 

vascular cells, such as endothelial cells, platelets and leukocytes, in response to cell 

stimulation, stress or apoptosis (4). Circulating MP composition and function are 

directly dependent on the characteristics of the cells from which they originate (5). 

Moreover, MPs could contribute to intercellular communication and may works as 

vectors of biological messages leading to endothelial and vascular dysfunctions, or 

platelet activation (6). Elevated circulating MP level has been associated with several 

diseases and cardiovascular risk factors, such as obesity (7, 8). However, depending 

on the pathological context and the mechanism of MP formation, MPs could have 

favorable or deleterious effects on vascular homeostasis (9).  

The aim of this study was to investigate MP potential role in the 

pathophysiology of endothelial function alterations in obesity. First, clinical 

parameters, oxidative stress and inflammatory status as well as endothelial function 

(cutaneous microvascular blood flow) were evaluated in young subjects with obesity 

and in controls with normal weight. Then, the number of circulating MPs and eNOS 

and NADPH oxidase (NOX) content (two proteins implicated in the development of 
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endothelial dysfunction and oxidative stress associated with obesity) in MPs from the 

two groups were determined.  Finally, MP influence on the vasoreactivity of rat aortic 

rings was assessed.  

 

Methods 

 

Subjects 

The study, approved by the Farhat Hached Hospital Ethics Committee in 

Tunisia, included 115 healthy Caucasian subjects (45 males, 70 females) who signed 

an informed consent before inclusion. Based on their body mass index (BMI), they 

were divided in subjects with obesity (BMI ≥ γ0kg/m², n=69) and controls with normal 

weight (BMI < 25kg/m², n=46). Medical history and physical examination data were 

collected for all subjects to exclude co-morbid factors. Exclusion criteria were: 1) 

history of hypertension, antihypertensive medication or elevated blood pressure in 

sitting position (systolic blood pressure (SBP) ≥ 140 mmHg and/or diastolic blood 

pressure (DBP) ≥ 90 mmHg); β) history of diabetes mellitus or fasting glucose > 

7mmol.l-1; 3) history of cardiovascular disease or current cardiovascular procedures; 

4) hyperlipidemia (total cholesterol > 6.7 mmol.l-1 and/or triglyceride level > 4.5 

mmol.l-1); 5) past or present history of smoking; 6) consumption of vasoactive 

medications or antioxidant supplementation in the past six months.  Anthropometric 

(height, weight, waist and bi-iliac circumference) measurements and the mean arterial 

pressure (MAP= 1/3 (SBP) + 2/3 (DBP)) were recorded. Fasting glucose, lipids and 

inflammatory markers (high-sensitivity C-reactive protein, hsCRP, and sedimentation 

rate) were evaluated in all subjects.  
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Oxidative stress measurement 

Blood samples (n=115) were collected in EDTA tubes after overnight fasting 

and were centrifuged at 4,000 g for 10 min. Plasma aliquots were immediately 

removed and stored at -80°C until analysis. Nitrite content was assessed using the 

colorimetric-based Griess method. Oxidative damage (lipid peroxidation level) was 

estimated by measuring the plasma levels of ThioBarbituric Acid Reactive Substances 

(TBARS) and Advanced Oxidation Protein Products (AOPP). The plasma 

concentration of reduced Glutathione (GSH) was determined with a 5’-dithiobis (2- 

nitrobenzoic acid) (DTNB)-based enzymatic method.  

Endothelial function assessment  

Endothelial function was explored in all subjects (n=115) by assessing the 

forearm microvascular cutaneous vasoreactivity using Laser Doppler Flowmetry 

coupled with iontophoresis (Periflux System 5000, Perimed, Jarfalla Sweden). 

Endothelium-dependent vasodilation was evaluated by stimulation with 2% 

acetylcholine chloride (ACh) (Sigma Aldrich, Switzerland) and endothelium-

independent vasodilation, after local skin heating (LSH) (10). Briefly, cutaneous 

blood flow (CBF) was recorded at rest for 2min and during the functional 

exploration. Three doses of ACh were delivered using an anodal current (0.1mA for 

10s) at 2-min intervals. Finally, the local skin temperature, which was initially 

maintained at 32°C, was increased to 44°C for 5min (LSH) (Figure 1) (11). Data 

were expressed as cutaneous vascular conductance (CVC), which represents the ratio 

between the CBF and MAP values, to take into account variations in blood pressure 

between subjects (12).  The endothelium-dependent response was calculated as the 

difference between the peak CVC upon ACh stimulation (i.e., the CVC after the third 
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dose of ACh) and the baseline CVC (ΔACh-CVC). The endothelium-independent 

response was calculated as the difference between the peak CVC following LSH-

induced vasodilation and the baseline CVC (ΔLSH-CVC).  

MP preparation and flow cytometry analysis 

MP preparation  

Citrated blood samples were collected from 46 subjects (14 controls and 32 

subjects with obesity) and processed within 2h. Platelet-rich plasma (PRP) was 

collected after centrifugation at 1,500g for 15min at room temperature (RT). Platelet-

free plasma (PFP) was obtained by further centrifugation at 13,000g at RT for 2min, 

and the MP pellet after ultracentrifugation of the PFP samples at 20,000g, 4°C for 90 

min. MP and PFP aliquots were stored at -80°C until analysis (13). 

MP quantification by flow cytometry 

MP samples were analyzed using an Accuri C6 flow cytometer and software 

(Accuri Cytometers, Ann Arbor, MI) to define the MP gate and to quantify the 

absolute numbers of MPs per µl of plasma. Regions corresponding to MPs were 

identified in forward and side-angle light scatter intensity dot plot representation set 

at logarithmic gain, based on the diameter using standard microbeads (0.1 and 

1.1µm) (14).  

Vascular reactivity measurement  

Rat aorta rings from 3-month-old Wistar rats were incubated for 5h in 

Dulbecco’s modified eagle medium/Krebs-HEPES solution (117mM NaCl, 74.5mM 

KCl, 84mM NaHCO3, 1.5mM KH2PO4, 1.7mM MgCl2, 21mM HEPES, 11.1mM 

glucose) in the absence (n=8) or presence of MPs from controls (n=6) or subjects 
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with obesity (n=7). The final MP concentration corresponded to the MP circulating 

plasma level. Aorta rings were then mounted in organ chambers filled with Krebs 

solution warmed at 37°C and continuously aerated with a 95%O2-5%CO2 gas 

mixture. Aorta rings were connected to an isometric force transducer (EMKA 

Technologies, EMKA Paris, France), linked to an amplifier (EMKA Technologies, 

EMKA Paris, France) and changes in isometric force were recorded on a computer 

equipped with a data acquisition system. Resting tension was adjusted to the maximal 

length tension of 2g and aorta rings were allowed to equilibrate for 1h. Contractions 

were produced by addition of 10-4 M phenylephrine and the endothelium-dependent 

response was studied by addition of ACh at different concentrations (5.10-9 to 10-4 

M).  Finally, 10-5 M sodium nitroprusside (SNP) was used to reach the maximum 

response and to test the endothelium-independent response (16). MP effect on the 

ACh-sensitivity of aorta rings was evaluated by calculating the ACh concentration 

inducing the half-maximal response (EC50). Care and use of laboratory animals were 

according to the European Community standards.   

Western blot analysis  

MP pellets from controls (n=6) and subjects with obesity (n=6) were suspended 

in lysis buffer (25mM Tris pH=7.6, 150mM NaCl, 1% Triton X100) containing 

phosphatase inhibitor (Fisher Scientific) and protease inhibitor cocktails (Sigma 

Aldrich). Proteins were transferred to PVDF membranes and probed with mouse 

monoclonal anti-eNOS (1:300; BD Biosciences) and anti-eNOS-PSer1177 (1:200; BD 

Biosciences) and goat polyclonal anti-gp91-phox (1:200; Santa Cruz 

Biotechnology), anti-p47-phox (1:200; Santa Cruz Biotechnology), anti-NOX4 

(1:200; Santa Cruz Biotechnology) and rabbit polyclonal anti-α  tubulin (1:γ000; BD 

Biosciences) antibodies. Immunodetection was carried out using the ECL System 
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(Super Signal West Pico Chemiluminescence Substrate, Thermo Scientific) followed 

by exposure to X-ray films for revelation.   

Statistical analysis 

Data analysis was performed using the SPSS 17.0 software (SPSS Inc, 

Chicago, IL, USA). Results are expressed as the mean ± SEM. The data normal 

distribution was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. The independent-

samples t-test was used after investigation of variances equality by using the 

Levene’s test. Vasoreactivity data were analyzed using a two-way ANOVA and 

Dunnett’s multiple comparisons test. Correlations were obtained using the Pearson 

correlation test. Statistical significance was inferred when the two-tailed p-value was 

lower than 0.05. 

 

Results  

 

Population characteristics 

This study included 69 subjects with obesity (BMI ≥ γ0kg/m²) and 46 controls 

with normal weight (BMI < 25kg/m²). Anthropometric and biochemical data are 

presented in Table 1. As age and gender distribution were not significantly different 

between groups, the results were presented independently of gender.  

The waist circumference and waist to hip ratio (WHR) indicated that the 

subjects with obesity had android obesity. Moreover, the mean fasting glucose 

concentration exceeded 5.6 mmol/L in subjects with obesity, suggesting a 

hyperglycemic state (15). Plasma triglycerides and the mean fasting glucose levels 

as well as SBP, DBP and MAP were higher in subjects with obesity than in controls. 
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The elevated hsCRP and sedimentation rate values (compared with controls) 

suggested the presence of chronic inflammation in the subjects with obesity.  

Oxidative stress analysis 

  Plasma TBARS, AOPP and nitrite levels were significantly higher in the group 

with obesity than in controls (Table 1). Conversely, plasma GSH level (a marker of 

the anti-oxidative defense status) was significantly lower in subjects with obesity 

than in controls (Table 1).  

Assessment of endothelial function by Laser Doppler Flowmetry 

 Basal CVC values and after stimulation with ACh (peak ACh-CVC, ΔACh-

CVC and AUC) were significantly lower in the group with obesity than in controls 

(Table 2). Conversely, peak LSH-CVC and ΔLSH-CVC were similar between 

groups (Table 2). These results indicate that endothelium-dependent, but not 

endothelium-independent vasodilation is impaired in subjects with obesity.  

Relationships between circulating MP levels and endothelial function 

parameters 

Circulating MP number was significantly higher in subjects with obesity 

(n=32) than in controls (n=14) (Figure 2A). Correlations between circulating MP 

levels, endothelial function parameters were assessed separately in each group, to 

highlight the possible role of “good” MPs in controls (normal weight) and of 

“modified” MPs in subjects with obesity (Table γ). In controls, circulating MP 

number was significantly and positively correlated with endothelium-dependent 

response parameters (AUC, peak ACh-CVC and ΔACh-CVC). Conversely, no 

correlation was found in the population with obesity (Table 3).  
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Effect of MPs on the ex vivo endothelium-dependent response  

ACh-induced relaxation in rat aortic rings was not modified by incubation with 

MPs (used at their mean plasma concentration) from controls (n=6) or from subjects 

with obesity (n=7) compared with buffer alone (n=8) (Figure 2B). Similarly, MPs 

(from controls or subjects with obesity) did not influence ACh sensitivity (EC50) and 

maximum relaxation upon ACh stimulation (Figure 2C). Moreover, MPs did not 

affect significantly the response to SNP. 

Nitric Oxide Synthase and NADPH Oxidase levels in circulating MPs 

The levels of eNOS and eNOS phosphorylated on Ser1177 (PSer1177eNOS, 

activating phosphorylation) were assessed by western blot analysis of crude MP 

lysates (n=6/each group). Total eNOS expression was significantly lower in MPs 

from subjects with obesity than in controls (Figure 3A). Conversely, the PSer1177-

eNOS to total eNOS ratio was significantly higher in MPs from subjects with obesity 

than in controls (Figure 3B).  

Western blot analysis of the expression of NADPH oxidase isoforms in crude MP 

lysates showed that the catalytic trans-membrane NADPH oxidase type 2 (NOX2) 

could be detected as two characteristic bands (a 65 kDa band representing the non-

glycosylated form and a broad band with an average size of 110 kDa corresponding 

to the heavily glycosylated mature form). Total NOX2 expression (65 kDa plus 110 

kDa bands) was significantly decreased in MPs from subjects with obesity compared 

with controls (Figure 3C). The cytosolic p47phox NADPH oxidase subunit could not 

be detected in any MP sample (Figure 3D). The level of NADPH oxidase type 4 

(NOX4) (specific 67 kDa band) was not significantly different between groups 

(Figure 3E). Finally, expression of the NOX4D variant (32 kDa band) was 
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significantly higher in MPs from subjects with obesity than from controls (Figure 

3F). 

 

Discussion 

 

The main findings of this study are: 1/ endothelial function is impaired and 

inflammatory markers are elevated in subjects with obesity and hyperglycemia 

compared with controls (BMI < 25kg/m²); 2/ the number of circulating MP is higher 

in subjects with obesity, but this does not correlate with in vivo endothelial 

dysfunction parameters; moreover, MPs from subjects with obesity do not influence 

ex vivo endothelial-dependent vasorelaxation; 3/ eNOS and NOX2 levels are 

reduced, whereas PSer1177-eNOS and NOX4D levels are increased in MPs from 

subjects with obesity compared with controls.  

Our results show that endothelium-dependent vasodilation is altered in young 

subjects with obesity compared with age-matched controls, suggesting endothelial 

dysfunction. The pathophysiological mechanisms underlying the link between 

obesity and microvascular dysfunction are various and complex (16–18). Endothelial 

dysfunction in resistance vessels evolves progressively, together with the increase in 

body fat (19). The hyperglycemia we observed in the group with obesity could also 

be involved in endothelial dysfunction development, as demonstrated by Kawano et 

al. (20). Moreover, the high hsCRP levels (an inflammatory marker) in the group 

with obesity suggest a systemic inflammatory state that could further impair 

endothelial function through inhibition of eNOS gene expression in endothelial cells 

(21). Many reports suggest that oxidative stress is involved in the pathophysiology 

of cardiovascular diseases by reducing NO bioavailability and consequently NO 
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levels (2). In our population with obesity, reduced antioxidant defenses (i.e., GSH) 

were associated with increased levels of lipid peroxidation (TBARS) and protein 

oxidation (AOPP) markers. Oxidative damage has been linked to enhanced ROS 

production in patients with obesity (22). High NO and ROS levels could lead to the 

production of peroxynitrite, resulting in microvascular function impairment (3). It 

has been proposed that nitrite anion (NO2
-), which is abundant in blood and tissues, 

represents the largest intravascular and tissue storage form of NO. Approximately 

80-90% of basal plasma nitrites are derived from eNOS-produced NO, suggesting 

that nitrites could be used as a endothelial function biomarker (23). In agreement, in 

our study NO bioavailability (nitrites) was significantly increased in the group with 

obesity.  Our results are consistent with those by Ghasemi et al. (24), who showed 

increased nitrite/nitrate levels in women with obesity. Fujita et al. (25) also reported 

higher circulating nitrite/nitrate levels in subjects with obesity due to NO production 

by visceral fat. Moreover, NO synthetized within a specific location could be 

transported in blood as nitrites to distant organs, providing protection against 

ischemic injury (26). Therefore, one can hypothesize that increased levels of NO 

metabolites in obesity may be a compensatory mechanism against obesity-related 

changes.  

Our study shows that circulating MP levels are significantly higher in subjects 

with obesity than in controls. However, MP levels were positively correlated with 

the microvascular response (AUC and ACh-CVC) only in the control group. This 

is different from previous works showing that high MP levels correlate with impaired 

flow-mediated dilation of the coronary (27) or brachial artery (7). Moreover, we 

found that MPs from subjects with obesity and from controls did not influence ex 

vivo ACh-induced relaxation, whereas other studies observed an effect using MPs 
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from patients with myocardial infarction (28). It is generally acknowledged that MP 

levels are increased in pathological contexts, but their functional characteristics are 

closely dependent on their biochemical composition. For example, Mostefai et al. 

(30) observed that MP levels were increased in patients with septic shock compared 

with healthy controls, but such MPs did not trigger vascular inflammation. On the 

contrary, they exerted a vascular protective role (29). The absence of effect of MPs 

from subjects with obesity suggests that such MPs do not carry a “pathological” 

content. As circulating MPs from subjects with vascular dysfunction originate largely 

from the endothelium (30), we analyzed eNOS expression and activity in circulating 

MPs, as a marker of the vessel endothelial cell content. Total eNOS level was reduced 

in circulating MPs from subjects with obesity compared with controls. Conversely, 

the eNOS-PSer1177/eNOS ratio was increased in MPs from subjects with obesity, 

suggesting higher eNOS activation in these MPs than in MPs from controls. Horn et 

al., (31) also reported the presence of functional eNOS in circulating MPs with a 

significant decrease of its level in patients with endothelial dysfunction. However, 

they did not analyze eNOS activation level (i.e., PSer1177eNOS). Oxidative stress or 

hyperglycemia could modulate eNOS expression. Indeed, exposure of cultured 

human coronary endothelial cells to high glucose leads to eNOS expression and NO 

production downregulation (32). Peng et al (33) also observed eNOS (mRNA and 

protein) downregulation in cardiomyocytes incubated with high glucose and insulin 

concentrations. Reduced eNOS expression was also reported in MPs from patients 

with advanced atherosclerosis (32). On the other hand, eNOS activity could be 

increased even if its expression level does not change. Silver et al. observed that 

although eNOS expression in endothelial cells was not increased in overweight adults 

and subjects with obesity compared with normal-weight controls, PSer1177eNOS level 
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was higher (34). Increased eNOS activation, and therefore enhanced NO production, 

could be the result of oxidative stress, and more specifically of ROS production (35). 

Indeed, H2O2 can activate eNOS by stimulating phosphorylation at Ser1177 (36). 

Based on these data, we suggest that the increased PSer1177eNOS level in MPs and in 

endothelial cells and the high plasma nitrite levels in subjects with obesity indicate 

the presence of a vascular compensatory mechanism to increase NO production in 

order to maintain its bioavailability in the presence of oxidative stress.   

As NADPH oxidase is considered the main source of ROS production within the 

vasculature, we first investigated whether NOX2 was expressed in MPs. In agreement 

with a previous work showing the presence of NOX2 in circulating MPs from patients 

with hypercholesterolemia (37), we found that NOX2 was expressed in MPs, but its 

level was reduced in MPs from patients with obesity. NOX2 activation requires the 

translocation of its cytosolic subunit p47 to the cytoplasmic membrane (34). We could 

not detect this subunit in circulating MPs from both groups. This suggests that p47 was 

not localized at the membrane surface or in proximity of the MP blubbing site in 

endothelial cells and that it could not contribute to NOX2 activation (38). Therefore, 

we hypothesize that these MPs cannot produce ROS through NOX2 activity. NOX2 

contributes to endothelial dysfunction and vascular oxidative stress, whereas NOX4 

has a vasoprotective role by increasing NO bioavailability (39). Indeed, NOX2 

produces O2
- and NOX4 catalyzes production of H2O2 that could activate eNOS by 

enhancing its phosphorylation at Ser1177 (36). In our study, total NOX4 expression 

was comparable in MPs from controls and subjects with obesity. Conversely, 

expression of NOX4D, a NOX4 variant that produces H2O2 in vitro at similar levels 

as NOX4, was higher in MPs from subjects with obesity than in controls (40). 
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To conclude, although circulating MP levels were higher in subjects with obesity 

and endothelial dysfunction, they did not affect endothelial function ex vivo and were 

not correlated with impaired endothelial function parameters in vivo. Moreover, the 

higher PSer1177eNOS level in MPs from subjects with obesity than in controls suggests 

increased eNOS activity. Expression of the NOX2 isoform, which promotes 

endothelial dysfunction, was lower, while NOX4D, which has vasoprotective effects, 

was higher in MPs from subjects with obesity than in controls. Taken together, these 

results suggest that MPs from subjects with obesity do not contribute directly to 

endothelial dysfunction. As the MP phenotype reflects the phenotype of the cells from 

which they originate (endothelial cells) and the vascular state, we hypothesize that in 

subjects with obesity, MPs could participate in a compensatory mechanism to 

counterbalance the pathologic effects of obesity-related endothelial dysfunction. 

 

Legends to figures 

 

Figure 1 - Typical Laser Doppler recordings of a normal response at the forearm of a 

healthy subject. Vertical lines separate the different recording phases: resting CBF, the 

three successive administrations of 2% ACh (delivered using 0.1mA current for 10s) 

and local skin heating (LSH). The third dose of ACh was used to determine the 

maximum ACh response (i.e., the peak ACh-CBF). Temperature was maintained at 

33°C during baseline recording and ACh administration and increased to 44°C for 

LSH. PU: perfusion unit. 

Figure 2 – MP quantification and MP influence on ex vivo vasoreactivity. A/ 

Quantification of circulating MP levels in controls (n=14) and subjects with obesity 

(n=32); B and C/ Effect of MPs on the endothelium-dependent response of rat aorta 
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rings incubated with vehicle (n=8), MPs from controls (n=6) or MPs from subjects 

with obesity (n=7) for 5 hours. B/ Relaxation upon exposure to ACh; and C/ ACh EC50. 

Values are the mean ± SEM. *p<0.05 versus control group. 

Figure 3 – Western blot analysis using MPs from subjects with obesity (n=6) and 

controls (n=6) to determine: A/ total eNOS expression; B/ the phosphorylated eNOS 

to total eNOS ratio (eNOS-PSer1177/total eNOS); C/ total NOX2 expression 

(glycosylated and non-glycosylated NOX2); D/ p47 expression; E/ NOX4 expression; 

F/ NOX4D variant expression. Bands were quantified using tubulin. Values are the 

mean ± SEM. *p<0.05 versus control group.  
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 Table 1- Clinical and inflammatory characteristics of control group and obesity group 

 

 

 

 

Abbreviations: BMI, Body Mass Index; WHR, Waist-to-Hip Ratio; HDL cholesterol, High Density 
Lipoprotein cholesterol; LDL cholesterol, low Density Lipoprotein cholesterol; ApoA, ApolipoproteinA; 
ApoB, ApolipoproteinB; hsCRP, high sensitive C- Reactive Protein; TBARS: ThioBarbituric Acid 
Reactive Species; AOPP: Advanced Oxidized Protein Products; GSH : reduced Glutathione. Data are 
expressed as mean ± SEM; * :p<0.05 ; ** :p<0.001 ; *** :p<0.0001  

 

  

	

Characteristics Control (n=46) Obesity (n=69) P-value 

Demographic parameters 
     

Age (years) 33.11 ± 1.46 36.46 ± 1.36 p=0.106 

Gender (males/females) 18/28 
 

27/42 
 

p=0.578 

Clinical parameters 
    

BMI (kg.m-2) 22.73 ± 0.29 37.27 ± 0.99 p<0.0001***  

Waist circumference (cm)      

     Waist circumference (males) 80.23 ± 3.04 118.63 ± 3.80 p<0.0001***  

     Waist circumference (females) 80.15 ± 2.67 111.97 ± 2.73 p<0.0001***  

WHR      

     WHR (males) 0.82 ± 0.02 0.99 ± 0.01 p<0.0001***  

     WHR (females) 0.81 ± 0.02 0.90 ± 0.01 p<0.0001***  

Systolic blood pressure (mmHg) 113.00 ± 1.25 118.40 ± 1.92 p=0.021*  

Diastolic blood pressure (mmHg) 74.50 ± 1.07 78.00 ± 0.90 p=0.014*  

Mean arterial pressure (mmHg) 87.33 ± 1.03 91.46 ± 1.06 p=0.008**  

Fasting glucose (mmol.l-1) 5.03 ±0.71 5.68 ±  0.20 p=0.015*  

Total cholesterol (mmol.l-1) 4.42 ± 0.13 4.77 ± 0.10 p=0.048*  

Triglycerides (mmol.l-1) 0.89 ± 0.05 1.54 ± 0.13 p<0.0001***  

HDL cholesterol (mmol.l-1) 1.21 ± 0.48 1.14 ± 0.04 p=0.268 

LDL cholesterol (mmol.l-1) 2.76 ± 0.12 2.96 ± 0.10 p=0.225 

ApoA (g.l-1) 1.62 ±0.04 1.61 ±  0.03 p=0.919 

ApoB (g.l-1) 0.82 ±0.02 0.87 ± 0.03 p=0.317 

Inflammatory blood markers 
    

hsCRP (mg.l-1) 1.39 ±0.35 4.86 ± 0.54 p<0.0001***  

Sedimentation rate (mm/h) 9.09 ± 1.85 15.68 ±  2.09 p=0.030*  

Oxidative stress markers      

Nitrites (µmol/l) 0.26 ± 0.02 0.39 ± 0.02 p=0.003**  

TBARS (µmol/l) 3.75 ± 0.39 4.95 ± 0.39 p=0.048*  

AOPP (mmol/l) 14.30 ± 1.01 16.67 ± 0.55 p=0.028*  

GSH (mmol/l) 17.61 ± 1.84 12.77 ± 1.14 p=0.020*  
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Table 2- Microvascular function of control group and group with obesity 

 

 

Abbreviations: PU: Perfusion Unit; ACh : Acetylcholine; LSH : Local Skin Heat; AUC: Area Under 
Curve; CVC: cutaneous vascular conductance;  Δ ACh CVC : peak ACh CVC minus baseline; Δ LSH 
CVC: peak LSH CVC minus baseline. Data are expressed as mean ± SEM.*:p<0.05 ; **p<0.01. 

 

 

Table 3- Relationships between circulating MPs levels and parameters of endothelial function  

 

 

 

 

Abbreviations: MPs : Microparticles; AUC: Area Under Curve; PU : Perfusion Unit;  ACh : Acetylcholine; 
CVC: Conductance Vascular Conductance;  : Δ ACh CVC : peak ACh CVC minus baseline; * :p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

  Control (n=46) Obesity (n=69) P-value 

AUC (PU*sec) 8168.59 ± 833.26 5712.77 ± 553.56 0.012* 
Basal CVC (PU/mmHg) 0.075 ± 0.006 0.053 ± 0.004 0.007 ** 

Peak ACh-CVC (PU/mmHg) 0.47 ± 0.05 0.32 ± 0.03 0.014 * 

Peak LSH-CVC (PU/mmHg) 0.73 ± 0.06 0.63 ± 0.05 0.196 

Δ ACh-CVC (PU/mmHg) 0.39 ± 0.04 0.27 ± 0.03 0.033* 
Δ LSH-CVC (PU/mmHg) 0.66 ± 0.06 0.57 ± 0.05 0.295 

	

Parameters  MPs levels (MPs/µl plasma) 

 
Control (n=14) Obesity (n=32) 

  r value P-value r value P-value 

AUC (PU*sec) 0.639* 0.014 -0.194 0.288 

Peak ACh-CVC (PU/mmHg) 0.658* 0.015 -0.076 0.731 

Δ ACh-CVC (PU/mmHg) 0.659* 0.014 -0.066 0.764 
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Figure 1 - Typical Laser Doppler recordings of a normal response at the forearm of a 

healthy subject. Vertical lines separate the different recording phases: resting CBF, the 

three successive administrations of 2% ACh (delivered using 0.1mA current for 10s) and 

local skin heating (LSH). The third dose of ACh was used to determine the maximum 

ACh response (i.e., the peak ACh-CBF). Temperature was maintained at 33°C during 

baseline recording and ACh administration and increased to 44°C for LSH. PU: perfusion 

unit. 
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Figure 2 – MP quantification and MP influence on ex vivo vasoreactivity. A/ 

Quantification of circulating MP levels in controls (n=14) and subjects with obesity 

(n=32); B and C/ Effect of MPs on the endothelium-dependent response of rat aorta rings 

incubated with vehicle (n=8), MPs from controls (n=6) or MPs from subjects with obesity 

(n=7) for 5 hours. B/ Relaxation upon exposure to ACh; and C/ ACh EC50. Values are the 

mean ± SEM. *p<0.05 versus control group. 
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Figure 3 – Western blot analysis using MPs from subjects with obesity (n=6) and controls 

(n=6) to determine: A/ total eNOS expression; B/ the phosphorylated eNOS to total eNOS 

ratio (eNOS-PSer1177/total eNOS); C/ total NOX2 expression (glycosylated and non-

glycosylated NOX2); D/ p47 expression; E/ NOX4 expression; F/ NOX4D variant 

expression. Bands were quantified using tubulin. Values are the mean ± SEM. *p<0.05 

versus control group.   
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Etude n°III : Effet de l’exercice physique sur le contenu en 

miRs des microparticules circulantes chez les sujets sains 

 

Aerobic exercise training modulates microparticles microRNAs in 

healthy subjects 

Saloua DIMASSI, Esma KARKENI, Soumaya BOUMIZA, Pascal LAURANT, Karim 

CHAHED, Zouhair TABKA,  Jean-Francois LANDRIER, Catherine RIVA. 

(Soumis dans Vascular Pharmacology impact factor 2015: 3.63) 

 

But de l’étude 
 

Le but de cette étude était d’analyser les effets d’un programme d’entraînement 

physique sur une population de jeunes femmes saines (sans aucun facteur de risque 

cardiovasculaire) d’une part, par l’exploration de leur fonction endothéliale et du statut 

inflammatoire, et d’autre part, par l’étude de leurs MPs circulantes et leur contenu en 

miRs.  

 

Méthodologie  
 

Un groupe de six jeunes femmes saines normo-pondérées et ne présentant aucun 

facteur de risque cardiovasculaire, a été enrôlé pour cette étude. La fonction endothéliale 

de ces sujets a été explorée par l’étude de la réponse endothélium-dépendante au niveau 

de la microcirculation cutanée. De plus, l’inflammation a été évaluée en analysant le taux 

de CRPus. L’étude des MPs a été effectuée par mesure des concentrations plasmatiques 
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par cytométrie en flux et l’analyse des miRs a été effectuée par RT-PCR. Le choix des 

miRs étudiés dans cette étude a été effectué sur la base de leur implication dans différents 

processus vasculaires (inflammation, fonction vasculaire). Ces sujets ont participé à un 

programme d’entraînement physique de 8 semaines de type aérobie intermittent à forte 

intensité. Les différentes mesures ont été effectuées avant et après le programme 

d’entraînement physique afin d’analyser les effets de l’exercice. 

 

Principaux résultats  
 

Au bout de 8 semaines d’exercice physique, nous avons remarqué une 

amélioration de la fonction endothéliale pour notre population d’étude ainsi qu’en 

diminution de la CRPus suggérant une amélioration de statut inflammatoire. Le taux de 

MPs plasmatiques n’a toutefois pas été diminué par le programme d’entraînement. Par 

contre, nous avons pu observer une augmentation de l’expression des miR-21, miR-146a, 

miR-124a, miR-150 et miR-223 qui, pour certains ont été rapportés comme jouant des 

rôles anti-inflammatoires.  

 

Conclusion  
 

Cette étude nous a permis dans un premier temps de constater que l’exercice 

physique permettait une augmentation de la réponse endothélium-dépendante ainsi 

qu’une diminution de l’inflammation même chez des sujets sains. Par ailleurs, même si 

l’exercice physique n’a pas joué sur la concentration des MPs circulantes, nous avons pu 

observer une augmentation de l’expression de certains miRs de leur contenu en miR vers 

un profil anti-inflammatoire. De par l’importance des miRs dans la régulation de 
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nombreux gènes impliqués dans l’homéostasie vasculaire, et du rôle des MPs circulantes 

leur assurant un transport intercellulaire, la modulation du contenu en miR des MPs 

observé suite au programme d’entrainement serait une adaptation physiologique à 

l’exercice physique qui pourrait bien intervenir dans les différents effets bénéfiques de 

cet exercice au niveau vasculaire.  
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Abstract:  

Exercise training is known to stimulate vascular function and remodeling in a 

shear stress and inflammation dependent manner. Microparticles (MPs) released from 

vascular cells in response to shear stress, play a role in cell-cell crosstalk through carrying 

bioactive molecules such as miRNAs. Thus, the aim of our study was to explore whether 

exercise training impacts vascular wall cells and contributes to vascular function 

improvement through the modulation of miRNAs-containing MPs release. Therefore, we 

investigated the presence in MPs of 9 miRNAs potentially associated to vascular function 

and inflammation: endothelial-related miRNAs, such as miR-126, miR-21 and miR-320a, 

monocyte/macrophage–related miRNAs, such as miR-155, miR-146a, miR-223, miR-

124a, and miR-150, platelets–related miR-223 and miRNA-302a found in aorta. A group 

of sedentary women (n=6, BMI<25Kg/m²) recruited at F. Hached Hospital (Sousse, 

Tunisia) was enrolled in an 8-weeks training program. Vascular function was assessed by 

Laser Doppler Flowmetry, circulating MPs quantification, by flow cytometry, and 

miRNAs by real-time PCR, before and after exercise training. While exercise training 

improved significantly the endothelial-dependent vasorelaxation and decreased systemic 

inflammation, circulating MPs level and oxidant stress remained unchanged. The miRNA 

profile revealed that 1/ miR-155 and miR-302a were not detected in MPs neither before 

nor after training program; 2/ miR-21, miR-150, miR-320a, miR-146a, miR-124a, miR-

126 and miR-223 were expressed in circulating MPs of sedentary women; and 3/ after 

training program, a significant increase of miR-21, miR-146a, miR-124a, miR-150 and 

miR-223 content was observed while miR-126 and miR-223 remained unchanged. Our 

results highlight the role of MPs as vehicle for miRNAs and the potential implication of 

miRNAs as effectors in the vascular wall in order to generate an optimal vascular function 

and to control inflammation. 
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1- Introduction 

The study of miRNAs (small noncoding RNA molecules ~22 nt in length) is 

rapidly growing because they are involved in many human diseases in particular 

cardiovascular diseases. Recent studies demonstrated that miRNAs can be detected in 

circulating blood and may be useful as biomarkers for disease [1,2] . The mechanism of 

how circulating miRNAs are release into circulation remains unclear. However, 

increasing evidence suggests that miRNAs are actively secreted in microvesicles [2–4]. 

Extracellular membrane vesicles are important for cell-cell communication through 

numerous biological processes. In particular, microparticles (MPs) are typically defined 

by their size (0.1-1 μm in diameter) [5], exposure of phosphatidylserine (PS) and the 

expression of surface antigens originating from their donor cells [5,6]. MPs vesiculation 

occurs as a cellular response to various physiological conditions including, apoptosis, 

senescence, cellular activation [7], shear stress and biochemical triggers (such as 

cytokines). Furthermore, several studies have reported that MPs could contribute to 

endothelial vascular homeostasis [8,9]. On the other side, very little is known about 

dynamic changes in microRNAs in response to common physiological perturbations such 

as physical exercise. Understanding how exercise can alter gene regulation at the level of 

microRNAs will likely prove important in optimizing therapeutic uses of exercise to 

benefit human health, in particular, for cardiovascular diseases in which both exercise 

and microRNAs play a key role in pathogenesis [10–12]. Among them, miRNAs 

potentially associated to vascular function and inflammation were investigated such as 

endothelial-related miRNAs, miR-126, miR-21 and miR-320a, monocyte/macrophage–

related miRNAs, miR-155, miR-146a, miR-223, miR-124a, and miR-150, platelets–

related miR-223 and miRNA-302a found in aorta. We proposed in this study to explore 

the effects of 8 week-training exercise program on vascular modulation, through 
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endothelial function exploration and inflammatory parameter measurements, and 

miRNAs-containing MPs profile in a sedentary population. 

 

2- Materials and methods 

2-1- Subject population  

 The study, approved by Farhat Hached Hospital Ethical Committee for research 

on humans in Tunisia, included 6 sedentary (self-reported, regular exercise aerobic 

trainers ≤ β days per week) Caucasian healthy women who signed an informed consent 

before inclusion. All participants underwent history and medical evaluations and had to 

meet the following criteria before enrollment in the study: 1) no participation in regular 

physical activity; 2) no current chronic health problems; 3) no past or present history of 

smoking; 4) no cardiovascular, metabolic or respiratory disease; 5) no overweight or 

obesity and 5) no consumption of any antioxidant supplementation within the past 6 

months.  

2-2- Anthropometric, biochemical and blood pressure measurements 

Body mass index (BMI) and mean arterial pressure (MAP= 1/3 (systolic blood 

pressure) + 2/3 (diastolic blood pressure)) was recorded. All subjects underwent 

biological parameters evaluation such as fasting glucose, total cholesterol, triglycerides, 

high-density lipoprotein cholesterol (HDLc) levels, apolipoproteins (ApoA and ApoB) 

and high sensitive C-reactive proteins (hsCRP). Low-density lipoprotein cholesterol 

(LDLc) levels were calculated according to Friedewald’s formula. Oxidative damages 
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were estimated by measuring the lipid peroxidation level i.e. plasma levels of 

Thiobarbituric Acid Reactive substances (TBARS). 

All measurements, blood collection and functional exploration were assessed at 

rest and 48h after the last session of exercise training, to avoid any short term effects of 

exercise training.  

2-3- Endothelial function assessment 

Endothelial function was explored by assessing the forearm microvascular 

cutaneous vasoreactivity using Laser Doppler Flowmetry coupled with iontophoresis 

(Periflux System 5000, Perimed, Jarfalla Sweden). Endothelium-dependent vasodilation 

was evaluated by stimulation with 2% acetylcholine chloride (ACh) (Sigma Aldrich, 

Switzerland) and endothelium-independent vasodilation, after local skin heating (LSH)  

[13]. Briefly, cutaneous blood flow (CBF) was recorded at rest for 2min and during the 

functional exploration. Three doses of ACh were delivered using an anodal current 

(0,1mA for 10s) at 2-min intervals. Finally, the local skin temperature, initially 

maintained at 32°C, was increased to 44°C for 5min (LSH) [14]. Data were expressed as 

cutaneous vascular conductance (CVC), which represents the ratio between the CBF and 

MAP values, to take into account variations in blood pressure between subjects [15].  The 

endothelium-dependent response was calculated as the difference between the peak CVC 

upon ACh stimulation, (i.e. the CVC after the third dose of ACh) and the baseline CVC 

(Δ ACh CVC). The endothelium-independent response, was calculated as the difference 

between the peak CVC following LSH-induced vasodilation and the baseline CVC (Δ 

LSH CVC) [16].  

2-4- MPs preparation and flow cytometry analysis 
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2-4-1- MPs preparation  

Citrated blood samples were collected and processed within 2h. Platelet-rich 

plasma (PRP) was collected after centrifugation at 1,500g for 15min at room temperature 

(RT). Platelet-free plasma (PFP) was obtained by further centrifugation at 13,000g for 

2min at RT and the MP pellets after ultracentrifugation of the PFP at 20,000g for 90min 

at 4°C. MPs and PFP aliquots were stored at -80°C until analysis [17]. 

2-4-2- MPs quantification by Flow cytometry 

MPs samples were analyzed using Accuri C6 flow cytometer and software (Accuri 

Cytometers, Ann Arbor, MI) to define the MPs gate and to quantify the absolute numbers 

of MPs per µl of plasma. Regions corresponding to MPs were identified in forward and 

side-angle light scatter intensity dot plot representation set at logarithmic gain, based on 

their diameter using standard microbeads (0.1 and 1.1µm). 

2-4-3- MPs-containing miRNAs assessment 

Total RNAs including miRNAs were isolated from the MPs contained in 150μL 

of PFP using 700μL of Qiazol Lysis Reagent of the miRNeasy Micro Kit according to the 

manufacturer’s instructions (Qiagen, Courtabœuf, France). Then, γ.5µL of miRNeasy 

Plasma Spike-In Control (Ce_miR-39_1; 1.6 x 108 copies/μL working solution) (Qiagen, 

Courtabœuf, France) was added to the samples. cDNAs were synthesized from 75ng of 

total RNA in 20μL using 5X miScript Hiflex Buffer, 10x dNTP mix and miScript Reverse 

Transcriptase according to the manufacturer’s instructions Qiagen (Courtabœuf, France). 

Real-time quantitative RT-PCR analysis was performed using the Mx3005P Real-Time 

PCR System (Stratagene, La Jolla, CA, USA) as previously described [18]. Reactions 

were performed in a 12.5μL volume containing 6.25μL of 2X QuantiTect  SYBR Green 
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PCR Master Mix (Qiagen, Courtabœuf, France), 1.β5μL of 10X miScript Universal 

Primer (Qiagen, Courtabœuf, France), 1.β5μL of 10X miScript Primer Assay (Hs_miR-

21_2 miScript Primer Assay, Hs_miR-124a_1 miScript Primer Assay, Hs_miR-126*_1 

miScript Primer Assay, Hs_miR-146a_1 miScript Primer Assay, Hs_miR-150_1 

miScript Primer Assay, Hs_miR-155_2 miScript Primer Assay, Hs_miR-223_1 miScript 

Primer Assay, Hs_miR-302a_2 miScript Primer Assay, Hs_miR-320a_1 miScript Primer 

Assay, Ce_miR-γ9_1 miScript Primer Assay) (Qiagen, Courtabœuf, France) and β.5μL 

of RNase-free water. After an initial incubation for 15min at 95°C, amplification reaction 

was performed in 40 cycles comprising 3 steps (94°C, 15s; 55°C, 30s and 70°C, 30s). For 

each condition, the expression was quantified in duplicate and the Ce_miR-39_1 miScript 

Primer Assay (Qiagen, Courtabœuf, France) was used as endogenous control in the 

comparative cycle threshold (CT) method [19]. 

2-5- Exercise-training program 

Subjects performed a high intensity interval aerobic exercise training program 3 

times a week for 8 weeks. Heart rate monitoring was processed during sessions (Polar-

NV-Finland) and exercise intensity was adjusted on an individual basis to ensure women 

exercised at their target heart rate (THR) calculated with Karvonen’s formula [β0] and 

based on 70 to 80% of heart rate reserve which correspond to a high intensity  training 

zone [21]. Maximal heart rate was obtained with a multi-stage 20m shuttle run Luc Leger 

test before the program training [22]. Each training session consisted of a 15min warm-

up before performing 3 rounds of 10min intervals at THR with ergometer or treadmill 

and 5min active recovery, giving a total exercise time of 45min. Each session ended with 

20min of cool down relaxation.   

2-6- Statistical analysis 
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Data analysis was performed using SPSS 17.0 software package (SPSS Inc, 

Chicago, IL, USA). Results are expressed as means ± standard error (SEM). Data were 

checked for normality using the Shapiro-Wilk test and tested by paired t-test, for 

parametric data, and by Wilcoxon signed rank test, for nonparametric data. Statistical 

significance was set at a p-value of p<0.05.  

 

3- Results 

 A cohort of 6 young adult women of similar age, body mass index and fasting 

glucose was studied. An intervention of high interval training program was chosen, based 

on several studies which had proved its efficiency to stimulate changes in skeletal muscle 

metabolism, cardiovascular regulation and work performance [23]. In fact, after an 8 

week-training program, significant reduction of weight was obtained but no modification 

of lipidemic, glycemic parameters and oxidative stress were observed (Table 1).  
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Table 1 - Clinical parameters and biochemical measurements of subjects before and after 

training program 

 

Abbreviations: BMI. Body Mass Index; WHR. Waist-to-Hip Ratio; HDLc. High Density 

Lipoprotein cholesterol; LDLc. low Density Lipoprotein cholesterol; ApoA. 

ApolipoproteinA; ApoB. ApolipoproteinB; TBARS: ThioBarbituric Acid Reactive  

Substances. Data are expressed as mean ± SEM; * :p<0.05. 

 

However, a significant decrease of inflammatory marker, i.e. hsCRP was noticed, 

revealing a diminished systemic inflammation (Table 2). Moreover, the exploration of 

endothelial function by laser Doppler displayed no modification of vascular conductance 

Characteristics Before  After  p 

Age (years) 24.33 ± 1.47    

BMI (kg/m²) 22.14 ± 0.95 21.86 ± 0.95 * 0.04 

MAP (mmHg) 81.11 ± 1.64  81.66 ± 1.87  0.31 

Fasting glucose 

(mmol/l) 

5.04 ± 0.16 5.10 ± 0.13 0.49 

Total cholesterol 

(mmol/l) 

4.12 ± 0.29  4.16 ± 0.26 0.89 

Triglycerides (mmol/l) 0.68 ± 0.11 0.75 ± 0.13  0.83 

HDLc (mmol/l) 1.29 ± 0.13 1.16 ± 0.05 0.33 

LDLc (mmol/l) 2.52 ± 0.18  2.41 ± 0.36  0.91 

ApoA (g/l) 1.49 ± 0.07 1.45 ± 0.06 0.46 

ApoB (g/l) 0.72 ± 0.05 0.71 ± 0.05 0.68 

TBARS (µmol/l) 4.03 ± 2.27 3.47 ± 3.09 0.24 
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at baseline (Basal CVC) after the 8 week-training program, but the flow-mediated 

endothelial-dependent relaxation (Δ ACh CVC) was significantly increased from 0.18 to 

0.32 PU/mmg Hg (p<0.05) after the 8 week-training program while the endothelium-

independent vasodilatation remained unchanged (Table 2).  

Table 2 – Inflammatory parameter, endothelial function and MPs measurements for 

subjects before and after training program 

 

Abbreviations: hsCRP. high sensitive C-Reactive Protein; PU: Perfusion Unit; ACh: 

Acetylcholine; LSH : Local Skin Heat; CVC: cutaneous vascular conductance;  Δ ACh 

CVC : peak ACh CVC minus baseline; Δ LSH CVC: peak LSH CVC minus baseline;; 

MPs: microparticles. Data are expressed as mean ± SEM.*:p<0.05. 

The analysis of circulating MPs before and after 8 week-training program did not 

display any significant change of MPs plasmatic levels (Table 2). Furthermore, miRNAs 

in MPs were detected using quantitative reverse transcription PCR analysis. The analysis 

of a subset of 9 miRNAs revealed that, two miRNAs (miR-155 and miR-302a) were 

Characteristics Before After p 

Inflammatory marker 

hsCRP (mg/l) 0.55 ± 0.16 0.35 ± 0.10* 0.04 

Endothelial function parameters  

Basal CVC (PU/mmHg) 0.05 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.34 

Δ ACh CVC (PU/mmHg) 0.18 ± 0.05 0.32 ± 0.10* 0.04 

Δ LSH CVC (PU/mmHg) 0.60 ± 0.19 0.80 ± 0.11 0.17 

MPs measurement      

MPs (MPs/µl plasma) 4444.40 ± 439.55 5663.00 ±807.12 0.22 
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undetected in all samples, while miR-150, miR-320a, miR-146a, miR-124a, miR-21, 

miR-126 and miR-223 were present in circulating MPs. Moreover, after 8 week-training 

program, miR-150, miR-320a, miR-146a, miR-124a and miR-21 expression in MPs was 

significantly enhanced while miR-126 and miR-223 expression remained unchanged 

(Figure 1).  

 

Figure 1: MPs-containing miR expression before and after training exercise; Values are 

mean ± SEM; *:p<0.05. 

 

4- Discussion 

The present study focused on the effects of a 8 week-training program on vascular 

reactivity, MPs quantification and MP-miRNAs content in a group of healthy young 

sedentary women. Our principal finding demonstrated that aerobic-type exercise training 

1/ improved endothelial vasorelaxation and reduced systemic inflammation; but β/ didn’t 
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modify circulating MPs levels. In addition, this is the first study, we believe, to 

demonstrate substantial changes in miRNAs expression in MPs in healthy individuals 

following 8 week-training program.  

In this study we have shown that circulating MPs were retrieved at low 

concentrations in plasma samples of healthy sedentary women. These circulating MPs 

from healthy subjects were at basal levels and lower than the circulating level encountered 

in pathological situations such as hypertension [24], diabetes [25], obesity [26] or 

coronary arteries diseases [27]. The paracrine secretion of MPs has been proved to be key 

effectors in inflammation, angiogenesis and vascular disorders [9,28], and is generally 

thought to be the principal transport vehicles for miRNAs in circulation [29]. In fact, 

because of their membrane vesicles constitution, MPs can protect from RNases in the 

plasma or serum, are also resistant to repetitive freezing and thawing cycle [30], and 

might facilitate communication within different cells. Therefore, we investigated the 

presence and the abundance in MPs of 9 miRNAs potentially associated to vascular 

function and/or dysfunction and inflammation: endothelial-related miRNAs, such as miR-

126 and miR-21, miR-320a, monocyte/macrophage–related miRNAs, such as miR-155, 

miR-146a, miR-223, and miR-124a, and miR-150, platelet –related miR-223 [31] and 

miRNA-302a found in aorta [32].  

Firstly, the miRNAs are secreted from cells into the circulation or are taken up 

from circulation into cells, suggesting that minimal miRNA degradation occurs due to 

RNases present in body fluids [1]. This may be attributed to the protection of miRNAs 

from RNases by intracellular small vesicles such as exosomes, microvesicles, and 

apoptotic bodies [33,34]. This hypothesis can be confirmed by our data, since we were 

able to detect significant level of several miRNAs in circulating MPs from healthy 

subjects. Furthermore, it has been suggested that exercise transiently or adaptively 
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changes the level of c-miRNAs in humans [35–37], leading to post-transcriptional 

regulation of proteins associated with energy metabolism and angiogenesis in adipocytes, 

hepatocytes, and endothelial cells. Among the miRNAs analysed, miR-155 and miR-302a 

have been reported to be highly implicated in cardiovascular disease, such as miR-302 a 

modulator of cholesterol homeostasis and atherosclerosis [32] and miR-155 implicated in 

atherogenesis in vivo [38] and inflammation during cardiovascular diseases, the 

metabolic syndrome, ageing [39] and obesity [40]. In our study, these two miRNAs 

couldn’t be detected in circulating MPs of healthy women. It is conceivable to think that, 

these miRNAs would be under-expressed in non-pathological condition and therefore not 

present in MPs of healthy subjects. On the other hand, miR-21, miR-150, miR-320a, miR-

146a, miR-124a, miR-126 and miR-223 were detected in circulating MPs of healthy 

women. All these miRNAs have been implicated as negative regulators of inflammatory 

processes at the transcriptional level [41]. Among them miR-146a and miR-223 have been 

reported to be a negative regulator of the immune response through inhibition of the 

expression of the mRNAs encoding TRAF6 and IRAK1, two proteins involved in the 

transcription of TLR signaling leading to NF-kB activation [42], and anti-inflammatory 

effects were also observed for miR-124a by the inhibition of adhesion and infiltration of 

inflammatory cells into the endothelial space [43]. 

Exercise training is considered as an efficient way to increase resistance to 

cardiovascular diseases through mediating adaptive responses. In the present study, we 

reported that a 8 week-training program reduced systemic inflammation, through 

reduction of circulating CRP levels, in healthy young women which is in total accordance 

with previous results [44,45]. Aside, we also observed an increased blood flow, and likely 

increased shear stress as reported by Green et al. [46] resulting in an improved endothelial 

function through an enhanced endothelial-dependent vasodilation. Wang et al. [47] have 
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already observed enhanced skin blood flow and cutaneous vascular conductance of 

healthy sedentary subjects in response to a moderate-intensity exercise (8 weeks). 

Moreover, regular aerobic exercise could restore the loss in endothelial-dependent 

vasodilation in healthy middle-aged and older men [48]. Only few studies were interested 

on the effect of exercise on shear stress with consequently on circulating MPs and on 

miRNAs. We reported no significant changes in MPs circulating levels after 8 week-

training program in the healthy young women. While Babbit et al. [49] observed a 

reduction in endothelial-derived MPs (EMPs) circulating levels after a 6-month aerobic 

exercise training for sedentary middle-to-older-aged subjects, they did not quantified total 

MPs circulating level. Moreover, other studies reported an elevation of EMPs circulating 

levels associated with reduced daily physical activity and inactivation [50,51] but no 

correlations were found between EMPs levels and flow mediated dilation measurement 

[50].  

Furthermore, after 8-week training, the exploration of MPs-containing miRNAs 

showed that pro-inflammatory miR-302a and miR-155 were still not detected. But, a 

significant increase of miR-21, miR-146a, miR-124a, miR-150 and miR-223 abundance 

was observed after 8 week-training program while miR-126 and miR-223 remained 

unchanged. It is well known that aerobic exercise is a potent physiological stimulant by 

inducing laminar shear stress [52], Interestingly, studies reported that high unidirectional 

shear stress could enhance expression of a distinct group of miRNAs in endothelial cells, 

and among them miR-21 [53]. It is conceivable to speculate that enhanced expression of 

miRNAs in MPs could be a result of the 8 week-training program. Moreover, Weber et 

al. observed that HUVEC overexpressing miR-21, after shear stress stimulation, had 

decreased apoptosis and increased eNOS phosphorylation and nitric oxide production 

through a PI3K/Akt/eNOS pathway, which would suggest an implication of these 
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miRNAs in the beneficial effects of exercise on endothelial function [53]. However, 

studies investigating miRNA modulation by exercise, reported contradictory results [54]. 

In fact, Baggish et al. [35] observed enhanced plasmatic miR-21, mi-146a or miR-126 

expression, after 90 days exercise training for a group of trained men [55], whereas, 

Nielson et al. [56] identified seven miRNAs, among them miR-21, with decreased levels 

in plasma of young healthy men, in response to a 12 week chronic training. These 

discrepancy could be the result of population characteristics as it was suggested that 

plasmatic miRNA levels in response to exercise differ between trained and non-trained 

subjects [57]. Moreover, studies reported that exercise type, duration and intensity could 

largely influence circulating miRNAs expression and so could also partially explain these 

controversial results [37,58]. 

In total, exercise training can be considered as an efficient way prevent 

cardiovascular diseases through mediating adaptive reactions. Since chronic 

inflammation is clearly associated to cardiovascular disease, diabetes mellitus, 

adipogenesis and obesity [59,60], regulatory miRNAs could be involved in the control of 

vascular inflammation and vascular function. On the other hand, paracrine release of MPs, 

by transporting these miRNAs through the circulation, may highly contribute to these 

mechanisms. Besides, further research is warranted for the characterization of detailed 

mechanisms and the physiological and pathological changes in miRNAs implicated into 

this vascular adaptive response to physical exercise. Nevertheless, the field of miRNAs 

research is attractive and is expected to present more novel findings for the field of 

therapeutics. 
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Etude n°IV : effet de l’exercice physique sur une population 

de jeunes femmes obèses 
 

 

 

But de l’étude 
 

Après nous être intéressé aux effets de l’exercice physique sur une population 

saine, nous nous sommes proposés pour cette étude d’explorer les effets d’un programme 

d’exercice physique aérobie de 8 semaines, sur les principaux paramètres impliqués dans 

la fonction vasculaire (vasoréactivité, inflammation, stress oxydant) sur une population 

de sujets obèses, sur les MPs circulantes et notamment leur contenu en plusieurs miR 

impliqués dans ces différentes fonctions biologiques.   

 

Méthodologie  
 

Pour cette étude, 9 jeunes femmes obèses et sédentaires ont été recrutées pour 

effectuer un programme d’entraînement de type aérobie intermittent à haute intensité. Un 

groupe de 6 jeunes femmes sédentaires et appariées en âge, a été utilisé comme groupe 

contrôle non exercé. A l’inclusion, tous les sujets ont bénéficié d’un bilan sanguin 

incluant le dosage de la glycémie, de différents paramètres lipidiques et de marqueurs du 

stress oxydant et de l’inflammation. Une exploration fonctionnelle de la vasoréactivité 

vasculaire a été effectuée au niveau de la microcirculation cutanée par technique de laser 

doppler couplée à l’iontophorèse. L’analyse des MPs a été effectuée quantitativement par 

technique de cytométrie en flux puis les miRs ont été isolés à partir des MPs puis étudiés 

par RT-PCR. Le groupe de sujets obèses a, par la suite, suivi un programme d’exercice 

physique à raison de 3 séances/semaine pendant 8 semaines à une intensité de 80% 
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FCréserve. Les différents paramètres initialement mesurés avant le protocole 

d’entrainement ont ensuite été analysé, pour chaque sujet obèse, à la fin de ce programme 

d’entrainement.  

   

Résultats  
 

1. Caractérisation des groupes obèses et contrôle avant le protocole 

d’entraînement 

1.1.Paramètres anthropométriques et biologiques  

Avant le début du programme d’entraînement, le groupe « obèse » se caractérisait par 

une IMC et une PAM significativement plus élevées par rapport au groupe contrôle. Les 

différents paramètres lipidiques et glycémique n’étaient toutefois pas significativement 

différents entre les deux groupes (Tableau III).   

Tableau III : Caractéristiques du groupe obèse et contrôle  avant le programme 

d’entraînement  

Caractéristiques  Témoins (n=6) Obèses (n=9) 

Age (ans) 24.33 ± 1.47 21.88 ± 0.99 

IMC (kg/m²) 22.14 ± 0.95 33.33 ± 1.86 * 

PAM (mmHg) 81.11 ± 1.64  90.00 ± 1.92 * 

Glycémie (mmol/l) 5.04 ± 0.16 5.40 ± 0.11   

Cholestérol total (mmol/l) 4.12 ± 0.29  4.56 ± 0.31  

Triglycérides (mmol/l) 0.68 ± 0.11 1.13 ± 0.23  

HDLc (mmol/l) 1.30 ± 0.16 1.06 ± 0.08  

LDLc (mmol/l) 2.52 ± 0.18  3.16 ± 0.28  

ApoA (g/l) 1.49 ± 0.07 1.42 ± 0.04  

ApoB (g/l) 0.72 ± 0.05 0.76 ± 0.06 
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IMC : Indice de Masse Corporelle ; PAM : Pression Artérielle Moyenne ;HDLc : High 

Density Lipoprotein cholesterol ; LDLc : Low Density Lipoprotein cholesterol ; ApoA : 

Apolipoprtéine A ; ApoB : Apolipoprotéine B ; *p<0.05. 

 

1.2.  Paramètres du stress oxydant 

Le dosage de marqueurs renseignant sur la balance oxydative et les dommages 

oxydatifs, GSH, AOPP et TBARS, ne nous ont pas permis d’observer de variations 

significatives entre les deux groupes. De même, le taux de nitrites plasmatiques n’était 

pas significativement différent entre le groupe obèse et contrôle (Tableau IV). 

 

Tableau IV : Paramètres du stress oxydant pour le groupe obèse et contrôle avant le 

programme d’entrainement 

Caractéristiques  Témoins (n=6) Obèses (n=9) 

Nitrites (µmol/l) 0.07 ± 0.03 0.21 ± 0.06 

TBARS (µmol/l) 4.03 ± 2.27  7.27 ± 1.08 

AOPP (mmol/l) 8.81 ± 1.10 10.46 ± 1.62   

GSH (µmol/l) 5.83 ± 1.08 5.84 ± 1.05  
 

TBARS : Thiol Barbituric Acid Reactive Substances ; AOPP: Advanced Oxidation 

Protein Products; GSH: Glutathion réduit.  

 

1.3. Exploration de la fonction endothéliale 

Une exploration de la fonction endothéliale a été effectuée pour chaque sujet au 

moment de l’inclusion. D’après ces résultats, nous avons pu constater que la conductance 

vasculaire basale ne variait pas entre les deux groupes étudiés. De même, l’exploration 

de la relaxation endothélium –dépendante et –indépendante, ΔACh-CVC et  ΔLSH-CVC 

respectivement, ne nous a pas permis d’observer de variation significative entre les deux 

groupes (Tableau V). 
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Tableau V : Paramètres d’évaluation de la fonction endothéliale pour le groupe 

obèse et contrôle avant le programme d’entrainement 

Caractéristiques  Témoins (n=6) Obèses (n=9) 

CVC basale (PU/mmHg) 0.053 ± 0.008 0.038 ± 0.009 

Δ ACh-CVC (PU/mmHg) 0.18 ± 0.05 0.15 ± 0.06 

Δ LSH-CVC (PU/mmHg) 0.60 ± 0.19 0.72 ± 0.21 
 

CVC: Cutaneous Vascular Conductance; ACh : Acetylcholine ; LSH: Local Skin Heat 

 

1.4. Paramètres inflammatoires 

Les dosages des taux de CRPus, chémerine, IL-6, TNFα, adiponectine et leptine ont 

été effectués pour chaque groupe. Parmi ces marqueurs inflammatoires, nous avons pu 

observer que la CRPus, l’IL-6 et la leptine était significativement augmentés chez les 

sujets obèses par rapport aux sujets normo-pondérés (Figure 24). 
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Figure 24 : Paramètres inflammatoires pour le groupe obèse et contrôle avant le 

programme d’entrainement. *p<0.05 

 

1.5.  Etude des MPs 

Avant le programme d’entraînement, une mesure de la concentration plasmatique de 

MPs, par cytométrie en flux, nous a permis d’observer une concentration plus élevée de 

MPs circulants chez les sujets obèses par rapport au groupe contrôle (Figure 25). 
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Figure 25 : Taux de MPs circulantes pour le groupe obèse et contrôle avant le 

programme d’entrainement. *p<0.05 

 

Nous avons choisi de nous intéresser pour cette étude à plusieurs miRs qui seraient 

impliqués dans l’homéostasie vasculaire (miR-150, miR-320, miR-146a, miR-124a, miR-

21, miR-126, mi-R223, miR-302a et miR-155). A l’exception des miR-302a et miR-155, 

tous les autres miRs ont pu être détectés dans les MPs. Nous avons également pu observer 

que les miR-150, miR-320a et miR-124a étaient plus exprimés dans les MPs de sujets 

obèses par rapport aux sujets normo-pondérés (Figure 26). 
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Figure 26 : Expression des miRs contenus dans les MPs pour le groupe obèse et 

contrôle avant le programme d’entrainement.*p<0.05 
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2. Effet du programme d’exercice physique chez le groupe de sujets obèses  

2.1. Paramètres anthropométriques et biologiques 

Après 8 semaines d’exercice physique, nous avons pu observer que l’IMC avait 

significativement diminuée. Parmi les mesures des marqueurs lipidiques, seuls les ApoA 

ont été augmentés suite au programme d’entraînement (Tableau VI). 

 

Tableau VI : Paramètres anthropométriques et biologiques pour le groupe obèse  

avant et après le programme d’entrainement 

 

Caractéristiques Avant Après 

IMC (kg/m²) 33.33 ± 1.86  32.69 ± 1.71 * 

PAM (mmHg) 90.00 ± 1.92  90.74 ± 1.33  

Glycémie (mmol/l) 4.50 ± 0.11   4.82 ± 0.15   

Cholestérol total (mmol/l) 4.56 ± 0.31  4.22 ± 0.22  

Triglycérides (mmol/l) 1.13 ± 0.23  1.13 ± 0.08  

HDLc (mmol/l) 1.06 ± 0.08  1.06 ± 0.05  

LDLc (mmol/l) 3.16 ± 0.28  2.77 ± 0.21  

ApoA (g/l) 1.42 ± 0.04  1.47 ± 0.04 *  

ApoB (g/l) 0.76 ± 0.06 0.76 ± 0.06  
 

IMC : Indice de Masse Corporelle ; PAM : Pression Artérielle Moyenne ;HDLc : High 

Density Lipoprotein cholesterol ; LDLc : Low Density Lipoprotein cholesterol ; ApoA : 

Apolipoprtéine A ; ApoB : Apolipoprotéine B ; *p<0.05. 

 

 

2.2. Paramètres du stress oxydant 
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Après 8 semaines d’entrainement, les taux plasmatiques de TBARS ont diminuée tandis 

que les taux de AOPP, de GSH et de nitrites plasmatiques n’ont pas significativement 

varié (Tableau VII). 

Tableau VII : Paramètres du stress oxydant pour le groupe obèse avant et après le 

programme d’entrainement 

Caractéristiques  Avant Après 

Nitrites (µmol/l) 0.21 ± 0.06 0.21 ± 0.04 

TBARS (µmol/l) 7.27 ± 1.08 5.52 ± 1.22 * 

AOPP (mmol/l) 10.46 ± 1.62   8.97 ± 1.26 

GSH (µmol/l) 5.84 ± 1.05  5.55 ± 1.12 
 

TBARS : Thiol Barbituric Acid Reactive Substances ; AOPP: Advanced Oxidation 

Protein Products; GSH: Glutathion réduit. ; *p<0.05 

 

2.3.Exploration de la fonction endothéliale 

L’exploration fonctionnelle de l’endothélium par débitmétrie laser doppler ne nous a 

pas permis d’observer une amélioration significative de la fonction endothéliale après les 

8 semaines d’entrainement (Tableau VIII). 

Tableau VIII : Paramètres d’évaluation de la fonction endothéliale pour le groupe 

obèse avant et après le programme d’entrainement 

 

Caractéristiques  Avant Après 

CVC basale (PU/mmHg) 0.038 ± 0.01 0.054 ± 0.01 

Δ ACh-CVC (PU/mmHg) 0.15 ± 0.06 0.19 ± 0.06 

Δ LSH-CVC (PU/mmHg) 0.72 ± 0.21 0.79 ± 0.13 
 

CVC: Cutaneous Vascular Conductance; ACh: Acétylcholine; LSH: Local Skin Heat 
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2.4. Paramètres inflammatoires 

Après 8 semaines d’exercice, les différents marqueurs inflammatoires mesurés n’ont 

pas significativement varié au sein de la population de sujets obèses (Figure 27). 
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Figure 27 : Paramètres inflammatoires pour le groupe obèse avant et après le programme 

d’entrainement 

 

 

2.5. Etude des MPs 

2.5.1. Quantification des MPs circulantes 
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La concentration plasmatique n’a pas significativement variée chez les obèses après 

le programme d’exercice physique  (Figure β8). 
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Figure 28 : Taux de microparticules circulantes pour le groupe obèse avant et après le 

programme d’entrainement. *p<0.05   

 

2.5.2.  Etude des miR contenus dans les MPs 

Après 8 semaines d’entraînement, nous avons pu observer que les miR-150, miR-

146a, miR-21 et miR-223 présentaient un taux d’expression dans les MPs plus élevé par 

rapport à celui observé avant le début du protocole d’exercice (Figure 29). 
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Figure 29 : Expression des miRs contenus dans les MPs pour le groupe obèse avant et 

après le programme d’entrainement. *p<0.05. 
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Discussion 
 

Cette étude nous a permis dans un premier temps d’observer que notre population 

de sujets obèses était caractérisée par un taux significativement élevé de nombreux 

marqueurs inflammatoires (CRPus, leptine et IL-6) et présentait également une 

concentration de MPs circulantes significativement plus importante par rapport au groupe 

de sujets normo-pondérés. De plus, les miR-150, miR-320a et miR-124a contenus dans 

les MPs de ces sujets obèses étaient significativement plus exprimés par rapport à ceux 

du groupe normo-pondéré. Certains travaux ont pu rapporter que le miR-320a était 

surexprimé chez des sujets présentant des troubles cardiovasculaires (Chen et al., 2015). 

Ce miR a également été associé à une augmentation des marqueurs inflammatoires in vivo 

et à l’altération des fonctions endothéliales chez des souris ApoE-/- (Chen et al., 2015). 

Par ailleurs, miR-320a et miR-150 joueraient également un rôle dans la dysfonction 

vasculaire associé aux troubles métaboliques (Karolina et al., 2012). Une élévation des 

marqueurs inflammatoires est généralement rapportée chez les sujets obèses et indique la 

présence d’une inflammation chronique de bas bruit favorisant le développement d’une 

dysfonction endothéliale (Catalán et al., 2007; Ouchi et al., 2011). Cependant, nous 

n’avons pas observé de diminution de la réponse vasorelaxante- endothélium dépendante 

pour le groupe obèse. De nombreuses études ont rapporté une altération de la fonction 

endothéliale associée à l’obésité (Miâdi-Messaoud et al., 2009; Woo et al., 2004) (que 

nous avons également observé pour nos sujets obèses dans l’étude I et II). Pour cette 

étude, l’absence d’altération pourrait s’expliquer par le fait que la population recrutée 

pour le programme d’exercice physique est une population jeune et qui pourrait donc ne 

pas avoir encore de dysfonction endothéliale marquée. Montero et al. (2014), qui 

n’avaient également pas observé d’altération de la relaxation endothélium-dépendante 



170 

 

chez des enfants présentant une obésité morbide, avaient suggéré l’existence de périodes 

durant lesquelles la fonction endothéliale pourrait être préservée même en présence d’une 

obésité marquée.  

Après 8 semaines d’entraînement aérobie, nous avons pu observer une diminution 

significative du poids et une augmentation significative des ApoA. Toutefois, les autres 

marqueurs lipidiques et de glycémie n’ont pas été modifiés. De nombreuses études ont 

déjà pu décrire qu’un programme d’exercice physique, même sans restriction calorique, 

permettait une réduction du poids total et de la graisse abdominale (Ross et al., 2004).  

Une augmentation des concentrations plasmatiques des HDLc, accompagnée d’une 

diminution de celles des triglycérides, des LDLc et du cholestérol total est généralement 

observée suite à un exercice physique de type aérobie mais ces améliorations lipidiques 

dépendent fortement de la durée et de l’intensité du programme d’entraînement ce qui 

pourrait expliquer nos résultats (Kelley et al., 2004). Toutefois, l’absence d’amélioration 

des principaux marqueurs lipidiques pourrait également être attribuée aux variations 

biologiques journalières des taux de lipides plasmatiques (Pereira et al., 2004) et/ou à la 

variabilité présente lors des différentes périodes du cycle menstruel (Barnett et al., 2004).   

Nous avons également observé une diminution de la peroxydation lipidique suite 

à l’exercice physique. Bien que l’exercice aigu ait été rapporté comme générateur de 

ERO, l’exercice de type aérobie permet, quant à lui, de nombreuses adaptations 

physiologiques permettant  de renforcer le système antioxydant (Gomes et al., 2012). 

Beard et al. (1996) ont également pu rapporter qu’une réduction, même légère, du poids 

suite à un entrainement de type aérobie, pouvait être associée à une diminution du taux 

de peroxydation lipidique,  ce qui rejoint les résultats que nous avons pu observer dans 

notre étude.  
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Toutefois, l’exercice physique ne nous a pas permis d’observer de diminution des 

taux circulants des marqueurs inflammatoires mesurés pour notre population de sujets 

obèses. Plusieurs études avaient pu rapporter les effets de l’exercice sur la réduction des 

marqueurs inflammatoires circulants (Ford, 2002; Mattusch et al., 2000). Cependant, chez 

les sujets obèses sains, les travaux restent assez mitigés. Il a en effet été observé que, pour 

des programmes d’entrainement aérobie de 1β semaines, un exercice physique à intensité 

faible ou modéré ne modifiait pas les taux plasmatiques de IL-6, TNFα et CRP chez des 

jeunes filles obèses (Nassis et al., 2005) ou encore des femmes obèses (Polak et al., 2006) 

tandis que des programmes plus longs (7 mois) à forte intensité et fréquence, permettait 

une réduction des taux de CRP et de TNFα ainsi qu’une augmentation des taux 

d’adiponectine (Kondo et al., 2006). Il ressort de ces travaux que l’intensité, la fréquence 

et la durée de l’entrainement jouent un rôle important dans l’apparition ou non des effets 

bénéfiques de l’exercice sur l’inflammation associée à l’obésité. De ce fait, la durée du 

programme d’entrainement, ne s’étalant que sur 8 semaines, pourrait expliquer nos 

résultats.  

L’exercice physique a également été rapporté dans la littérature comme ayant des 

effets importants sur le système vasculaire tant chez les sujets sains (Clarkson et al., 1999) 

que chez les sujets obèses (Meyer et al., 2006; Watts et al., 2004). Malgré une tendance 

vers la baisse, nous n’avons pas pu observer une amélioration significative de la 

relaxation endothélium-dépendante chez nos sujets obèses. Il a déjà été rapporté que 

l’intensité, la fréquence, le type et la durée de l’exercice sont des facteurs déterminants 

dans l’apparition ou non des effets bénéfiques de l’exercice physique (Duclos et al., 

2010). Toutefois, nous avons pu observer pour le groupe de sujets normo-pondérés, 

suivant le même protocole d’entrainement, une amélioration significative de la réponse 

endothélium-dépendante (voir Etude III). De ce fait, pour une même programme 
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d’exercice physique, la population obèse présenterait des améliorations moindre au 

niveau de la fonction endothéliale par rapport à la population normo-pondérée, et que l’on 

pourrait donc attribuer aux caractéristiques intrinsèques de cette population ce qui 

engendrerait une réponse moins prononcée (Gielen et al., 2010). Un programme 

d’entrainement plus long aurait peut-être permis d’observer des résultats bénéfiques 

(comme ceux obtenus pour l’étude III). 

D’après quelques travaux, l’exercice physique peut modifier les concentrations 

plasmatiques de certaines MPs circulantes. Il a en effet été observé qu’un programme de 

6 mois d’exercice physique induisait une diminution de la concentration plasmatique de 

MPs d’origine endothéliale (Babbitt et al., 2013) tandis que l’inactivité physique 

favorisait une augmentation de ces MPs (Boyle et al., 2013; Navasiolava et al., 2010). La 

quantification des MPs circulantes au sein de notre population de sujets obèses ne nous a 

pas permis d’observer de différences de concentrations plasmatiques suite aux 8 semaines 

d’entrainement. Toutefois, en étudiant la composition de ces MPs en miRs, nous avons 

pu constater que les miR-150, miR-146a, miR-21 et miR-223 présentaient un taux 

d’expression plus élevé par rapport à celui observé avant le début du programme 

d’entrainement. Parmi ces miRs, les miR-146a et miR-223a ont été associés à la réponse 

anti-inflammatoire en  jouant un rôle dans la régulation négative de l’expression des 

ARNm de IRAK1 et TRAF6, deux protéines impliquées dans la voie de signalisation pro-

inflammatoire NF-kB (Taganov et al., 2006). De plus, selon Weber et al. (2010), miR-21 

serait stimulé au niveau des cellules endothéliales, suite à un shear stress, et contribuerait 

à stimuler l’activation de la eNOS et la production de NO par la voie PI3K/Akt/eNOS, ce 

qui suggèrerait son implication dans les effets bénéfiques de l’exercice physique sur la 

fonction endothéliale. Toutefois, les nombreuses études qui se sont intéressés aux effets 

de l’exercice sur les miRs circulants totaux, et non seulement contenus dans les MPs, ont 
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pu observer des résultats mitigés. Parizzas et al. (2015), par exemple, n’ont pas pu 

retrouver de modifications du taux de miR-150 circulants après une intervention de 16 

semaines chez des sujets diabétiques. Baggish et al. (2011) ont pu observer une élévation 

de l’expression des miR-21 et miR-146a circulants, après 90 jours d’exercice aérobie. Par 

contre, Nielsen et al. (2014) ont pu identifier de nombreux miR, dont miR-21, qui 

présentaient une diminution d’expression au niveau plasmatique, tandis que l’expression 

d’autres miR, tels que miR-146a, ne variaient pas suite à un programme d’exercice de 1β 

semaines. Toutefois, ces deux études ont été effectuées sur des populations de sujets sains 

athlétiques ce qui pourraient expliquer les différences observées avec nos résultats.  En 

effet, plusieurs paramètres entrent en jeu dans la modulation de l’expression des miRs en 

réponse à l’exercice physique, tels que la population étudiée mais également le type, la 

durée et l’intensité de l’exercice effectué (Xu et al., 2015). Dans ce sens, Baggish et al. 

(2011) ont pu observer que, pour une même population, certains miRs variaient en 

réponse à un exercice chronique et non pas à un exercice aigu. De façon intéressante, 

Neth et al. ont également pu mettre en évidence une variation dans le rôle des miRs en 

fonction de la nature du stimulus engendrant l’induction de leur expression (Neth et al., 

2013). En effet, ils ont pu observer que de forces de cisaillements élevées (high shear 

stress), comme celles observées au cours de la pratique d’un exercice physique, 

engendraient une surexpression de certains miRs, tels que miR-21, ayant un rôle 

athéroprotecteur. Toutefois, de faibles forces de cisaillements (low shear stress) dont on 

connait les effets pro-athérogènes (Cunningham et Gotlieb, 2004), engendraient une 

stimulation de ces même miRs, mais que ces derniers joueraient plutôt, sous ces 

conditions, un rôle pro-athérogène (Neth et al., 2013). Le rôle des miRs est donc à associer 

avec le type de stimulus les ayant engendrés.  
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En conclusion, nous avons pu observer que les MPs de sujets obèses sains se 

caractérisaient par une concentration plasmatique élevée et une expression en miRs 

différente par rapport aux sujets normo-pondérés. Par ailleurs, même si un programme de 

8 semaines d’exercice physique aérobie n’a  pas permis de faire varier la concentration 

plasmatique des MPs de ces sujets obèses, nous avons pu observer une augmentation de 

l’expression de nombreux miRs, qui pourraient jouer un rôle dans les différents 

mécanismes d’adaptation vasculaire à l’exercice physique chez ces sujets obèses.    
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- Discussion & conclusion - 
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 De nombreux mécanismes et voies de communication existent entre les 

différentes cellules du lit vasculaire permettant de maintenir l’homéostasie et l’intégrité 

vasculaire. L’endothélium en particulier, joue un rôle primordial de par sa localisation 

stratégique dans la paroi vasculaire, en contact direct avec les cellules mais aussi les 

éléments circulants du sang tels que les MPs. Dans ce contexte, plusieurs travaux ont 

considéré les MPs comme de bons « indicateurs » de l’état des vaisseaux et 

d’importants  « effecteurs » contribuant à la communication intercellulaire au niveau de 

l’endothélium vasculaire. Lors de cette thèse, nous nous sommes donc intéressés à ces 

MPs et aux rôles qu’elles pouvaient jouer 1/ dans un contexte physiologique sain β/ dans 

un contexte pathologique, l’obésité, considérée comme un important facteur de risque 

cardiovasculaire favorable à la survenue d’altérations au niveau de l’endothélium 

vasculaire 3/ suite à un exercice physique chronique, censé avoir des effets favorables au 

niveau vasculaire, en situation physiologique mais également pathologique (obésité). 

L’un des premiers résultats de notre étude a été de montrer que le taux de MPs 

circulantes était supérieur dans notre population de sujets obèses par rapport à des sujets 

normo-pondérés. Ceci avait déjà été rapporté dans la littérature chez des sujets obèses 

(Goichot et al., 2006) mais également chez des personnes présentant un diabète de type 2 

(Sabatier et al., 2002), un syndrome métabolique (Müller, 2012) ou encore de 

l’hypertension (Preston et al., 2003). D’une façon générale, l’augmentation des 

concentrations plasmatiques des MPs circulantes, ou plus spécifiquement des MPs 

d’origine endothéliale, serait le reflet d’un dérèglement au niveau de l’endothélium 

vasculaire. Boulanger et al. (2001) avaient démontré que les MPs « pathologiques », 

provenant de sujets avec un infarctus du myocarde, altéraient la fonction endothéliale 

tandis que les MPs « saines », provenant de sujets contrôles sans aucune complication 

cardiovasculaire, ne modifiaient pas la réponse vasorelaxante. Des résultats similaires ont 
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également été observés avec des MPs provenant de sujets présentant une dysfonction 

rénale (Amabile et al., 2005). Toutefois, d’après nos travaux, nous avons pu démontrer 

que les MPs circulantes des sujets obèses n’altéraient pas la réponse relaxante 

endothélium-dépendante d’anneaux d’aorte de rats ex vivo. De plus, l’étude de 

l’expression des NADPH oxydases et le taux de phosphorylation de la eNOS dans ces 

MPs, suggèrent qu’elles ne contribuent ni au stress oxydant ni à la dysfonction 

endothéliale observés pour cette population de sujets obèses. Il serait donc raisonnable de 

penser que les MPs ne sont pas forcément néfastes en conditions pathologiques. 

L’exemple des travaux de Mostefai et al. (2008) illustre bien cette idée. En effet, ils ont 

pu observer que des MPs provenant de patients présentant un choc septique, pouvaient 

avoir un rôle protecteur dans la fonction vasculaire grâce à un mécanisme stimulant la 

vasocontraction. Dans notre cas, les sujets obèses, qui présentaient certes une diminution 

de la réponse vasculaire endothélium-dépendante, avaient toutefois des taux de nitrites 

plasmatiques élevés. Selon Kleinbongard et al., ces nitrites plasmatiques proviennent en 

grande partie (près de 80-90%) du NO produit par la eNOS (Kleinbongard et al., 2003). 

De plus, il a été déjà observé que l’activité de la eNOS dans les cellules endothéliales 

était augmentée chez des sujets présentant un surpoids ou une obésité ce qui traduirait un 

mécanisme compensatoire en réponse au stress oxydatif observé chez ces sujets (Silver 

et al., 2007). Ceci rejoint les résultats que nous avons observés dans nos MPs suggérant 

ainsi d’une part, que les MPs ne contribuent pas à la dysfonction endothéliale de ces sujets 

obèses, et d’autre part, qu’elles seraient le reflet d’un mécanisme adaptatif au niveau 

vasculaire tendant à contrebalancer les effets de la dysfonction endothéliale.   

Certains points doivent cependant être pris en compte dans l’interprétation de nos 

résultats. En effet, vu le rôle primordial de la eNOS et de la NADPH oxydase dans la 

fonction endothéliale, nous avons choisi d’étudier l’expression de ces protéines dans les 
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MPs. Toutefois, il aurait également été intéressant d’étudier plus de composants au niveau 

de ces MPs ce qui aurait pu apporter des informations supplémentaires concernant le rôle 

des MPs au niveau vasculaire. En effet, outre la voie du NO, d’autres voies, telles que la 

voie des prostaglandines, peuvent intervenir dans la régulation du tonus vasculaire. Dans 

ce sens, certains travaux ont pu observer que des MPs d’origine plaquettaire pouvaient 

transférer le contenu en acide arachidonique aux cellules endothéliales induisant ainsi la 

production et l’expression de la cyclooxygénase par ces dernières. Ceci permettrait à 

partir de précurseurs, dont l’acide arachidonique transmis, de libérer la PGI2 et induire 

ainsi une vasodilatation (Barry et al., 1999). Cette hypothèse n’a toutefois pas été 

approfondie par d’autres études. Par ailleurs, il est également important de prendre en 

compte que, lors de la quantification des MPs par cytométrie en flux, nous n’avons pas 

utilisé le marquage à l’annexine V pour identifier les MPs dans nos échantillons 

plasmatiques. Il est vrai que de nombreux travaux utilisent ce critère pour identifier les 

MPs mais ceci limiterait la quantification des MPs seulement à celles qui externalisent la 

PS. Or, il a déjà été démontré que de nombreuses MPs étaient annexine V négative, soit 

parce que la PS interagissait avec une autre protéine bloquant son site de liaison et 

empêchant ainsi la liaison de l’annexine V (Dasgupta et al., 2006), soit parce qu’elles 

n’externalisaient pas la PS (Connor et al., 2010). De ce fait, les méthodologies 

d’identification des MPs diffèrent, ce qui pourrait partiellement expliquer certaines 

divergences de résultats dans la littérature. De plus, nos analyses ont porté sur la 

population totale de MPs circulantes. De nombreuses études suggèrent toutefois que les 

MPs d’origine endothéliale reflèteraient plus spécifiquement ce qui se passe au niveau de 

l’endothélium (Berezin et al., 2015; Chironi et al., 2008). Certains auteurs les ont même 

identifié comme un facteur indépendant de risque cardiométabolique, dans l’étude 

épidémiologique de Framingham portant sur plus de 800 sujets (Amabile et al., 2014). 
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Toutefois, et afin d’avoir un aperçu du milieu vasculaire dans sa globalité, il nous est paru 

plus intéressant d’étudier l’ensemble des MPs circulantes. En effet, les MPs, qu’elles 

soient d’origine endothéliale, plaquettaire, leucocytaire ou autre, jouent un rôle dans le 

milieu vasculaire, dans un contexte physiologique mais également physiopathologique 

(Hargett et Bauer, 2013). 

En plus de la composition en protéines eNOS et NADPH oxydase, nous avons 

étudié certains miRs contenus dans les MPs. Récemment, de très nombreux travaux se 

sont intéressés à ces petits segments nucléotidiques capables d’inhiber ou de réguler 

diverses voies de signalisation en agissant, en amont, sur l’expression protéique (Zhang, 

2010). Nos résultats nous ont permis d’observer une variation entre l’expression de 

certains miRs dans les MPs de sujets obèses et ceux de sujets normo-pondérés. Ceci n’est 

pas surprenant étant donné que de nombreux travaux ont suggéré une « signature » 

spécifique des miRs circulants caractérisant les sujets présentant des troubles 

cardiovasculaires (Fichtlscherer et al., 2010), un syndrome métabolique (Karolina et al., 

2012) ou encore une obésité (Ortega et al., 2013). 

Toutefois, il est important de signaler que la plupart des travaux cliniques se sont 

intéressés aux miRs plasmatiques, et jamais à ceux contenus au niveau des MPs. Ces 

miRs peuvent circuler librement dans le milieu extracellulaire ou encore inclus dans des 

microvésicules telles que les MPs. Il a cependant été observé que les MPs étaient leur 

principal vecteur de transport (Diehl et al., 2012). De plus, grâce à leur membrane 

cytoplasmique et leur mobilité, ces dernières permettraient ainsi aux miRs d’agir à 

distance sans être dégradé (Chen et al., 2010). De ce fait, en plus de leur action 

intracellulaire, ces miRs peuvent agir au niveau de cellules, autres que leur cellule 

d’origine. Notre étude, reposant uniquement sur l’étude des miRs contenus dans les MPs, 
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nous permet donc de nous intéresser uniquement aux miRs qui seraient plus à même 

d’être fonctionnels au niveau de leurs cellules-cibles.     

Plusieurs miRs ont été associés à de très nombreux mécanismes impliqués dans 

les troubles cardiovasculaires, non seulement en tant que biomarqueurs, mais également 

en tant qu’effecteurs (Tijsen et al., 2012; Zhang, 2010). Dans ce sens, Yamakuchi et al. 

(2012) ont pu observer qu’un excès de production de ROS et de cytokines inflammatoires, 

associés à l’obésité et prédisposant à la dysfonction endothéliale, stimulait la dérégulation 

de nombreux miRs pro- ou anti- inflammatoires au niveau vasculaire. Nous avons pu 

observer, lors de nos études, que les sujets obèses qui présentaient une inflammation 

chronique, par rapport aux sujets normo-pondérés, se caractérisaient également par une 

modification de l’expression de miRs ayant une activité inflammatoire ce qui rejoindrait 

les résultats des travaux de Yamakuchi et al. (Yamakuchi, 2012).      

Certaines études se basent sur des techniques dites de « screening » qui permettent 

d’étudier un important nombre de miRs et détecter ainsi les  miRs les plus sujets à 

variation suite à une modification physiologique (Nielsen et al., 2014). Toutefois, notre 

étude des miRs a été initiée à partir de données de la littérature ayant montré que certains 

miRs joueraient un rôle important dans différents mécanismes associés à l’inflammation 

et à la fonction endothéliale au niveau vasculaire (Schroen and Heymans, 2012), ce qui 

ne nous permet pas d’avoir une vue exhaustive de l’ensemble des variations de miRs en 

condition d’obésité ou suite à un exercice physique chronique.  

 Suite au programme d’exercice physique, nous avons pu observer une 

augmentation sélective de l’expression de certains miRs chez les sujets obèses et chez les 

sujets normo-pondérés. Toutefois, nous avons constaté une différence de modulation pour 

certains de ces miRs, comparé à d’autres études qui s’étaient également intéressées à 

l’effet de l’exercice physique sur l’expression des miRs circulants (Baggish et al., 2011; 
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Nielsen et al., 2014). Certains points doivent cependant être pris en compte dans 

l’interprétation de ces résultats. En effet, il est important de signaler quelques différences 

méthodologiques. Nous avons quantifie les miRs au sein des MPs alors que les autres 

auteurs mesuraient les miRs circulants, De plus, lors de la quantification des taux de miRs, 

nous avons utilisé le miR-39 pour la normalisation de nos mesures. Baggish et al. (2011) 

avaient également rajouté à leur échantillons un contrôle exogène (miR-442b) tandis que 

Nielsen et al. (2014)  avaient normalisé leurs mesures par rapport à des miRs présentant 

une expression plasmatique stable. Ces deux approches sont toutes deux utilisées dans la 

littérature mais il semblerait que ces différences méthodologiques contribuent aux 

divergences de résultats observées entre certaines études (Nielsen et al., 2014). 

Par ailleurs, il est bien établi que les effets bénéfiques d’un exercice physique 

chronique au niveau vasculaire sont étroitement dépendants de l’intensité, le type, la 

fréquence et la durée de cet exercice (Duclos et al., 2010). Nous avons fait le choix, pour 

nos travaux, d’effectuer un programme d’entrainement aérobie de type intermittent et à 

forte intensité. Ce type d’entrainement a déjà permis une amélioration de la fonction 

endothéliale chez des sujets présentant un syndrome métabolique (Tjønna et al., 2009). 

Toutefois, ces sujets avaient effectué un programme d’entrainement de 16 semaines. La 

durée de notre protocole d’exercice physique, ne s’étalant que sur 8 semaines, pourrait 

donc, en partie, expliquer l’absence d’amélioration de la fonction endothéliale chez nos 

sujets obèses. Enfin, il est probable que sur un effectif plus important de sujets, nos 

résultats statistiques soient différents de ceux que nous avions observés pour nos travaux. 

Un effectif plus important de sujets avait été initialement recruté pour ce protocole 

d’entrainement. Toutefois, pour plus de rigueur dans les résultats, nous avons fait le choix 

de ne garder que les sujets qui avaient effectué la presque totalité des séances, excluant 



182 

 

ainsi un important nombre de sujets et réduisant l’effectif final de notre population 

d’étude.  

Les MPs sont d’importants biomarqueurs et effecteurs intervenant dans de 

nombreux mécanismes au niveau vasculaire. Nos résultats auront contribué à expliquer 

les variations observées au niveau des MPs circulantes et leur implication au niveau 

endothélial, dans un contexte d’obésité, et suite à un exercice physique chronique. Ces 

données sont d’autant plus intéressantes qu’elles contribuent à fournir des informations 

supplémentaires sur les MPs dans un contexte physio(patho)logique in vivo. En effet, une 

meilleure compréhension de la genèse des MPs, leur composition, ou encore leur mode 

d’action in vivo s’avère primordiale afin de pouvoir envisager une utilisation en routine 

de ces MPs en clinique, en tant que biomarqueurs, mais également dans le domaine 

thérapeutique. De nombreuses pistes sont en cours d’étude dans ce domaine. A titre 

d’exemple, les MPs pourraient être utilisé en tant que vecteurs de transport de 

médicaments in vivo. Les MPs présenteraient l’avantage, par rapport à des structures 

synthétiques (polymère, structure de carbone…), d’être biocompatibles et de délivrer, non 

pas un agent pharmacologique, mais une information biologique permettant une réponse 

physiologique de la cellule cible (Fleury et al., 2014). Des stimuli précis pourraient ainsi 

engendrer des MPs avec un contenu spécifique qui serait délivré spécifiquement à un type 

cellulaire précis, grâce à la présence de molécules spécifiques à la surface membranaire. 

Un autre volet intéressant pour l’utilisation des MPs seraient dans la médecine 

régénérative. En effet, il a été récemment observé que les MPs étaient impliquées dans la 

restauration de certaines altérations au niveau tissulaire, et pourraient même expliquer les 

effets paracrines observés dans les approches thérapeutiques basées sur les cellules 

souches (De Jong et al., 2014).  En effet, Hu et al. (2012) ont pu observer que des MPs 
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provenant de cellules souches sembleraient reprogrammer certaines fonctions altérées de 

leurs cellules-cibles, notamment grâce à leur contenu en miRs. 

Au final, la connaissance de la composition des MPs circulantes et leurs réels 

effets biologiques in vivo restent certes encore insuffisants, mais les nombreux travaux en 

cours, qui tendent à une meilleure compréhension de ces mécanismes, permettront dans 

un avenir proche l’utilisation en routine des MPs en clinique voire en thérapeutique. Pour 

notre part, notre travail aura permis d’apporter certaines indications sur les MPs 

circulantes dans un contexte d’obésité prédisposant aux maladies cardiovasculaires, et 

suite à un exercice physique chronique tendant à contrebalancer les effets de l’obésité. 
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