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Résumeé

La suralimentation postnatale (SAPN) chez les rongeurs induit des modifications cardio-métaboliques a
I'dge adulte. Notre objectif a été de déterminer si une restriction calorique (RC) modérée pouvait restaurer
ces altérations cardio-métaboliques et améliorer la récupération post-ischémique dans un modéle de cceur

perfusé in vitro.

Apreés la naissance, des souriceaux C57BL/6 ont été répartis au nombre de 9 par portée pour les groupes
témoins (Normoalimentées: NA), ou au 3 par portée pour induire la SAPN. Aprés le sevrage, les souris
ont eu un acces libre a une nourriture standard et a I’eau. A 6 mois, la moitié des souris des deux groupes a
été soumise a une RC de 20% (NARC, SARC) pendant un mois, tandis que 1’autre moitié a continué a se
nourrir ad libitum (NAAL, SAAL). Des paramétres métaboliques et de la fonction cardiaque ont été
évalués avant et apres RC. A 7 mois, nous avons évalué au niveau du myocarde la sensibilité aux lésions

d'ischémie-reperfusion et le niveau stress oxydant cardiaque.

Les souris SAPN adultes présentent un surpoids, une accumulation de graisses, une hyperleptinemie, une
intolérance au glucose, une résistance a I’insuline, ainsi qu’une diminution de la fraction d'éjection
ventriculaire gauche (FEVG). Aprés un mois de RC, le poids corporel de SARC est revenu a la normale
bien que ni la masse grasse ni la leptinémie n’aient diminué. Nous avons noté une amélioration du
métabolisme au glucose et de la FEVG chez les souris SARC. Sur cceur isolé perfusé aprés 30 min
d'ischémie globale, la taille de I'infarctus des souris SARC est la plus faible. La RC est associé a une
amélioration de la fonction de la chaine respiratoire mitochondriale chez les souris SARC et a une
diminution de la production des radicaux libres. Cependant, les effets bénéfiques de la RC n’ont pas été

retrouvés pour la plupart des parametres mesurés chez les souris NARC.

Notre étude a confirmé le réle de la programmation de SAPN sur la fonction cardio-métabolique. Une RC
modérée, a court terme, permet de diminuer le poids corporel, mais aussi d’améliorer le métabolisme du
glucose, d’améliorer la fonction cardiaque et de diminuer la susceptibilité aux Iésions d'ischémie-

reperfusion chez les souris SAPN.

Mots clés: Suralimentation postnatale, restriction calorique, cardioprotection, mitochondrie, stress

oxydant



Abstract

Postnatal overfeeding (PNOF) in rodents induces early programming of cardio-metabolic risk. Our aim
was to determine if a moderate diet restriction could restore cardio-metabolic alterations induced by
PNOF.

Immediately after birth, litters of C57BL/6 mice were either maintained at 9 (normal litter, NL), or
reduced to 3 (small litter, SL) to induce PNOF. At weaning, all mice received a standard diet ad libitum
(AL). At 6 month of age, half of the NL and SL mice were assigned to a moderate 20% calorie restriction
(CR: NLCR, SLCR) for one month, while the other mice continued to eat AL (AL: NLAL, SLAL).
Glucose and insulin tolerance tests, cardiac function (echocardiography), body composition (Echo-MRI),
cardiac sensitivity to ischemia-reperfusion injury, mitochondrial function, reactive oxygen species (ROS)
generation (EPR spectroscopy) and insulin signaling were assessed before and/or after one month of CR.

Adult SL mice presented overweight, fat accumulation, hyperleptinemia, glucose intolerance, insulin
resistance and decreased left ventricular ejection fraction (LVEF). After one month of moderate CR, body
weight of SLCR was normalized to this of NLAL however their fat mass and leptinemia were not
decreased. Glucose metabolism was improved and LVEF was increased In SLCR. After 30 min of global
ischemia, hearts isolated from SLCR mice showed better recovery and smaller infarct size than this of
others groups. CR increased the cardiac mitochondrial respiratory rate in SLCR mice whereas cardiac
ROS production was significantly decreased in SLCR mice. Insulin signaling in heart was affected neither
by PNOF nor by CR. Intriguingly, no difference was observed in NLCR mice for most of the parameters

investigated.

Our results confirmed the programming of early overfeeding on metabolic and cardiac function. A short-
term moderate CR in not only normalized body weight in SL mice but also ameliorate the metabolic

programming and reverse the cardiac dysfunction induced by PNOF.

Keywords: postnatal programming, calorie restriction, cardioprotection, mitochondria, oxidative stress
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Liste des abréviations

11B-HSD-1 : 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1
ACC: Acétyl-CoA carboxylase

AGRP : Protéine agouti

ANT : Transporteur des nucléotides adényliques

ATP : Adénosine Triphosphate

BER: Base excision repair

CART: Cacaine- and amphetamine-regulated transcript
Cl : NADH déshydrogénase

Clll : Ubiquinone-cytochrome c réductase

CIV : Cytochrome c oxydase ()

CMH : 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine
CoA : Acyl-coenzyme A

Complexes Il : Succinate déshydrogénase

CPT: Carnitine palmitoyltransférase

CRM : Chaine respiratoire mitochondriale

DC : débit coronaire

DOX : Doxorubicine

eNOS : enthothelial NOS

ERO : Especes réactives de |I'oxygéne

FAD : Flavine adénine dinucléotide

FAS: Fatty acid synthase

FATP : Fatty Acid Transporters Protein

FC : fréquence cardiaque

FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche

FR : fraction de raccourcissement

GC: Glucocorticoides

GH: growth hormone

GLP1 : Glucagon-like peptide-1

GLUT : Glucose Transporter



GPX: Glutathion peroxydase

GR : Glutathion réductase

GSH : Glutathion

GSSG : Glutathion oxydé

GTT : Tests tolérance au glucose

HDL: High density lipoprotein

HNE : 4-hydroxy-2,3-nonénal

HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance
HPA: Hypothalamic—pituitary—adrenal

HTA : Hypertension artérielle

HVG : Hypertrophie ventriculaire gauche

IDF: International Diabetes Federation

IDM : Infarctus du myocarde

IGF-1 : Insulin-like growth factor

IL-1B, 6,8,10 : Interleukine 1B, 6,8,10

IMC : Indice de masse corporelle

IRS-1 : Substrat du récepteur a l'insuline 1

IRB : Récepteur B de I'insuline

ITT : Tests tolérance a l'insuline

JAK2: Janus kinase 2

LDH : Lactate déshydrogénase

LDL: Low density lipoprotein

LPS : Lipopolysaccharide

MC2R, MC4R : Mélanocortines de type 2, de type 4
MMP-2 : Matrice métalloprotéinase de type-2
Mn-SOD : Superoxyde dismutase de dépendante du manganése
MPO : Myeloperoxydases

NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide

NHANES III: Third National Health And Nutrition Examination Survey
NOS : Nitric Oxide Synthase

NPY : Neuropeptide Y

NTS : Noyau du tractus solitaire



OB-R : Récepteur de la leptine

PAI-1 :Plasminogen Activator Inhibitor 1

PCl : Pré-conditionnement ischémique

PCSK1: Pro-hormone convertase-1

PDVG : Pression développée par le ventricule gauche
PI3K: Phosphatidylinositol-3 kinase

PIP3: Phosphatidylinositol triphosphate

pol B : ADN polymérase B

POMC : Pro-opiomélanocotine

PPARy Récepteurs activés par les proliférateurs de peroxisomes y
Prx3: Peroxyredoxine 3

PVN : Noyau paraventriculaire

RC : Restriction calorique

RCIU : Retard de croissance intra-utérin

RC-JI : protocole de RC associée a un jeline intermittent
RPE : Résonance Paramagnétique Electronique

SAPN : Suralimentation postanatale

SIM1 : Single-minded homolog 1

SOCS3 : Suppresseur de la signalisation de cytokine
SOD : Superoxydes dismutases

STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3
TGFB 1 : Transforming growth factor B 1

TNFR-1 : Récepteur 1 du Facteur de nécrose tumorale
TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha

TTC: 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride

UCP : Uncoupling protein

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

VMH : Noyau hypothalamique ventro-médian

oMSH : Mélanocortine

B3AR : Récepteurs B3 a I'adrénaline

ApH : Gradient de protons ou gradient de pH

AWm : Potentiel membranaire mitochondrial



I. INTRODUCTION GENERALE



A. Surpoids, obésité et syndrome métabolique

1. Surpoids et obésité

a) Définition

Le surpoids et l'obésité se définissent comme une accumulation anormale ou excessive de
graisse corporelle qui peut s’accompagner d’effets néfastes sur la santé. Actuellement I'indice le plus
couramment utilisé chez 'Homme, pour évaluer la masse grasse est l'indice de masse corporelle (IMC)
ou BMI (Body Mass Index). Il est basé sur le rapport poids/taille’ (kg/m?). Cet indice a la particularité
d’étre constant entre les individus de méme sexe, de méme corpulence et de méme age. L'interprétation
de I'IMC se fait de la maniére suivante :

= |MC< 16,5 : dénutrition ou famine

= 16,5<IMC< 18,5 : maigreur

= 18,5<IMC< 25 : corpulence normale
= 25<IMC< 30 :surpoids

=  30<IMC< 35 : obésité modérée

= 35<IMC <40 : obésité sévere

= IMC > 40 : obésité morbide

Il existe également d’autres méthodes classiquement utilisées en clinique, comme la mesure du
pli cutané et celle des rapports entre les circonférences taille/hanche et taille/cuisse. Cependant,
contrairement a I'adulte, ces rapports ne s’appliquent pas de maniére systématique a I'enfant. En effet,
chez celui-ci, la répartition de la masse grasse se fait de maniére dite androide (au niveau du tronc et de
I'abdomen) ; et par conséquent seule la mesure de la circonférence de la taille est utilisée chez I'enfant
afin d’évaluer le surpoids éventuel. Enfin, les courbes taille/dge et poids/age, disponibles dans les
carnets de santé, permettent un suivi des I'enfance de la prise de masse grasse. Ces courbes sont basées

sur une étude internationale de la croissance, coordonnée par le Centre International de I'Enfance.
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b) Prévalence dans le monde et en France

L'obésité concerne aujourd’hui la quasi-totalité de la planéte, y compris de nombreux pays
émergents. D’aprés les estimations mondiales récentes de I'organisation mondiale de la Santé (World
Health Organization, WHA) en 2014, plus de 1,9 milliards d’adultes (personnes de 18 ans et plus) étaient
en surpoids. Sur ce total, plus de 600 millions étaient obéses. Globalement, environ 13% de la population
adulte mondiale (11% des hommes et 15% des femmes) étaient obeses en 2014. 39% des adultes (38%
des hommes et 40% des femmes) étaient en surpoids. La prévalence de I'obésité a plus que doublé au
niveau mondial entre 1980 et 2014.

Selon la derniere enquéte Obépi publiée en 2012 plus de 21 millions de Frangais sont en surpoids
ou obéses. 32,3% des Frangais adultes de 18 ans et plus sont en surpoids (25 < IMC <30 kg/m?) et 15%
présentent une obésité (IMC > 30 kg/m?) (Figure 1). Depuis le début de ces enquétes réalisées tous les 3

ans depuis 1997, la hausse se poursuit mais subit une décélération par rapport aux années précédentes.
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Figure 1. Prévalence de I'obésité par région et son évolution depuis 1997
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c) Physiopathologies de I'obésité

L'obésité peut étre considérée, dans une premiére approximation, comme une maladie du tissu
adipeux. Dans l'organisme, on distingue deux catégories différentes de tissu adipeux : le tissu adipeux
brun et le tissu adipeux blanc. Le tissu adipeux brun est présent chez tous les mammiféres, mais il est
peu présent dans l'espece humaine, sauf chez le nouveau-né ou il assure un role essentiel dans la
thermogeneése grace a sa forte capacité d’oxydation des substrats. Le tissu adipeux blanc a pour role
principal d’assurer le stockage sous forme de lipides et la mobilisation de I'énergie.

Ces tissus adipeux sont composés pour un tiers de cellules adipocytaires, qui sont des cellules de
30 a 100 um de diametre, composées pour |'essentiel d’une vacuole lipidique plus ou moins importante
repoussant le noyau en périphérie de la cellule. La vacuole lipidique contient 99% de triglycérides, 0,6%
de composés insaponifiables, 0,4% de cholestérol et 0,2% de phospholipides. Dans les deux tiers restants
du tissu adipeux, on retrouve des cellules souches, des fibroblastes et du tissu fibreux, des lymphocytes
et d’autres cellules du systeme immunitaire, des cellules vasculaires, des terminaisons nerveuses.

Le role du tissu adipeux ne se limite donc pas uniquement au stockage des graisses : il recoit un
certain nombre d’informations, en particulier en provenance du cerveau et du tube digestif mais il est
aussi capable de produire de nombreuses substances de communication intercellulaires, les adipokines,
qui transmettent les informations qu’il adresse au systéme nerveux central, au foie, aux muscles, au
coeur, aux vaisseaux, a I'intestin... Parmi ces adipokines, les plus connues sont : la leptine, 'adiponectine,
I'apeline, la résistine, la visfatine, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), PAI-1 (Plasminogen
Activator Inhibitor 1), mais également certaines cytokines : le TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8 et IL-10 (Otero et al.
2005). La capacité du tissu adipeux a produire des cytokines fait de I'adipocyte un candidat de choix dans
I'instauration d’un état inflammatoire chronique de bas niveau, observé chez les sujets en surcharge
pondérale. Deux de ces adipokines, la leptine (Rajapurohitam et al. 2003) et I'adiponectine (Shibata et al.
2004, Ohashi et al. 2006) seraient particulierement impliquées dans les dysfonctions cardiovasculaires
associées au surpoids et a I'obésité.

Les mécanismes qui conduisent a I'obésité peuvent en partie trouver leur origine dans un
déréglement de certaines régulations de systéme nerveux central, et en particulier dans I’hypothalamus,
qui peut ne plus étre en mesure de freiner la prise alimentaire et d’ajuster la dépense énergétique face a
un exces d’apports alimentaires et de stocks de masse grasse (Spiegelman et al. 2001). Par ailleurs, au
niveau du systeme digestif, certaines hormones digestives (incrétines comme la ghréline, le glucagon, le

GLP1, etc...) et la composition du microbiote intestinal jouent un role désormais établi dans les
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mécanismes conduisant a la prise de poids. Concernant ce dernier point, des travaux ont permis de
mettre en évidence que la qualité de la flore intestinale peut étre associée a une susceptibilité plus ou

moins importante a développer des maladies métaboliques liées a I'obésité (Tilg et al. 2011).

d) Causes du surpoids et de I'obésité

Les origines de I'obésité sont multiples et l'identification des facteurs impliqués dans son

développement et son installation est loin d’étre connue avec précision.

(1) Facteurs génétiques

Les avancées scientifiques ont permis de mieux comprendre la part imputable a la génétique
dans l'augmentation de la masse adipeuse. Il est connu depuis longtemps, grace a des études
épidémiologiques, que la prévalence de I'obésité est environ 4 fois plus élevée au sein de familles
d’individus obéses que dans I'ensemble de la population, ce qui met plus ou moins en évidence une part
d’ordre génétique dans le développement du tissu adipeux (Bouchard 1996).

On estime a environ 300 le nombre de génes et/ou loci impliqués dans le développement de
I'obésité; cependant, trés peu d’entre eux ont montré une implication causale réelle dans la mise en
place de cette pathologie. Il existe des formes rares, dites monogéniques, pour lesquelles I'obésité est le
résultat d’'une mutation au sein d’un gene donné. A ce jour, seulement 36 cas impliquant des mutations
au sein de 6 genes différents ont été recensés : génes de la pro-hormone convertase-1 (PCSK1, 1 cas), de
la leptine (6 cas), du récepteur de la leptine (3 cas), de la pro-opiomélanocotine (POMC, 2 cas), du
récepteur aux mélanocortines de type 4 (MC4R, 73 cas) et du gene SIM1 (single-minded homolog 1). Il
faut noter que ces formes monogéniques ne font intervenir pratiquement aucune interaction avec
I’environnement, contrairement aux cas les plus généraux correspondant a une obésité multifactorielle

polygénique faisant intervenir des genes a variants fréquents et a effets modestes.

(2) Facteurs endocriniens

Un déreglement hormonal peut étre a l'origine du développement d’un surpoids suivi d’une
obésité. Un gain de poids peut étre observé lors d’une hypothyroidie, principalement chez la femme.
L’hypercorticisme (syndrome de Cushing) est également associé a une apparition d’un surpoids et d’une

obésité chronique au méme titre que I’hyperinsulinémie associée a une insulinorésistance. Il existe
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également une corrélation inverse entre la GH (growth hormone) et I'IMC mais la prise de masse

corporelle n’est pas liée a un gain d’adiposité.

(3) Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux jouent un rdle prépondérant dans lI'augmentation de la
prévalence du surpoids. Celui-ci peut résulter d’'une augmentation du comportement sédentaire lié a
une diminution de l'activité physique, mais aussi dans les pays industrialisés, a une plus grande
accessibilité et a une abondance alimentaire. En outre, le stress, la qualité du sommeil, certains
médicaments, certains virus, la composition de la flore intestinale, I'exposition a des polluants sont
vraisemblablement autant de facteurs a incriminer. Des expositions et des événements précoces de la
vie ont manifestement leur importance, y compris ceux qui surviennent avant la naissance, et méme
avant la gestation (facteur génétiques). L'influence de I'alimentation maternelle sur la survenue de
I'obésité chez des enfants mais aussi plus tard dans la vie est étudié a la fois chez 'Homme (Oken et al.
2007, Gillman et al. 2008) et sur des modéles expérimentaux (Armitage et al. 2004, Vickers et al. 2007,
Howie et al. 2009)

Accéder a une meilleure compréhension des causes et des mécanismes biologiques conduisant a
I’obésité est aujourd’hui un des grands enjeux de la Recherche. Comme toutes les maladies chroniques,
I'obésité devient en effet pratiquement irréversible lorsqu’elle est installée: prévenir son développement

est donc primordial si I'on veut enrayer son caractere endémique.

2. Le syndrome métabolique

L'obésité s’accompagne de troubles de la santé qui constituent des facteurs de risque de
maladies cardiovasculaires : diabéte de type 2 (dans 80 % des cas, la maladie est associée a une obésité),
hypertension artérielle, dyslipidémies, syndrome d’apnée du sommeil. Elle favorise la survenue de
maladies respiratoires ainsi que de pathologies articulaires telles que I'arthrose. L'obésité est en outre

associée a un risque accru de certains cancers, en particulier du cancer de I'endometre.

a) Définition du syndrome métabolique

Qu’ils soient dus a des facteurs d’ordre génétique ou environnemental, le surpoids et I'obésité
sont tres souvent associés, comme nous |’avons déja précisé, a des anomalies métaboliques telles que la

dyslipidémie et I'insulinorésistance.
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Le syndrome métabolique, proposé par Reaven en 1988, correspond a une relation entre le

périmetre abdominal, I'intolérance au glucose, I'insulinorésistance, I'hypertriglycéridémie et I’élévation

de la pression artérielle (Reaven 1988).

La définition du syndrome métabolique la plus couramment utilisée en Europe reste celle de

I'IDF (International Diabetes Federation) datant de 2004 : le syndrome métabolique est défini par la

présence d’au moins trois de ces cing facteurs, avec le tour de taille comme facteur principal :

Obésité abdominale (facteur principal) : tour de taille > 94 cm pour les hommes et 80 cm

pour les femmes en Europe. Toutefois pour la population américaine, les valeurs sont

plus élevées : > 102 cm pour les hommes et 88 cm pour les femmes.

Glycémie a jeun > 5,5 mmol/l (1 g/)
Triglycéridémie > 1,50 g/I

HDL cholestérol < 0,4 g/l pour ’'homme et 0,5 g/l pour la femme

Pression artérielle systolique > 130 mmHg et pression artérielle diastolique > 85 mmHg

Tableau 1 : Critéres et seuils de diagnostic du syndrome métabolique (selon ’'OMS et le NCEP ATP lIl)

Facteurs de
risque

Hypertension

Dyslipidémie

Obésité viscérale ou
centrale

Autres

oMs (1999)

Anomalies de la régulation du glucose (glycémie

& jeun, intolérance au glucose ou diabéte)
et/ou

Insulinorésistance associée a au moins
deux des facteurs de risgue suivants

= 140/90 mmHg
ou
Traitement antihypertenseur

6= 1,5g/1
et/ou
HDL-C << 0,35 g/1 (H), < 0,39 g/1 (F)

Rapport tour de taille/tour de hanche = 0,9 (H),

= 0,85 (F)
et/ou
IMC = 30 kg/m2

Vitesse excrétion albumine urinaire = 20 pg/min

ou
Rapport albumine/créatinine = 30 mg/g

NCEP ATP 11l (2001)

Adultes Adolescents

Au moins 3 des facteurs de
risque suivants

= 130/85 mmHg = 90 percentile
ou (Age, sexe et taille)
Traitement antihypertenseur

6=15g/! 6=1,1g/l

HDL-C < 0,4 g/1 (H), HDL-C< 0,4 g/l (HetF)

<0,5g/1 (P

Tour de taille = 102 cm (H), = 90 percentile

= 88cm (F) (Age et sexe)

Glycémie a jeun = 1,1 g/| Glycémie @ jeun
=1,1g/l
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b) Prévalence du syndrome métabolique

L'importante prévalence du syndrome métabolique est un phénomeéne mondial : en effet, il ne
touche plus uniguement les pays développés, mais concerne également les pays en voie de
développement. L'étude NHANES IIl (Third National Health And Nutrition Examination Survey) a révélé
qgue 20 a 30% des adultes vivant sur le territoire américain présentaient un syndrome métabolique. Bien
que les chiffres concernant la France restent plus bas que ceux obtenus aux Etats-Unis, ils ne sont
néanmoins pas négligeables comme le souligne I'’étude DESIR montrant qu’environ 11,7% des hommes
et 7,5% des femmes sont atteints de syndrome métabolique.

En 2006, Reaven explique que I’association entre obésité abdominale et insulinorésistance serait
responsable de la mise en place d’un syndrome métabolique et favoriserait I'apparition des autres
facteurs (Carr et al. 2004, Reaven 2006). Cette explication repose sur plusieurs études mettant en
lumiere une corrélation positive entre le taux d’insuline, la pression artérielle et les autres parametres
métaboliques (Modan et al. 1985, Carantoni et al. 1998). Bien qu’une part indiscutable revienne a la
génétique dans la mise en place de ce syndrome, elle reste toutefois mineure face a celle impliquant le

style de vie, la sédentarité et I'alimentation.

c) Tissus adipeux

Comme nous I'avons évoqué précédemment, le tissu adipeux est un organe endocrinien capable
de produire de nombreuses adipokines et certaines cytokines. L’accumulation de tissu adipeux au niveau
viscéral s’"accompagne d’une augmentation de la sécrétion de leptine, de resistine, de TNFa, d’IL6...,
facteurs associés avec la résistance a l'insuline et le processus inflammatoire. Toutefois, en paralléle,
cette adiposité centrale est reliée a une diminution des taux circulants d’adiponectine, une adipokine aux

propriétés cardioprotectrices.
(1) Hyper-leptinémie

La leptine est une adipokine dont la fonction est de réduire I'appétit, d’augmenter la dépense
énergétique et I'activité sympathique, de faciliter I'utilisation du glucose et d’améliorer la sensibilité a
I'insuline (Dong et al. 2014). Elle est secrétée quasi exclusivement par I'adipocyte proportionnellement a
la masse du tissu adipeux. Chez les rongeurs, le récepteur a la leptine (OB-R) présente six isoformes,
d’OB-Ra a OB-Rf, qui sont liées au récepteur aux cytokine de classe I. La forme longue de ce récepteur

(OB-Rb) est trouvée en grande quantité dans I’hypothalamus et induit le signal de transduction (Bouret
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et al. 2004). Le r6le physiologique principal de la leptine au niveau de I'hypothalamus est de réguler la
satiété et la dépense énergétique. En plus de ses effets au niveau central, le récepteur a la leptine est
présent au niveau d’organes périphériques, tels que le cceur, le foie, le rein et le pancréas (Ghantous et
al. 2015). Le myocarde est un des organes périphériques cibles de la leptine, le récepteur OB-Rb y est
présent, et des études ont démontré un lien entre la leptine et le remodelage myocardique (Yang et al.
2007). Il y existe néanmoins une controverse vis-a-vis des effets de la leptine sur I’hypertrophie
ventriculaire gauche (HVG), certaines études ayant montré que la leptine participait au développement
de I'HVG (Rajapurohitam et al. 2003, Perego et al. 2005) alors que d’autres retrouvaient a l'inverse un
role protecteur vis-a-vis de I’hypertrophie (Barouch et al. 2003). Indépendamment des facteurs de risque
cardiovasculaire classiques, certaines études ont montré que les taux circulants de leptine pouvaient
prédire I'installation potentielle d’un infarctus du myocarde (Thogersen et al. 2004). La leptine affecte
également la structure vasculaire comme facteur associé a l'installation de I’hypertension (Correia et al.
2001, Bravo et al. 2006), de I'angiogenése (Park et al. 2001) et de I'athérosclérose (Jun et al. 2012).

Le role de la leptine comme biomarqueur du syndrome métabolique a été étudié dans
différentes populations. Quelle que soit la population étudiée, les taux élevés de leptine sont associés au
syndrome métabolique, ce qui n’est pas surprenant étant donné que I'hyperleptinémie est reliée a
I'obésité et a I'insulinorésistance (Ghantous et al. 2015). La leptine serait en outre un marqueur sensible
pour prédire chez les enfants le syndrome métabolique et le risque cardiovasculaire (Yoshinaga et al.
2008). Chez les femmes en post-ménopause, un taux de leptine élevé est associé a un syndrome
métabolique, et il existe une corrélation positive entre la leptinémie et I'obésité abdominale, ainsi que
les autres composants du syndrome métabolique (Lee et al. 2012). Bien qu’il y ait quelques divergences
dans la littérature quant a savoir si la leptine est associée au syndrome métabolique indépendamment
de I'IMC, le consensus général est que le taux de leptine est élevé dans le syndrome métabolique chez
les enfants (Moreno et al. 2002), les personnes agées ou non (Vozarova de Courten et al. 2003, Franks et

al. 2005).
(2) Hypo-adiponectinémie

L’adiponectine est une protéine de 30 kDa qui, comme la leptine, est sécrétée essentielllement
par les adipocytes. Sa structure primaire posséde deux régions importantes (type collagene a I'extrémité
N-terminale et globulaire a I'extrémité C-terminale) et présente une homologie avec le facteur C1q du

complément. L'adiponectine circule dans le plasma sous forme de trimere et d’hexamere (forme de
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faible masse moléculaire, LWM) ou sous forme multimérique de 12 ou 18 sous unités (forme de haute
masse moléculaire, HWM).

Chez 'homme, sa concentration plasmatique est de I'ordre de 5 a 30 pug/ml, mais, contrairement
aux autres adipokines, celle-ci diminue chez le sujet obése (Arita et al. 2012). Il existe deux types de
récepteurs a l'adiponectine, AdipoR1 et AdipoR2. AdipoRl est ubiquitaire mais particulierement
abondant au niveau des muscles squelettiques alors qu’AdipoR2 est majoritairement exprimé dans le
foie. Certaines études ont identifié la présence de ces récepteurs au niveau du tissu cardiaque (Ding et al.
2007).

Parmi ses différents effets physiologiques, I'adiponectine stimule la [B-oxydation et la
néoglucogenése hépatique en acivant PPAR et AMPK (Wang et al. 2008). Son action s’étend également
au systeéme cardiovasculaire ; en effet, il a été démontré qu’elle exercait un effet bénéfique en réduisant
la pression artérielle, les dommages cardiaques et I'hypertrophie ventriculaire gauche induite par une

augmentation de la post-charge (Shibata et al. 2004, Ohashi et al. 2006).

d) Dyslipidémie

Une dyslipidémie correspond a une anomalie lipidique constatée au cours d’une exploration
effectuée en période de jeline, et qui se caractérise par la présence de perturbations quantitatives et
qualitatives des lipoprotéines. Ces lipoprotéines sont chargées de « transporter » les lipides dans
I’organisme. Le bilan lipidique tient compte des concentrations de cholestérol total, de triglycérides, du
HDL- et du LDL-cholestérol.

On parle de dyslipidémie lorsque :

e Le taux de LDL-cholestérol est supérieur a 1,6 g/l
e Le taux de HDL-cholestérol est inférieur a 0,4 g/I
e Letaux de triglycérides est supérieur a 1,5g/I

L'effet de la prise de poids sur la lipidémie se traduit par une élévation non seulement des taux
de triglycérides et mais aussi de LDL (low density lipoprotein), structures impliquées dans le transport du
cholestérol vers les tissus périphériques. Ces augmentations sont associées a une baisse du cholestérol
contenu dans les HDL (high density lipoprotein) (Pou et al. 2007), structures quant a elles responsables
du transport inverse du cholestérol des tissus vers le foie.

Le ratio cholestérol total/HDL-cholestérol apparait comme étant un facteur prédictif robuste

guant a la survenue de maladies cardiovasculaires (Kastelein et al. 2008, Di Angelantonio et al. 2009). II
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est intéressant de noter que ce rapport, également appelé indice d’athérogénicité, augmente avec I'lMC
(Marsh 2003), alors que, le cholestérol total tend vers un plateau au-dela d’un IMC de 30.

A la lumiére de ces résultats, I'augmentation de la masse graisseuse apparent jouer un role
prépondérant sur la dysrégulation du métabolisme lipidique, si bien gqu’une baisse méme modérée de
cette masse adipeuse permettrait de rétablir un profil lipidique se rapprochant des valeurs

physiologiques (Pelkman et al. 2004).

e) Régulation du glucose

La glycémie normale a jeun, est comprise entre 3,85 a 6,05 mM (soit 0,70 a 1,10 g/l).
L'organisme doit pouvoir gérer 'alternance entre les périodes d’apport alimentaire et de jelne, et ceci
s’opéere principalement par les sécrétions d’insuline et de glucagon qui sont responsables du maintien de
la glycémie dans des limites physiologiques normales.

L'insuline est I'hormone de la phase alimentaire, dans le sens ou elle est responsable de la
régulation de 'augmentation importante de la glycémie qui suit un repas. La diminution de la glycémie
par l'insuline est la conséquence de l'internalisation du glucose au sein des cellules et de sa mise en
stockage au niveau hépatique et musculaire sous forme de glycogéne. En conditions normales, la
glycémie revient a la normale au bout de 3 heures apreés la fin du repas.

Le glucagon est I’'hormone du jeline, responsable de la régulation de la glycémie entre deux
repas. Cette stabilisation de la glycémie est la conséquence de la glycogénolyse hépatique. Le glucagon
n’est pas la seule hormone a présenter une action hyperglycémiante ; ainsi, les catécholamines ou le
cortisol peuvent induire une néoglucogenése hépatique et/ou une glycogénolyse au niveau du foie ou du
muscle squelettique.

L'insulinoresistance est un état qui se caractérise par une baisse de la sensibilité des tissus
périphériques a l'insuline, principalement au niveau du muscle strié squelettique, du foie et du tissu
adipeux. Cette altération métabolique précede le plus souvent I'installation d’un diabete de type Il, qui
se développe plus fréquemment chez les sujets en surpoids (Mokdad et al. 2000, Field et al. 2001).
L'insulinorésistance se caractérise par linstauration progressive d’une hyperglycémie, initialement
associée a un hyperinsulinisme, qui permet dans un premier temps d’assurer une relative tolérance au

glucose. Au cours du temps, ce mécanisme adaptatif tend a se décompenser.
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f) Hypertension artérielle

La prévalence de I'hypertension artérielle (HTA) s’accroit également avec I'augmentation de la
masse adipeuse (KANNEL et al. 1967, Garrison et al. 1987, Timpson et al. 2009). Plusieurs explications
peuvent étre avancées quant au développement de I'HTA chez le sujet en surpoids. Parmi elles, la
déficience en adiponectine observée chez les sujets présentant un IMC supérieur a 25 (Kadowaki et al.
2003, Arita et al. 2012), pourrait moduler le tonus vasculaire, car I'adiponectine a la capacité de stimuler
la NOS (Nitric Oxide Synthase) des cellules endothéliales, ou eNOS (enthothelial NOS), une réduction de
la production de NO favorisant linstallation de I’hypertension (Wang et al. 2008). En outre,
I"augmentation du tissu adipeux s’accompagne d’une augmentation de I'activité des systéemes rénine
angiotensine aldostérone, systeme majoritairement impliqué dans la genése de I'HTA (Umemura et al.
1997, Yasue et al. 2010).

Cette HTA, au méme titre qu’une dyslipidémie et qu’un diabéete de type 2 peut constituer, chez
les personnes présentant une surcharge pondérale associée principalement a une adiposité centrale, un
lit prédisposant a I'insuffisance coronaire et cardiaque.

L'HTA participe au développement de I'HVG dont la prévalence est 6 fois plus élevée chez les
individus en surpoids que chez les sujets normo-pondérés (de Simone et al. 2002) et qui peut conduire a
terme a une insuffisance cardiaque congestive. Chez les personnes en surpoids, afin de faire face a
I"augmentation de la masse corporelle, le débit cardiaque augmente. Cette augmentation a la fois du
débit cardiaque et de la volémie peut étre a I'origine d’une altération de la fonction cardiaque associée a

une dilatation des cavités ventriculaires (Kenchaiah et al. 2002, Rider et al. 2010).

3. Conséquences cardiovasculaires de 'obésité
a) Risque cardiovasculaire

Comme nous l'avons préalablement signalé, le surpoids et I'obésité sont reconnus comme
facteurs de risque impliqués dans l'initiation et le développement des pathologies cardiovasculaires.
Chez les sujets obéses, le tissu adipeux joue un réle prépondérant dans l'installation de la dysfonction
endothéliale (Hutley et al. 2005) et des atteintes coronaires (Galili et al. 2007). L'augmentation de la
graisse péri-vasculaire induit une production accrue de cytokines accentuant le processus inflammatoire,
facteur essentiel au développement de I'athérosclérose (Gustafson 2010) Des données épidémiologiques
issues notamment de |'étude Framingham Heart Study ont révélé une augmentation du risque

d’insuffisance cardiaque associée a I'accroissement de I'IlMC.
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Grace a la technique d’échocardiographie, plusieurs altérations des parametres de fonction
cardiaque associées a la surcharge pondérale ont pu étre évaluées. Ainsi, il a été constaté une diminution
de la vitesse de remplissage ventriculaire gauche, synonyme d’une dysfonction diastolique. Cependant,
la fonction systolique (fractions d’éjection et de raccourcissement) ne semble pas étre tres affectée par
la prise de poids et ceci méme chez des individus présentant une obésité prononcée (Rider et al. 2010,
Haass et al. 2011) avec parfois un effet inverse (Di Bello et al. 2006). Cette inversion peut s’expliquer par
|"augmentation de la volémie et de la précharge chez les sujets obeéses, activant ainsi le mécanisme décrit
par Franck-Starling, ou la force de contraction augmente avec le degré d’étirement.

D’autres données de I'étude Framingham ont également montré que les sujets présentant un
IMC supérieur a la normale avaient 45 a 50 % de risques supplémentaires de développer des arythmies
cardiaques et ce, indépendamment des autres facteurs de risques cardiovasculaires (Messerli 1986,
Wang et al. 2004).

Bien que I'IMC soit souvent utilisé comme critere d’évaluation du surpoids associé aux maladies
cardiovasculaires, il est important de souligner que le facteur prépondérant est bien I'adiposité dite
centrale par rapport a I'[MC et ce méme en cas de faible surpoids (Melanson et al. 2001, Trayhurn et al.
2001, Coutinho et al. 2011).

A travers toutes ces études, il apparait clairement une implication de la surcharge pondérale
dans les dysfonctions cardiovasculaires, plus ou moins fréquentes selon le degré de surpoids et d’obésité,
telles que la dysfonction endothéliale, I'HTA, I’'HVG, la dysfonction ventriculaire et I'insuffisance
cardiaque (Wong et al. 2004). Le surpoids constitue alors I'un des facteurs de risque du développement
des maladies cardiovasculaires ; de plus, la prise de poids est corrélée a une augmentation des processus
oxydatifs et en particulier a une majoration du niveau du stress oxydant qui participe a l'initiation et a la

progression des pathologies cardiovasculaires (Keaney et al. 2003).

b) Paradoxe de I'obésité

Bien que le surpoids ou l'obésité soient généralement considérés comme ayant des effets
déléteres favorisant la survenue des pathologies cardiovasculaires, quelques études démontrent a
I'inverse qu’il existe un « paradoxe de I'obésité ». Par exemple, il a été montré que des patients en
surpoids ou obéses atteints de pathologies cardiovasculaires présentaient un meilleur pronostic par
rapport aux mémes types de patients, mais maigres (Lavie et al. 2014). Les mécanismes de ce paradoxe

sont difficiles a concilier et restent encore a explorer.
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Ainsi, dans le cadre de I'hypertension artérielle, des patients hypertendus obéses peuvent
présenter un meilleur pronostic par rapport a des patients hypertendus maigres (Uretsky et al. 2007).
Cet effet paradoxal pourrait étre lié a des résistances vasculaires systémiques moins importante et a une
activité rénine plasmatique plus faible (Lavie et al. 2007).

Ce paradoxe de lI'obésité existe également chez les patients atteints de coronaropathies et
d’insuffisance cardiaque. Une diminution des risques de mortalité totale et cardiovasculaire a été
observée chez les patients en surpoids ou obeses par rapport aux patients de poids normal et maigres
pour les coronaropathies (Romero-Corral et al. 2006, Lavie et al. 2012, De Schutter et al. 2014) et pour
I'insuffisance cardiaque(Oreopoulos et al. 2008).

Certains auteurs suggerent enfin que le paradoxe de [I'obésité caractériserait plus
particulierement les patients ayant une mauvaise condition physique, tandis que pour ceux présentant
une meilleure forme physique et dont le pronostic est meilleur, aucun paradoxe de I'obésité n’existerait

(Lavie et al. 2014).

4. Obésité infantile et ses conséquences a long terme

Comme nous l'avons initialement évoqué, si I'augmentation de la prévalence de I'obésité chez
les adultes est un probleme majeur de santé publique, 'augmentation de la prévalence d’obésité chez
les enfants est encore plus marquée. La détermination de I'obésité chez les enfants est plus difficile a
appréhender et a quantifier. La définition typique utilisée est la déviation de I'IlMC selon I'age et le sexe.
L’enfant qui présente un IMC dans le 85° percentile pour le groupe de son dge peut étre considéré en
surpoids et il est classifié comme obése avec un IMC dans le 95° percentile. Aux Etats Unis, la prévalence
de I'obésité chez les enfants de 6 a 10 ans a augmenté de 4,4% a 18,2% entre les années 1970 et 2010,
tandis que la prévalence de I'obésité chez les enfants de 2 a 5 ans a augmenté de 4,8% a 12,1% entre les
années 1972 a 2010 (Fryar et al. 2012). Dans les pays européens, une tendance similaire d’augmentation
de la prévalence du surpoids chez les enfants a été démontrée (Lobstein et al. 2005).

Il est bien démontré que I'obésité infantile est un facteur de risque d’obésité et de comorbidités
chez I'adulte (Allcock et al. 2009, Park et al. 2012). Ceci peut bien entendu s’expliquer par une
persistance a I'age adulte d’une obésité déja présente chez I'enfant, toutefois, certaines études ont
précisé que le risque plus élevé de maladies coronaires, de diabéte, de cancer colorectal, d’arthrite et de
goutte, observé chez les individus ayant été obeses pendant I'enfance, était indépendant de la présence

d’une obésité a I'age adulte (Must et al. 1992). L’obésité infantile constitue alors un modéle d’étude des
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conséquences métaboliques a long terme d’un surpoids présent au cours des premiéres étapes de la

vie.

23



B. Physiopathologie cardiovasculaire

1. La croissance cardiaque : du feetus a I'adulte

Le coeur est le premier organe a la fois formé et fonctionnel au cours du développement. La

formation du cceur implique des processus coordonnés de différentiation et de prolifération cellulaire.
a) Le cceur feetal

Le développement cardiaque débute dés le stade embryonnaire et se poursuit jusqu'a I'age
adulte. Des études ont montré que les cardiomyocytes sont soumis a une trés forte activité mitotique au
cours de 'embryogenése mais également au cours du stade foetal (Manasek 1968, Oparil et al. 1984). Le
processus prolifératif et de différentiation des myocytes cardiaques se produit durant le dernier
semestre de la gestation (Rivello et al. 2002). Cette hyperplasie foetale est accompagnée d’une légere
augmentation de volume cellulaire indiquant la coexistence de mécanismes de multiplication cellulaire

et d’hypertrophie des cardiomyocytes (Burrell et al. 2003).
b) Le cceur en période postnatale

Des études récentes ont montré qu’au cours de la période néonatale, apres la premiére semaine
de vie qui suit la naissance la plupart des cardiomyocytes perdent leur capacité proliférative, si bien que
le cceur continue de croitre, mais selon un processus qui est majoritairement, puis exclusivement, relié a
I’hypertrophie des cardiomyocytes, c’est-a-dire a une augmentation de la taille et du volume des cellule.
Cette transition se fait de maniere rapide, entre 3 et 4 jours aprés la naissance (Li et al. 1996) et est liée
au processus oxydatif qui accompagne la mise en jeu des fonctions pulmonaires du nourrisson (Puente et
al. 2014). De plus, il a été démontré que chez les rongeurs, ce passage de I'état prolifératif a I'état
hypertrophique est marqué par un dernier cycle de réplication de I'ADN sans division cellulaire,
aboutissant a une population cardiomyocytaire binuclée (Soonpaa et al. 1997) avec des proportions
variables en fonction des espéces ; chez I’'Homme le pourcentage de cardiomyocytes binuclés se situe
entre 25 et 57 % (Olivetti et al. 1996). Ainsi, lors du passage de la période foetale a la période postnatale,
il existe deux populations de cellules myocardiques. Cette binucléation marque la transition de la

croissance par hyperplasie en hypertrophie (Clubb et al. 1986).
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c) Le cceur adulte

A I'age adulte, la croissance des cardiomyocytes se fait toujours par hypertrophie. Cette
augmentation volumique se fait parallelement a I'augmentation de la contrainte et de la charge de
travail. Bien que la croissance par hypertrophie soit prédominante aprés la naissance et ce jusqu’a la
mort, des études ont montré que certains cardiomyocytes (0,005%) notamment ventriculaires étaient
capables de synthétiser leur ADN et présentaient donc une capacité de réplication a I'dge adulte
(Soonpaa et al. 1997). Cette capacité de prolifération des cardiomyocytes adultes reste cependant tres
faible et limite ainsi le cceur a récupérer ses fonctions aprées un infarctus.

L'augmentation de taille du cceur par hypertrophie peut étre considérée comme physiologique
ou compensatrice afin de faire face a une charge de travail accrue ; cependant, le prolongement de ce
processus peut en étre la décompensation qui conduit a des effets néfastes tels que l'insuffisance

cardiaque congestive, I'arythmie et la mort subite.
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2. Le métabolisme cardiaque

Le cceur est considéré comme un « omnivore métabolique » capable de tirer de I'énergie sous
forme d’ATP (adénosine triphosphate) des acides aminés, du glycogéne, du pyruvate, des acides gras, du
glucose et du lactate.

Sur le plan du métabolisme énergétique, il s’effectue également des changements au cours du
développement de I'organe. Ainsi, au stade fcetal et ce jusqu’a la période postnatale, les principaux
substrats soumis a I'oxydation sont le glucose et le lactate (Phelps et al. 1981, Bartelds et al. 1998).
Progressivement aprés la naissance, le cceur effectue une transition de substrat, passant du glucose et
lactate aux acides gras (Laughlin et al. 1993). Cependant, I'énergie utilisée provient principalement
(environ 60 a 70 %) de I'oxydation des acides gras a longues chaines suivie du glucose (30%) puis dans
une moindre mesure du lactate (10%). Apres un repas, le glucose constitue le substrat prédominant pour
le métabolisme cardiaque (Opie 1969); en revanche, en période de jeline, ce sont les acides gras qui

représentent la principale source d’énergie (Ballard et al. 1960).

a) Catabolisme des acides gras

Au niveau myocardique, les capacités de stockage des acides gras sont limitées par une
oxydation compléte en conditions physiologiques. Ainsi, 'utilisation des acides gras dépend plus de la
composition plasmatique que de la régulation intracellulaire.

L'entrée des acides gras a travers le sarcolemme se fait par I'intermédiaire des transporteurs
FATP (Fatty Acid Transporters Protein) (Figure 2). La prise en charge des acides gras se fait ensuite par
une protéine de transport spécifique du tissu cardiaque appelée H-FABP pour Heart-Fatty Acid Binding
Protein (Binas et al. 1999). Il s’en suit une conversion en acyl-coenzyme A (CoA) par I’acyl-CoA synthétase,
enzyme située dans la membrane externe mitochondriale. Cet acyl-CoA nouvellement formé va étre pris
en charge par un systeme de transport dépendant de la carnitine : la carnitine palmitoyltransférase-1
(CPT-1). Le role de cette enzyme est de catalyser la formation d’acyl-carnitine et de CoA a partir d’acyl-
CoA et de carnitine libre. L’acyl-carnitine est transportée a travers la membrane interne de la
mitochondrie grace a une acyl-carnitine translocase en échange de carnitine libre. L’acyl-carnitine est
ensuite réestérifiée en dérivés d’acyl-CoA dans la matrice mitochondriale grace a la CPT-2 localisée au
niveau de la membrane interne qui va ensuite subir une B-oxydation afin de générer les molécules d’ATP.
Les acides gras ne subissant pas de B-oxydation sont stockés sous forme de triglycérides constituant ainsi

une réserve énergétique.
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Figure 2 Représentation schématique de la voie utilisant des acides gras libres comme substrat
énergétique dans le myocarde (Lopaschuk et al. 2010).

Les acides gras utilisés par le myocarde proviennent soit du plasma et sont liés a I'albumine, soit des
triglycérides (TAG) des chylomicrons et des VLDL. lls pénétrent dans la cellule par diffusion simple ou via
des transporteurs CD36/FATP. Une fois dans le cytosol, les acides gras sont transformés en acyl-CoA par
I'acyl-CoA synthétase (FACS), puis I'acylCoA péneétre dans la mitochondrie grace a la navette carinitine
impliquant les Carnitine Palmitoyl Transférases (CPT1 et 2). La B-oxydation oxyde I’acyl-CoA en acétyl-
CoA qui entre dans le cycle de Krebs. Le cycle produit les équivalents réduits (NADH et FADH,), qui
permettent, via la chaine respiratoire de la membrane mitochondriale, la phosphorylation oxydative
produisant ’ATP a partir d’ADP. Dans certaines conditions, la longue chaine d’acyl-CoA peut étre clivée
par le thioseterase mitochondrial (MTE) en anions d'acides gras (FA) qui quittent la matrice
mitochondriale par I'intermédiaire de la protéine découplante (UCP).

27



b) La glycolyse

L’existence d’un gradient de concentration du glucose entre le milieu extracellulaire et le cytosol
cardiomyocytaire permet de ne faire intervenir aucune énergie nécessaire a son assimilation. Toutefois,
I’entrée du glucose dans la cellule est régie par des transporteurs spécifiques appelés GLUT (Glucose
Transporter) (Figure 3). Dans les cardiomyocytes, il a été déterminé deux isoformes de GLUT : GLUT-1 et
GLUT-4 avec une prépondérance pour I'isoforme GLUT-4 (James et al. 1989, Lopaschuk et al. 1997).

Le glucose cytosolique est ensuite converti en glucose-6-phosphate par I'enzyme hexokinase.
Cette conversion du glucose lui permet d’étre soit catabolisé par la voie de la glycolyse soit stocké sous
forme de glycogene pour constituer une réserve énergétique supplémentaire. Au cours de la glycolyse, le
glucose-6-phosphate va subir une succession d’étapes enzymatiques afin d’étre transformé en pyruvate
par la pyruvate kinase. Ce pyruvate nouvellement formé va subir, tout comme les acides gras, une
oxydation par le cycle de Krebs au sein de la mitochondrie avec une étape préalable ou il est transformé

en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase.
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Figure 3 : Schématisation du métabolisme énergétique dans le muscle cardiaque. (Foretz et al. 2006).

La production d’ATP par le cceur sain est assurée en condition d’aérobie par I'oxydation de différents
substrats comme les acides gras et le glucose, le substrat préférentiel étant les acides gras (70%). L’acide
gras est transformé en acyl-CoA, puis entre dans la mitochondrie et participe ensuite la B-oxydation
mitochondriale. Le glucose qui entre dans la cellule cardiaque via les transporteurs GLUT4, est
transformé en pyruvate par la glycolyse. Dans la mitochondrie, la pyruvate déshydrogénase (PDH)
transforme le pyruvate en acétyl-CoA qui entre dans le cycle de Krebs pour produire de I’ATP. La voie
métabolique d’oxydation des acides gras inhibe celle du glucose (les lignes pointillées rouges signifient
une inhibition).
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c) Utilisation du lactate

Longtemps considéré comme une substance toxique pour I'organisme, le lactate s’est révélé
ultérieurement comme étant un substrat énergétique, notamment au niveau myocardique. Celui-ci est
issu de la réduction du pyruvate par le NADH, H+, via la lactate déshydrogénase (LDH). Le lactate produit
provient principalement de la glycolyse effectuée au niveau des hématies, du cerveau et des muscles,
avec une production journaliere d’environ 1 500 mmol. Il a été démontré que le lactate constitue une
réserve d’hydrate de carbone non négligeable, endossant de ce fait, le role de navette énergétique inter-
organe (Gladden 2004). En condition aérobie, le coeur privilégie la B-oxydation des acides gras, plus
rentable sur le plan énergétique. Cependant, lorsqu’il y a une inadéquation entre l'apport et la
consommation d’oxygene, le métabolisme énergétique est redirigé vers I'utilisation des hydrates de
carbone, afin d’optimiser le rendement. Ainsi, le lactate apparait comme étant un substrat de premier
choix (Gladden 2004). Ces résultats sont corroborés par des études montrant une diminution des
fonctions cardiaques lors d’une inhibition de la production de lactate (Barbee et al. 2000, Levy et al.
2007). En conditions hypoxiques, le coeur produit également du lactate, générant le NAD+ qui va
retourner dans les étapes de la glycolyse ne nécessitant pas d’oxygeéne. Bien que cette voie d’utilisation
du lactate soit peu rentable énergétiquement avec seulement 2 molécules d’ATP produites, elle reste
cependant la seule voie de survie possible en attente d’une réoxygénation suffisante.

Nous avons vu précédemment qu’au stade feetal, le glucose et le lactate priment sur I'utilisation
des acides gras. Cette différence s’explique par le fait que les coeurs foetaux sont dans un environnement
relativement hypoxique. De plus, que ce soit en condition physiologique ou pathologique, le cceur est
capable de rediriger son métabolisme vers une voie qui sera la plus « rentable » pour faire face a ces
conditions. Ainsi, lors d’une ischémie, le substrat principalement utilisé est le glucose (Opie 1975) et les

acides gras lors de la reperfusion ou encore au cours d’un exercice intense (Goodwin et al. 1998).
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3. La fonction mitochondriale

Le muscle cardiaque est un organe trés oxydatif puisque sa production d’énergie dépend a 95%
du métabolisme oxydatif. Ainsi, le coeur, qui ne représente que 0.4% de la masse corporelle d’un individu,
est responsable de 11% de la consommation totale d’oxygene (Ventura-Clapier et al. 2011). Bien qu’il y
ait une production d’ATP dans le cytosol, notamment lors de la glycolyse anaérobie permettant la
transformation du glucose en pyruvate (2 molécules d’ATP produites pour une molécule de glucose
consommeée), I'essentiel de la production énergétique a lieu dans la mitochondrie (36 molécules d’ATP
produites pour une molécule de glucose consommée). Ces organites, qui jouent un réle fondamental
dans le maintien de I’homéostasie, représentent environ 30% du volume cellulaire du cardiomyocyte
(Schaper et al. 1985). En raison de sa forte demande énergétique et a haute densité en mitochondries, le
cceur est particulierement vulnérable a un dysfonctionnement mitochondrial.

Lors de la glycolyse, de la B-oxydation et du cycle de Krebs, le métabolisme cellulaire produit des
cofacteurs réduits comme le NADH + H" et le FADH, (flavine adénine dinucléotide réduit). La réoxydation
de ces molécules par le transfert des électrons sur I'oxygene (accepteur final), par I'intermédiaire de la
chaine de transport d’électrons de la membrane mitochondriale interne, permet la synthése d’ATP a
partir d’ADP. L’ensemble de ces réactions qui conduisent a la synthése d’ATP consomment de |'oxygene
et sont ainsi assimilées a une respiration mitochondriale (ou phosphorylation oxydative). Cette
phosphorylation oxydative se décompose donc en trois étapes essentielles : la constitution d’un pool
matriciel de cofacteurs réduits, le transfert d’électrons au niveau de la chaine respiratoire et la synthése

d’ATP a proprement parler.

a) La constitution d’'un pool matriciel de cofacteurs réduits

Le métabolisme oxydatif dans la mitochondrie est principalement tributaire des acides gras et du
pyruvate produits par la glycolyse dans le cytosol. Ces composés sont sélectivement transportés du
cytosol a la matrice mitochondriale ou ils sont scindés pour former le groupement acétyle de I'acétyl CoA.
Afin d’assurer un apport continu de combustible nécessaire au métabolisme oxydatif, les cellules
animales stockent les acides gras sous la forme de triglycérides et le glucose sous la forme de glycogéne.
L’acétyl CoA va rentrer dans le cycle de Krebs pour étre oxydé au niveau de son groupement acétyle. Au
cours de ce cycle de Krebs, le NAD" et le FAD sont réduits respectivement en NADH + H" et FADH,, les

cofacteurs réduits indispensables au fonctionnement de la chaine respiratoire.
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b) Le transfert d’électrons au niveau de la chaine respiratoire

Le transfert des électrons issus des coenzymes réduits NADH + H' et FADH, est réalisé par
différentes réactions d’oxydoréduction au niveau de la chaine respiratoire (Figure 4). Ce phénomene est
couplé au transport actif de protons, depuis la matrice vers I'espace intermembranaire, générant ainsi
une différence de potentiel électrochimique (couplage chimiosmotique).

Le NADH et le FADH, sont oxydés respectivement au niveau des complexes | (NADH
déshydrogénase) et Il (succinate déshydrogénase) de la chaine respiratoire. Chacune de ces oxydations
libere deux électrons qui sont transférés au niveau de I'ubiquinone (ou coenzyme Q). Ces électrons sont
successivement pris en charge par le complexe Il (ou ubiquinone-cytochrome c réductase), le
cytochrome c et le complexe IV (ou cytochrome c oxydase). lls réagissent enfin avec leur accepteur final,
I’oxygéne moléculaire, pour former des molécules d’eau. Au cours de ces étapes, une quantité tres faible
d’électrons est incompletement réduite, essentiellement au niveau des complexes | et Ill. Ces électrons
réagissent avec |'oxygene moléculaire et génerent ainsi des especes réactives de I'oxygene (ERO), qui ont
des roOles importants de second messager mais peuvent éventuellement étre néfastes (voir
ultérieurement). Lors de cette phosphorylation oxydative, les complexes |, Il et IV utilisent I'énergie
générée par ce transfert d’électrons pour pomper des protons depuis la matrice vers I'espace inter-
membranaire. Ceci crée un gradient de protons (ou gradient de pH, ApH) et modifie le potentiel

membranaire mitochondrial (AWm)

c) Lasynthése d’ATP

La génération d’ATP par la phosphorylation oxydative dépend d’un processus chimiosmotique,
proposé des 1961. Ce terme vient du fait que les intermédiaires chimiques riches en énergie sont
remplacés par une association entre des processus chimiques (« chimi ») et des processus de transport
(« osmotiques »). L'imperméabilité de la membrane mitochondriale permet de maintenir le gradient de
protons. Le reflux de protons, dans le sens de ce gradient, est employé pour activer une enzyme
membranaire, ’ATP synthase (ou FO/F1-ATP synthase), qui catalyse la conversion d’ADP + Pi en ATP, et
compléte le processus de la phosphorylation oxydative. C’est le domaine membranaire FO qui joue le
role de canal a protons alors que le domaine extrinseque hydrophile F1, du c6té matriciel, supporte
I'activité catalytique de I’ATP synthase, également appelée complexe V. Son fonctionnement est
néanmoins réversible, si bien que, lors d’'une chute de la force protomotrice, une hydrolyse de I'ATP se

produit.
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Figure 4 : Représentation de la chaine respiratoire
Le flux d’électrons provenant des complexes | (pour le NADH) ou Il (pour le FADH2) est transféré
successivement a I'ubiquinone, au complexe lll, au cytochrome c, au complexe 1V, et finalement combiné
a 'oxygene moléculaire. Les complexes |, lll et IV sont également des pompes a protons qui font sortir
des H+ vers l'espace intermembranaire, créant ainsi un gradient de pH (ApH) et un potentiel de
membrane mitochondrial (AWm). Le complexe V ou FO/F1-ATP synthase convertit cette force
protomotrice en ATP en faisant rentrer les H+ dans la matrice.

d) Transport des nucléotides adényliques

Le bon fonctionnement de la phosphorylation oxydative est conditionné par un transport
satisfaisant d’ADP et d’ATP. L'ATP est synthétisée dans la matrice mais utilisée en grande partie dans le
cytosol. A l'inverse, I’ADP est synthétisée dans I'espace intermembranaire. C'est le transporteur de
nucléotides adényliques (ou ANT) qui assure la continuité métabolique de ce systéme. Cette translocase
hautement spécifique transfere une molécule d’ATP dans I'espace intermembranaire pour chaque

molécule d’ADP qui rentre au niveau matriciel.
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C. Programmation périnatale des maladies cardio-métaboliques

1. L’hypothese de Barker

Il y a une vingtaine d’années, des études ont montré que I'environnement in utero intervenait de
maniére importante dans l'installation du surpoids. Des études épidémiologiques ont montré qu’une
sous-nutrition au cours de la grossesse entrainait une reprogrammation du métabolisme foetal avec une
mise en place d’un retard de croissance intra-utérin mais aussi a long terme d’une insulino-resistance
(Barker et al. 1990). Cette étude est a l'origine de I'hypothése d’une « cause précoce des maladies
chroniques a I’age adulte » (Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD)) proposée par Barker,
démontrant qu’une sous-nutrition feetale augmente le risque de survenue d’un surpoids associé a une
incidence plus fréquente des maladies cardiovasculaires a I'dge adulte (Barker et al. 1986) ). Cette
hypothese fut ainsi la pierre angulaire d’autres études s’intéressant a I'impact de perturbations
environnementales et nutritionnelles sur le développement ultérieur de pathologies.

Ainsi, le diabéte gestationnel a une incidence a long terme sur la santé de I’enfant avec un risque
d’augmentation de la masse adipeuse et d’intolérance au glucose (Pettitt et al. 1985, Silverman et al.
1995). Il reste aujourd’hui la premiére cause de macrosomie fcetale (poids a la naissance supérieur a 4
kg). Un retard de croissance intra-utérin (RCIU) peut aussi paradoxalement, suite a un rattrapage de
poids rapide aprés la naissance (catch-up growth), engendrer un surpoids voire une obésité a I'dge
adulte (Ong et al. 2000, Morrison et al. 2010). Expérimentalement, I'induction d’un diabéte gestationnel
chez la ratte s"accompagne de perturbations cardiovasculaires a long terme chez sa descendance, avec
par exemple une augmentation du niveau de pression artérielle et des altérations de la réponse
vasomotrice (Duong Van Huyen et al. 2010, Blondeau et al. 2011, Vessieres et al. 2016).

Or, si 'environnement utérin joue un role majeur dans I'orientation métabolique ultérieure de
I'individu, a un moment ou il existe chez le foetus une trés grande plasticité génique, la période post-
natale constitue aussi un moment critique ol des changements nutritionnels sont susceptibles
d’influencer a long terme la survenue des maladies cardiovasculaires et respiratoires, d’accidents

vasculaires cérébraux et du diabete de type 2 (Kuh et al. 2004, Newnham et al. 2009).

33



2. Programmation postnatale :

Juste apres la naissance, et durant toute la période dite de la jeune enfance, I'organisme entre
dans une phase ou il doit s’adapter a la fois a I'environnement physique et a I'environnement
nutritionnel, si bien qu’un déséquilibre alimentaire des les premiers stades de la vie peut avoir des
conséquences majeures sur le développement ultérieur de I'enfant. C'est en 1976 qu’une étude a
montré qu’une suralimentation postnatale chez I’'Homme, notamment durant le premier trimestre de la
vie, pouvait étre considérée comme un facteur de risque conduisant au développement de I'obésité et
de ses complications (Dérner 1976)

Dans le méme esprit, plusieurs travaux ont tenté de déterminer l'influence de l'allaitement
maternel, qui induit un risque inférieur de surnutrition par rapport aux laits dits « maternisés », sur le
développement de I'obésité. De fait, I’étude épidémiologique de Von Kries et coll. en 1999 (Von Kries et
al. 1999) sur 9 357 enfants en Baviere, a montré que plus la durée de I'allaitement était longue, moins les
enfants présentaient de risque d’étre en surpoids a I’dge adulte. Les nourrissons nourris au sein, qui ont
donc plus faibles apports caloriques par rapport a ceux nourris par le lait maternisé, ont moins de 40% de
risque de développer un diabete de Type 2 (Owen et al. 2006). De plus, la suralimentation quantitative et
gualitative associée a l'allaitement artificiel, pendant la période postnatale, comporterait des risques de
dysfonctions métaboliques a plus long terme (Plagemann et al. 2012).

Afin de mieux comprendre et d’étudier I'effet d’'une suralimentation postnatale, un modéle
animal a été établi, reposant sur la réduction de la taille des portées juste apres la naissance. Plagemann
et coll. ont montré que, chez le rat, la réduction du nombre de petits a la naissance (portée de 3 a 4
ratons par mére au lieu de 12) induisait une augmentation significative du poids corporel accompagnée
d’une augmentation de la consommation de nourriture (Plagemann et al. 1992). Cette suralimentation
postnatale peut conduire, outre a un surpoids, a une hyperinsulinémie, une intolérance au glucose, une
hypertriglycéridémie et parfois a une élévation du niveau de la pression artérielle (Plagemann et al.
1999). Ainsi, plusieurs études tendent a démontrer qu’une modification de I’environnement hormonal et
nutritionnel durant la période néonatale conduisait a une prédisposition vis-a-vis du développement de
plusieurs maladies a I’'dge adulte avec une mise en place d’un phénotype se rapprochant de la définition

du syndrome métabolique (Boullu-Ciocca et al. 2005).
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3. Suralimentation postnatale

a) Modéles animaux de suralimentation postnatale

G.C. Kennedy a été le premier chercheur a induire, chez les rongeurs, une suralimentation
postnatale (SAPN) en réduisant la taille des portées (Kennedy 1957). La réduction des portées apres la
naissance diminue la compétition vis-a-vis de I'accés au lait maternel, alors que l'apport nutritionnel
pour chaque petit est augmenté. Les animaux qui sont élevés dans la petite portée subissent donc une
SAPN. Certaines études ont observé que chez les rats la consommation de lait dans les petites portées
était augmentée (Cunha et al. 2009, Moreira et al. 2009) et que le lait était plus riche en lipides, en
particulier en triglycérides (Sefcikova et al. 2011).

En raison de cette augmentation de la consommation de lait, les animaux élevés dans la petite
portée présentent au moment du sevrage un surpoids, voire une obésité. Toutefois, les niveaux
d’augmentation du poids corporel peuvent varier selon les souches, I'origine géographique et la taille des
portées, de 10% a 56% chez les rats Wistar et Sprague-Dawley, et de prés de 30% chez la souris (C57BL/6
ou Suisse). Dans la période post-sevrage, la grande majorité des études ont démontré que les rongeurs
ayant subi une SAPN ont maintenu tout au long de la vie, dans une certaine proportion, leur gain de
poids corporel (Habbout et al. 2012), et ce alors qu’ils recevaient une alimentation identique a celle des
rats témoins (Figure 5). Cependant, cette augmentation du poids corporel n’a pas été retrouvée dans
toutes les études (Balonan et al. 2000, Velkoska et al. 2008).

Les rongeurs ayant été soumis a une SAPN constituent donc un modele intéressant pour étudier
les conséquences d’un surpoids modéré a long terme. Afin de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans les conséquences cardiovasculaires et métaboliques de I'obésité, de nombreux modéles
expérimentaux d'obésité chez le rongeur peuvent étre utilisés (Carroll et al. 2004). Certains modéles
transgéniques présentent une obésité liée a une carence dans la signalisation de la leptine : soit par
I'absence totale de la leptine (rat Zucker fa/fa, souris ob/ob) soit par I'absence de son récepteur (souris
db/db). Ces modeéles d’obésité présentent une augmentation rapide du poids corporel, et atteignent a
I’age adulte un poids trois fois supérieur a celui des témoins, ce qui correspond chez 'Homme a une
obésité sévere. Leur intérét est en outre limité car I'obésité monogénique est rare chez I’humain, et
associée a des anomalies métaboliques graves, aux conséquences parfois dramatiques, sans
comparaison avec les situations les plus classiques d’obésité. Une autre des méthodes fréquemment
appliquées pour induire I'obésité chez le rongeur est d'utiliser des régimes enrichis en lipides ou en

hydrates de carbones, qui conduisent a un gain de poids corporel rapide et important, atteignant parfois
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le double du poids des controles. La-aussi, cette prise de poids induite par I'alimentation correspond a

une obésité trés prononcée, elle ne représente donc pas les conditions d’un simple surpoids. Par

conséquent, la SAPN chez les rongeurs, pour lesquels I'augmentation du poids corporel ne dépasse pas

30%, constitue un modele pertinent d’étude des conséquences d’un surpoids modéré.
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Figure 5 : Schéma représentant le modéle de SAPN par réduction de la taille des portées chez les
rongeurs (rats et souris) et ses conséquences sur le poids corporel.
Les portées Témoins, constituées de 10-12 petits par mére (normoalimenté), alors que des portées de 3-

4 petit par mére induits une SAPN. Une augmentation du poids corporel est observée au sevrage et se

maintient tout au long de la vie (Habbout et al. 2013).
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b) Hypothalamus et régulation de la prise alimentaire : modifications induites par

la SAPN

L'hypothalamus, notamment I'axe noyau arqué/noyau paraventriculaire, est le centre de
régulation de la prise alimentaire. Le neuropeptide Y (NPY), libéré par le noyau arqué, agit sur le noyau
paraventriculaire et stimule la prise de nourriture. L'expression et la libération du NPY au sein de cet axe
sont inhibées par la leptine, la ghréline et I'insuline, alors qu’une baisse de la concentration de ces
hormones peut activer le systéeme de NPY et stimuler la prise alimentaire.

Le surpoids chez les rongeurs ayant subi une SAPN semble étre lié a une augmentation
permanente de la consommation alimentaire (Dorner et al. 1994). Les travaux de I'équipe d’Andreas
Plagemann (Plagemann et al. 1992) ont porté sur I'étude des modifications induites par la SAPN au
niveau de I’hypothalamus au moment du sevrage mais aussi plus tard a I’dge adulte. lls ont montré que
le nombre de neurones exprimant le NPY dans le noyau arqué (Plagemann et al. 1999) et le nombre de
neurones exprimant la galanine dans le noyau paraventriculaire (PVN) (Plagemann et al. 1999) étaient
augmentés chez les rats SAPN au sevrage. A I'dge adulte, il existe également des modifications des
réponses du PVN (Davidowa et al. 2002, Davidowa et al. 2003) et du noyau ventro-médian (VMH) (Heidel
et al. 1999, Li et al. 2002) induites par des peptides anorexigénes (mélanocortine (aMSH), cocaine- and
amphetamine-regulated transcript (CART), ...) et/ou des peptides orexigénes (NPY, protéine agouti
(AGRP), galanine, ...). Chez les rongeurs des groupes témoins (normoalimentés), la leptine et I'insuline
possedent des actions activatrices sur VMH et des actions inhibitrices sur le noyau arqué. A l'inverse,
chez les rongeurs SAPN il a été observé une action inhibitrice du VMH par la leptine et I'insuline
(Davidowa et al. 2000, Davidowa et al. 2001) ainsi qu’une diminution de I'inhibition du noyau arqué par
la leptine et I'insuline (Davidowa et al. 2000, Davidowa et al. 2007). Ces observations indiquent que la
SAPN induit une désorganisation du systéme NPY dans I’hypothalamus ainsi que I'apparition d’une
résistance centrale a la leptine et a l'insuline. Ces modifications au niveau hypothalamique peuvent
contribuer a une hyperphagie, un surpoids et une hyperinsulinémie tout au long de la vie (Plagemann
2006). Des études épigénétiques ont montré que le promoteur du gene du peptide anorexigéne POMC
et celui du récepteur a I'insuline au niveau de I’hypothalamus étaient hyperméthylés chez le rat SAPN au
sevrage (Plagemann et al. 2009, Plagemann et al. 2010). Les modifications épigénétiques persistent a
I’age adulte (Li et al. 2013). Ces études suggérent que cette programmation hypothalamique pourrait
étre médiée, au moins en partie, par des mécanismes épigénétiques (hyperméthylation) de certains

génes de la régulation de la satiété.
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c) SAPN, axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et glucocorticoides

Des données expérimentales et cliniques suggérent que les glucocorticoides (GC) sont impliqués
dans la physiopathologie de I'obésité abdominale et ses complications. En effet, un exces de GC, lorsqu'il
est associé a I'hyperinsulinisme, favorise I'augmentation de la lipogenése et une diminution de la lipolyse,
ainsi qu’une stimulation de la néoglucogenése hépatique et une inhibition de ['utilisation périphérique
du glucose.

Les changements dans la signalisation des GC ont été décrits chez I'individu obése et dans des
modeles murins d’obésité. Chez les jeunes rats, la SAPN induit une maturation accélérée de I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), ainsi qu’une augmentation de son activation lors d’un stress
immun induit par I'administration de lipopolysaccharide (LPS) (Clarke et al. 2012). De plus, une étude
récente a montré des modifications d’expression des récepteurs aux mélanocortines (MC2R) au niveau
de la glande surrénale lors de I'administration d’une dose de charge de LPS (Cai et al. 2016). Dans le tissu
adipeux, une augmentation de I'expression de I'’ARNm du récepteur aux GC est observée chez les
animaux SAPN (Boullu-Ciocca et al. 2005). A I'4ge adulte, les rats SAPN présentent une sécrétion élevée
de corticostérone a la fois en condition basale et en situation de stress comparée par rapport a des rats
contréles (Boullu-Ciocca et al. 2005). Des modifications de la signalisation des GC dans le tissu adipeux
viscéral ont aussi été montrées chez ces rats, avec une augmentation de I'expression génique des
récepteurs aux GC et de la 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11B-HSD-1) (Boullu-Ciocca et
al. 2008, Boullu-Ciocca et al. 2015). La 11B-HSD-1 est une enzyme responsable de la conversion de GC
inactifs (cortisone) en GC actifs (cortisol) (Velkoska et al. 2005). Son élévation augmente donc I'activité
des GC au niveau du tissu adipeux. Ainsi, il est fortement suggéré qu'une altération de I'axe HPA peut
étre induite par des modifications précoces de I'environnement nutritionnel et qu’a son tour, cette
hyperactivité permanente du systeme HPA et GC peut jouer un réle central dans le développement
ultérieur de troubles métaboliques a I'dge adulte. Un travail récent a montré que la Pioglitazone, un
agoniste des récepteurs activés par les proliférateurs de peroxisomes y (PPARy), peut normaliser la
surexpression des récepteurs aux GC et de la 11B-HSD-1 induite par la SAPN au niveau du tissu adipeux
et normaliser les altérations métaboliques (élévation des taux circulants d’insuline et d’acides gras)
induites par la SAPN (Boullu-Ciocca et al. 2015).

Dans le foie, l'activité et I'expression de la 11B-HSD-1 est également augmentée de maniére
permanente chez les rats élevés dans de petites portées (Hou et al. 2011). En outre, au niveau hépatique,

les expressions géniques des enzymes qui régulent le catabolisme des GC, les 5a-réductase de type 1 et
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5B-réductase, augmentent de maniere transitoire jusqu’a la puberté, puis diminuent a un niveau
identique a celui les rats témoins. Ces modifications du métabolisme des GC pourraient contribuer a
I'augmentation de l'exposition de tissus comme le tissu adipeux ou le foie aux GC et aggraver le
développement de troubles métaboliques a I'dge adulte, et qui incluent une résistance a l'insuline, une

dyslipidémie et une stéatose hépatique.

d) SAPN et modifications au niveau des tissus adipeux blanc et brun

Les rongeurs ayant subi une SAPN présentent une augmentation permanente du poids corporel
associée a une augmentation de I'adiposité. Dans notre équipe, nous avons constaté chez les souris
C57BL/6 une augmentation significative de la masse grasse (+47%) a I’dge adulte (Habbout et al. 2012).

Dans I'organisme, les adipocytes sont la plupart du temps regroupés sous forme de tissu adipeux,
dont on distingue deux catégories différentes : le tissu adipeux brun et le tissu adipeux blanc. Le rdle
principal du tissu adipeux blanc est d’assurer le stockage et la mobilisation de |’énergie. Une
augmentation du tissu adipeux blanc viscéral est observée au moment du sevrage et plus tard chez les
rats (Balonan et al. 2000, Velkoska et al. 2008, Cunha et al. 2009, Rodrigues et al. 2011) et les souris
ayant subi une SAPN (Glavas et al. 2010, Vieira et al. 2015, Bernardo et al. 2016). Cette augmentation du
tissu adipeux blanc viscéral est associée a une augmentation de la surface des adipocytes (Boullu-Ciocca
et al. 2005, Boullu-Ciocca et al. 2008, Hou et al. 2011, Conceicao et al. 2015). Il existe en outre un
développement plus important du tissu adipeux blanc sous-cutané chez les souris SAPN, plus marqué
chez les souris jeunes que chez les adultes (Rodrigues et al. 2011), ce qui indique qu’a I'dge adulte,
I"augmentation du poids corporel et de la masse grasse sont principalement dues a un accroissement de
la masse grasse viscérale. Cette adiposité ne semble pas étre liée a la diminution des dépenses
énergétiques (Wiedmer et al. 2002), mais semble plutdt étre associée a une augmentation des enzymes
qui participent ou régulent les activités de lipogenése dans le tissu adipeux, telles que I'acide gras
synthase (fatty acid synthase : FAS) qui est une enzyme catalysant la synthése de novo d'acides gras et
I"acétyl-CoA carboxylase (ACC) qui intervient dans la premiére étape de la synthése des acides gras
(Balonan et al. 2000, Liu et al. 2013, Conceicao et al. 2015). De plus, une diminution de I'expression des
récepteurs B3 a I'adrénaline (B3AR) est observée chez les rats au sevrage, ce qui suggére une diminution
de la sensibilité du tissu adipeux blanc aux catécholamines, et conduit a une diminution de I'activité de
lipolyse (Conceicao et al. 2015).

Dans les adipocytes isolés du tissu adipeux blanc de rat ayant été soumis a une SAPN, il existe

une réduction de I'entrée du glucose induite par l'insuline, associée a une diminution de I'expression des
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transporteurs au glucose GLUT-4 et GLUT-1. Une diminution de la voie signalisation de l'insuline est aussi
observée, impliquant par exemple le substrat du récepteur a l'insuline 1 (IRS-1), la phosphatidylinositol-3
kinase (P13K) et I'activité de la PKB/Akt (protéine kinase B qui phosphoryle les résidus sérine) (Rodrigues
et al. 2007, Bei et al. 2015). En outre, une augmentation de |'expression de I'ARNm de l'interleukine (IL-6),
du facteur de nécrose tumorale-a (TNFa), du récepteur 1 du TNF (TNFR-1), de la résistine et de
I'inhibiteur de I'activateur du plasminogéne 1 (PAI-1) est observée chez les rats (Boullu-Ciocca et al. 2008)
ou les souris SAPN (Liu et al. 2013), révélateur d’un état pro-inflammatoire du tissu adipeux blanc.
L’administration de la pioglitazone a I'adge adulte (9 mois) pendant 6 semaines diminue I'expression de
tous ces facteurs inflammatoires dans le tissu adipeux mésentérique de rats SAPN (Boullu-Ciocca et al.
2015).

Chez les rongeurs, le tissu adipeux brun, qui présente un réle majeur dans la thermogeneése, est
aussi impliqué dans la régulation du poids corporel. Les adipocytes bruns contiennent de nombreuses
gouttelettes lipidiques, un grand nombre de mitochondries, une innervation sympathique dense et
d’abondants thermogénines (uncoupling protein 1 : UCP1). Les rats SAPN présentent une diminution de
I’ARNm d’UCP1 associée a une réduction de I'activité thermogénique au moment du sevrage et a I'age de
4 mois (Velkoska et al. 2005, Xiao et al. 2007). A 6 mois, les souris SAPN présentent elles-aussi une
diminution de I'ARNm d’UCP1 dans le tissu adipeux brun (Glavas et al. 2010). Lorsque les rats SAPN sont
exposés au froid, I'activité de leur tissu adipeux brun et leur réactivité thermogénique sont réduites. Au
niveau moléculaire, I'expression de plusieurs régulateurs transcriptionnels (PPARy, C/EBP-1) et des
lipases est réduite dans le tissu adipeux brun. Une diminution de I'expression des récepteurs B3AR et de
la réponse a un agoniste béta-adrénergique (isoprénaline) est observée également chez ces rats. Des
études cliniques et expérimentales montrent une liaison entre I'activité d’UCP-1, la réponse du récepteur
B3AR dans le tissu adipeux brun et le métabolisme chez les individus. Le déréglement de cette voie

pourrait étre impliqué dans le développement du surpoids et de I'obésité.
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e) Modifications des adipocytokines induites par la SAPN

Comme nous I'avons rappelé précédemment, I'adiposité centrale est un facteur de risque connu
des maladies cardiovasculaires et peut présenter un impact délétere sur la survie des patients
coronariens (Coutinho et al. 2011). En effet, le tissu adipeux est capable de sécréter une grande variété
de peptides, est adipokines ou adipocytokines. Elles agissent comme molécules de signalisation, de
maniére endocrine, paracrine ou autocrine, et elles influencent de nombreuses fonctions biologiques.
Certaines de ces cytokines participent de maniere significative du développement des pathologies
cardiovasculaires (Smith et al. 2011).

La leptine, comme nous I'avons précisé, est produite principalement par le tissu adipeux blanc et
ses niveaux circulants sont proportionnels a la quantité de masse grasse corporelle. Elle joue un réle
important dans la régulation de I'appétit et de I'équilibre énergétique, mais elle est aussi impliquée dans
des processus de régulation du systeme cardio-vasculaire. L'augmentation de la leptine chez les rats
SAPN (Boullu-Ciocca et al. 2005, Lopez et al. 2005, Velkoska et al. 2005, Pereira et al. 2006, Velkoska et al.
2008, Cunha et al. 2009, Rodrigues et al. 2011, Habbout et al. 2012) ou les souris SAPN (Kappeler et al.
2009, Ye et al. 2012, Habbout et al. 2013) est retrouvée de maniére constante et quel que soit I'age de
I'animal ; une donnée qui peut s’expliquer par le fait que les taux de leptine sont liés a la quantité de la
masse grasse.

Bien que les taux circulants de leptine soient augmentés chez des rongeurs SAPN, des études
chez le rat ont montré que ces animaux présentent une résistance centrale a la leptine, en raison d’une
baisse d’expression de son récepteur de type B (isoforme longue) (OB-Rb) au niveau de I"hypothalamus
(Schmidt et al. 2001, Lopez et al. 2005, Rajia et al. 2010). La cascade de la voie signalisation de la leptine
implique la PI3K, la Janus kinase 2 (JAK2) et le STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3).
L’activation de la voie JAK2/STAT3 stimule la transcription des génes de la POMC (anorexigéne), mais
aussi du suppresseur de la signalisation de cytokine (SOCS3) qui exerce un rétrocontrole négatif sur la
voie de signalisation de la leptine. Dans I’"hypothalamus des rats SAPN, une diminution d’expression de
JAK2, de STAT3 phosphorylé et une augmentation d’expression de SOCS3 ont été observées, ce qui
indique une résistance centrale a la leptine (Rodrigues et al. 2011). Plusieurs études ont suggéré qu’une
hyperleptinémie pendant des périodes critiques du développement peut induire une mal-
programmation de I'homéostasie énergétique. En fait, la leptine joue un rdéle important sur le
développement de I'hypothalamus pendant la période postnatale et son effet inhibiteur sur la prise

alimentaire ne commence a s’exercer qu’a la quatrieme semaine aprés la naissance (Vickers et al. 2012).
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Les études électrophysiologiques ont montré, chez les rats SAPN jeunes, une diminution de l'inhibition
de I'activité du noyau arqué induite par la leptine (Davidowa et al. 2000). Glavas et al. ont montré chez
des souris Swiss Webster que cette résistance a la leptine persiste a I'age adulte, méme si ces souris ont
recu par la suite un régime alimentaire normal (Glavas et al. 2010). En outre, d'autres facteurs associés,
telle que I'hyperinsulinémie, semblent jouer aussi un role dans le développement de la résistance a la
leptine et du surpoids chez le rat SAPN (Schmidt et al. 2001).

En ce qui concerne l'adiponectine, dont la production est inversement proportionnelle a la
masse grasse, les résultats sont moins consensuels. Des études chez le rat n‘ont montré aucune
différence entre le groupe SAPN et le groupe contréle a 4 et 6 mois (Velkoska et al. 2005, Rodrigues et al.
2011). Toutefois, I'équipe de Boullu-Ciocca a observé une diminution des taux circulants et de
I’expression de I'ARNm de I'adiponectine dans le tissu adipeux de rats SAPN de 5 mois (Boullu-Ciocca et
al. 2008). Dans notre équipe, nous avons constaté une diminution de I'adiponectine chez les rats SAPN
de 8 mois (Habbout et al. 2012). Cette diminution de I'adiponectine aurait des effets délétéres puisqu’il
est montré qu’elle améliore la sensibilité a I'insuline dans les tissus périphériques (Matsuzawa 2006) et

induit des effets cardioprotecteurs (Gualillo et al. 2007).

f) Influence de la SAPN sur la fonction hépatique et ’'homéostasie glucose/insuline

De nombreuses études ont souligné les effets d’une SAPN sur I’équilibre glucose/insuline. En
effet, une augmentation de la glycémie et de I'insulinémie a jeun et une dérégulation de ’homéostasie
glucose/insuline sont souvent rapportées chez les rats ou souris SAPN (Plagemann et al. 1999) (Balonan
et al. 2000, Boullu-Ciocca et al. 2005, Boullu-Ciocca et al. 2008, Cunha et al. 2009, Kappeler et al. 2009,
Habbout et al. 2012).

Les tests de tolérance au glucose ont suggéré que la réponse au glucose du pancréas est réduite
chez les rats (Plagemann et al. 1999, Balonan et al. 2000, Boullu-Ciocca et al. 2008, Cunha et al. 2009,
Hou et al. 2011) et chez les souris SAPN (Kappeler et al. 2009). Le déséquilibre glucose/insuline semble
étre plus important au moment du sevrage (Pereira et al. 2006), mais semble se rétablir ou méme se
normaliser avec la maturité (Balonan et al. 2000, Waterland et al. 2002, Rodrigues et al. 2011). A
contrario, certaines études n’ont constaté aucune différence de glycémie ou d'insulinémie chez les
rongeurs SAPN (Lopez et al. 2005, Rodrigues et al. 2007, Xiao et al. 2007, Velkoska et al. 2008, Glavas et
al. 2010, Rajia et al. 2010). Il existerait en outre des différences liées au sexe car, alors que la réduction
de la portée induirait une hypo-réactivité significative a l'insuline chez les rats males, les rats femelles

SAPN y seraient insensibles (Bassett et al. 1988).
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Des travaux ont montré une diminution de la sécrétion d'insuline par les Tlots de Langerhans de
rats SAPN soumis au glucose (Waterland et al. 2002). En fait, la sécrétion d'insuline par les cellules béta
des flots pancréatiques dépend essentiellement de I'entrée du glucose, qui est réalisée par le
transporteur de glucose GLUT-2. Paradoxalement, une augmentation de I'expression de GLUT-2 dans les
flots pancréatiques a été observée chez les rats SAPN (Cunha et al. 2009). Waterland et al. ont utilisé des
puces a ADN afin d’identifier les différences d’expression géniques d’ilots pancréatiques et ont mis en
lumiere une différence d’expression de 13 genes au sevrage et de 10 geénes jusqu’a 4 mois (Waterland et
al. 2002). Ces données indiquent que la SAPN peut modifier de facon permanente I'expression des génes
pancréatiques, vraisemblablement par des modifications d’ordre épigénétiques.

Des études réalisées sur le foie de rats SAPN ont montré une augmentation des taux hépatiques
de triglycérides et des enzymes PPARx et PGC1 au sevrage, suggérant une préférence d’utilisation des
acides gras comme la source énergétique dans le foie, ce qui contribuerait au développement d’une
résistance a l'insuline (Conceicao et al. 2015). A I'dge de 6 mois, une diminution de la signalisation
insulinique hépatique a été observée : I'expression du récepteur B a I'insuline (IRB), de I'IRS-1, de I'IRS1
phosphorylé, d’Aktl et de la PI3-K étaient diminuée de maniére significative. Cette détérioration de la
signalisation insulinique hépatique pourrait alors renforcer le déséquilibre du glucose/insuline. De
surcroit, la SAPN induit une diminution des activités de plusieurs enzymes antioxydantes hépatiques,
comme les catalases, les SODs et la glutathion peroxydase alors que des marqueurs du stress nitro-
oxydant, tels que les nitrates et les malonedialdéhydes, sont augmentés dans le foie et le plasma
(Conceicao et al. 2013). Ce déséquilibre peut étre induit soit par une diminution des défenses
antioxydantes, soit par une augmentation de la production d’espéces réactives de I'oxygene et de I'azote,
et pourrait également participer au développement d’une résistance a l'insuline.

Au niveau des muscles squelettiques, une hyperméthylation est observée au niveau des
promoteurs des IRS1 et Glut4 chez les rats SAPN au sevrage, ce qui conduit a une diminution des ARNm
de I'IRS et de Glut4. Ces modifications épigénétiques précoces alterent la signalisation insulinique et
contribuent également au développement d’une résistance a l'insuline chez ces animaux (Liu et al. 2013,

Bei et al. 2015).

g) Modifications des lipides plasmatiques circulantes par la SAPN

Des perturbations des lipides plasmatiques sont souvent observées chez les rats ou souris SAPN
avec une augmentation des triglycérides (Plagemann et al. 1999, Boullu-Ciocca et al. 2005, Kappeler et al.

2009, Moreira et al. 2009, Bei et al. 2015, Bernardo et al. 2016), des acides gras libres (Boullu-Ciocca et al.
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2005, Boullu-Ciocca et al. 2008, Kappeler et al. 2009), du cholestérol total (Boullu-Ciocca et al. 2005,
Kappeler et al. 2009, Moreira et al. 2009) et une diminution des HDL (Rodrigues et al. 2011). Toutefois,
selon la souche, la taille de la portée, I'age et l'origine géographique de l'animal, ces perturbations
lipidiques ne sont pas systématiquement rapportées (Rajia et al. 2010, Hou et al. 2011) (Rodrigues et al.

2007, Xiao et al. 2007, Ji et al. 2014).

h) Fonction cardiovasculaire

(1) Pression artérielle

L'hypertension artérielle est considérée comme un facteur de risque majeur pour certaines
pathologies cardiovasculaires, notamment pour I'accident vasculaire cérébral, I'infarctus du myocarde et
I'insuffisance cardiaque. Chez les rongeurs, I'obésité induite par un régime riche en graisses est associée
a une augmentation de la pression artérielle (Velkoska et al. 2005). Chez les rongeurs SAPN adultes, une
augmentation de la pression artérielle systolique et diastolique a été observée (Plagemann et al. 1999,
Boubred et al. 2007, Boubred et al. 2009, Kappeler et al. 2009, Habbout et al. 2012, Achard et al. 2015),
mais cette augmentation est généralement mineure, de 10 a 15 mmHg, et parfois non significative
(Velkoska et al. 2005, Velkoska et al. 2008, Rajia et al. 2010, Alcazar et al. 2012, Yim et al. 2012).
Plusieurs médiateurs centraux et périphériques, qui sont modifiés par SAPN, peuvent contribuer a
I'augmentation de la pression artérielle, tels que les glucocorticoides, la leptine et le neuropeptide Y. En
effet, de par son effet activateur sur le systéme nerveux sympathique, la leptine est susceptible d’induire
une augmentation de la pression artérielle (Dunbar et al. 1999). A l'inverse, le NPY, impliqué dans le
controle de la prise alimentaire, dont la libération est inhibée par la leptine, peut agir au noyau du
tractus solitaire (NTS), pour induire une diminution de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque
(Michel et al. 1995). Cependant, les mécanismes exacts impliqués dans I'induction d’une I'hypertension
par le surpoids chez le rongeur ne sont pas encore élucidés. Notre équipe a été évaluée la réactivité
aortique et coronaire, sur des aortes thoraciques et des coeurs isolés perfusés prélevés chez des rats
Wistar SAPN. Il n’a pas été constaté de différences entre les groupes au niveau de la vasoréactivité
dépendante (perfusion de bradykinine) ou indépendante (perfusion de nitroprussiate de sodium) de
’'endothélium. Dans une étude récente réalisée chez des hamsters dorés, la fonction microvasculaire
dépendante de I'endothélium a été évaluée par I'acétylcholine dans le muscle crémaster ; cette étude a
montré qu’a l'dge adulte la SAPN induisait une dysfonction microvasculaire dépendante de

I’endothélium (Leite et al. 2012).
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(2) Hypertrophie et fonction myocardique

Chez le rat Wistar, la SAPN peut induire une hypertrophie cardiaque au moment du sevrage,
avec une augmentation de I'épaisseur de la paroi ventriculaire, un raccourcissement du diamétre du
ventricule gauche, un élargissement de la surface des cardiomyocytes et une diminution de la densité
des vaisseaux coronaires (Moreira et al. 2009). Si cette situation n'est pas compensée, elle peut conduire
a une atteinte de la fonction contractile myocardique. Plusieurs facteurs, tels que I'étirement
biomécanique ou des facteurs neurohumoraux, peuvent induire un remodelage ventriculaire. En effet,
I’hypertrophie des cardiomyocytes peut étre déclenchée par des hormones, des cytokines, et des
facteurs de croissance. La leptine et linsuline peuvent étre considérées comme des facteurs
métaboliques ou de croissance pour le cceur (Belke et al. 2002, Xu et al. 2004). Par exemple, dans les
cardiomyocytes, l'insuline agit sur son récepteur (IR) puis recrute différents substrats dont I'IRS, ce qui va
déclencher la phosphorylation de PI3K, augmenter le phosphatidylinositol triphosphate (PIP3) et activer
les sérine/thréonine kinases dépendantes du PIP3. Les récepteurs de la leptine (Ob-Rb) sont également
présents dans le coeur. Comme nous l'avons déja évoqu é, la voie de signalisation de la leptine implique
la PI3K, JAK2 et STAT3. Il a été montré une activation des voies de signalisation de I'insuline et de la
leptine avec une augmentation de la quantité d’IR, d’Ob-Rb, de PI3K, de STAT3 et de la translocation
membranaire de GLUT4 au moment du sevrage chez les rats SAPN (Pereira et al. 2006). ). Cette
augmentation de la sensibilité a l'insuline et a la leptine chez les jeunes rats SAPN pourrait induire une
réponse adaptative cardiaque, avec une meilleure absorption du glucose et une meilleure fourniture
d'énergie, mais peuvent aussi conduire a un phénotype hypertrophique.

Notre équipe a observé que la SAPN conduit a des modifications des parametres
cardiovasculaires basaux chez la souris adulte. Il s'agit notamment d'un élargissement du diamétre
ventriculaire et d’'une diminution de la fraction d'éjection ventriculaire gauche a 7 mois (Habbout

(Habbout et al. 2013)A et al., 2013).

(3) Fibrose

Le dépot de collagéne est utilisé couramment pour déterminer la fibrose cardiaque. Plusieurs
équipes ont montré une augmentation du collagene dans le ventricule gauche chez des rats SAPN adulte
de 4 mois (Velkoska et al. 2008) et de 6 mois (Habbout et al. 2012). Au niveau histologique, on observe
une augmentation de la densité de collagene (+54%) dans les ventricules gauche et droit de rats et souris

adultes SAPN. De plus, les travaux de notre équipe ont montré une augmentation de I'expression de la
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métalloprotéinase de matrice de type-2 (MMP-2) et de I'activité de la MMP-2 dans les deux ventricules
chez les souris SAPN. Ces modifications touchant le collagéne et la matrice extracellulaire peuvent
conduire a des modifications de la structure architecturale du cceur (Habbout et al. 2013).

Plusieurs facteurs environnementaux tels que le stress oxydant ou I'augmentation de la leptine
pourraient étre impliqués dans ce remodelage. Certaines études ont mis en évidence le rble de la leptine
et de l'insuline dans I'allongement des cardiomyocytes (Abe et al. 2007), au cours de I'hypertrophie
ventriculaire (Fredersdorf et al. 2004, Perego et al. 2005), et dans I'insuffisance cardiaque (Schulze et al.
2003). Ces changements de |'organisation myocardique pourraient étre une des conséquences tardives
de modifications précoces de I'expression génique de certaines isoformes de l'actine, de la myosine, du
collagene, de la dystrophine et d'autres protéines structurelles que nous avons retrouvées dans nos
travaux (Habbout et al. 2013), et qui pourraient avoir un impact décisif sur la structure de I'organe a long

terme.

(4) Genes cardiaques

Grace a l'utilisation de puces d’expression pangénomiques, notre équipe a montré que la SAPN
peut influencer I'expression cardiaque de plusieurs genes impliqués dans |'organisation structurelle du
cceur (collagenes, myosine, actine, dystrophine, dynéine ...), le métabolisme (insuline, facteurs de
croissance), la vasoréactivité (endothélinel et son récepteur), la signalisation cellulaire et le stress
oxydatif (glutathion S-transférase) (Habbout et al. 2013). Aprés seulement 24 jours de consommation
accrue de lait maternel, I'expression génique myocardique est modifiée chez les souris SAPN, ce qui
pourrait avoir un impact permanent dans la structure du cytosquelette et dans I'organisation structurelle

des cardiomyocytes.

(5) Sensibilité myocardique aux lésions d’ischémie reperfusion

L'ischémie myocardique correspond a une situation d’apport limité en oxygéne et en nutriments
pour le cceur, et qui peut conduire a des lésions irréversibles. La reperfusion rapide du myocarde
ischémique est le seul moyen permettant de sauver du tissu en souffrance, de réduire la mortalité
cellulaire et de limiter la taille de I'infarctus. Paradoxalement, le retour du flux sanguin dans le territoire
ischémique peut également entrainer des dommages et complications cardiaques, communément

regroupés sous le terme de lésions de reperfusion.
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Sur des cceurs isolés de souris ou de rats SAPN, les fonctions cardiaques basales ne sont pas
modifiées par rapport a celles des cceurs des animaux contrdoles. Cependant, aprés 30 min d'ischémie
suivie de 2 h de reperfusion, la récupération du débit cardiaque est altérée pour les coeurs des rongeurs
SAPN. La quantité totale de LDH, marqueur de Iésions cellulaires, dans les effluents coronaire au cours de
la reperfusion, est augmentée chez les rats SAPN (Habbout et al. 2012). Sur les coeurs des souris SAPN, la
récupération du flux coronaire et de la contractilité est également affectée apres l'ischémie. L’évaluation
de la zone infarcie au bout de 2 heures de reperfusion a montré une augmentation (+ 74%) de la taille de
I'infarctus sur les coeurs des souris SAPN (Habbout et al. 2013). Ces résultats suggerent que la SAPN
induit une plus grande sensibilité myocardique aux Iésions d'ischémie-reperfusion avec des dommages
cellulaires plus graves. Notre hypothéese est que, dans des conditions de stress, telles que celles initiées
par l'ischémie-reperfusion qui génére une libération importantes d’espéces réactives de I'oxygéne et de
I'azote (Vergely et al. 1998, Vergely et al. 2001), les altérations métaboliques induites par SAPN, qui sont
assez bénignes dans des conditions normales, favorisent une plus grande susceptibilité du myocarde aux

|ésions d’ischémie et/ou de reperfusion.

(6) Sensibilité cardiaque a la toxicité induite par la doxorubicine

La doxorubicine (DOX), une anthracycline couramment utilisée dans le traitement de différents
types de cancers, est connue pour induire une cardiotoxicité grave et parfois Iétale. En effet, la DOX peut
conduire a une insuffisance cardiaque congestive dose-dépendante. Le stress oxydant est un des
mécanismes importants de la cardiotoxicité de la DOX, liée a la production d’ERO au cours du
métabolisme intracellulaire de la quinone.

Les résultats de notre équipe ont montré que les souris qui ont subi une SAPN sont plus sensibles
a la cardiotoxicité induite par la DOX, et présentent des détériorations plus graves de la fonction
ventriculaire gauche, avec un élargissement plus important des diametres ventriculaires et une
augmentation des marqueurs du stress oxydatif dans le tissu cardiaque (Guenancia et al. 2015). Cette
étude confirme l'idée que les coeurs des souris SAPN adultes sont plus sensibles a des lésions

pathologiques induites par un stress oxydant.

i) Stress nitro-oxydant

L'obésité et le surpoids sont associés a une augmentation du stress oxydant, non seulement au

niveau circulant, mais également dans le tissu myocardique (Laight et al. 1999, Vincent et al. 1999).
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Notre équipe a montré une augmentation des taux d’hydroperoxydes plasmatiques et une diminution du
taux de vitamine C sanguin, ce qui indique la présence d’un stress oxydant circulant chez les rats SAPN
(Habbout et al. 2012). Des travaux conduits chez la souris, ont confirmé ces résultats (Habbout et al.
2013). La SAPN induit également une augmentation du stress oxydant dans le tissu myocardique a I'age
d’adulte, observé par spectroscopie de résonance paramagnétique électronique (RPE) (Oudot et al. 2006,
Delemasure et al. 2007). Cette de la production d’espéces réactives dans le tissu myocardique chez les
souris SAPN est une découverte originale qui confirme le lien entre I'obésité et I'augmentation du stress
oxydant myocardique (Vincent et al. 1999). Nous avons également observé une augmentation
significative de I'expression et de I'activité cardiaque d’enzymes antioxydantes, telles que le superoxyde
dismutase de dépendante du manganése (Mn-SOD) et la catalase. Ce résultat a premiére vue paradoxal,
s’explique par une réponse adaptative du tissu a un stress oxydant accru.

Pour conclure, chez le rongeur, la SAPN conduit a des modifications précoces des circuits
hypothalamiques de régulation de I'homéostasie énergique. Cette situation modifie I'expression de
nombreux génes, et affecte le niveau d’hormones circulantes telles que la leptine et I'insuline (Figure 6).
Ces changements peuvent conduire a leur tour a des perturbations de I'organisation structurelle et
métabolique et induire a plus long terme des altérations de la fonction et de la structure d’organes tels
que le tissu adipeux, le foie, le pancréas, le coceur, les vaisseaux. Ces altérations induisent probablement
une sensibilité accrue de ces souris a certaines pathologies, notamment cardiovasculaires et
métaboliques. Enfin, I'ensemble des travaux précédemment présentés suggere que le niveau
nutritionnel pendant la période postnatale immédiate est primordial, car il peut exercer un impact
définitif sur le risque cardio-métabolique a I'dge adulte. Il semble ainsi nécessaire de comprendre les
mécanismes biologiques, cellulaires et moléculaires, impliqués dans ces modifications induites par la
SAPN afin de déterminer leur importance pour la santé humaine et de concevoir des interventions

possibles pour prévenir ou traiter leurs conséquences déléteres.
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D. Restriction calorique

1. Définition

C’est en 1935 qu’une premiéere étude menée chez le rat par McCay et ses collaborateurs, met en
évidence qu’une restriction calorique (RC) de 40% a partir du sevrage entraine une augmentation de
I’espérance de vie de ces animaux (McCay et al. 1935). Les conclusions de ce travail ont entrainé un
véritable engouement, et de nombreuses études ont alors vu le jour chez d’autres espéces animales,
révélant des effets similaires sur la longévité ainsi que sur le retard d’apparition de pathologies liées a
I’age et sur le maintien des fonctions biologiques de I'organisme.

La RC correspond a une diminution de la prise alimentaire sans malnutrition, c’est-a-dire sans
induire d’excés ou de carence pour un nutriment donné. Autrement dit, I'abaissement calorique doit
concerner I'ensemble des nutriments du régime alimentaire de « base ». Chez I'animal, la méthode la
plus répandue pour instaurer une RC nécessite d’abord de mesurer la prise alimentaire individuelle des
animaux lorsqu’ils sont nourris ad libitum, c’est-a-dire lorsque la ressource alimentaire est disponible a
volonté jusqu’a satiété. L'apport calorique est ensuite individuellement abaissé d’un pourcentage précis,
variant de 20-60% (Canto et al. 2009).

La RC est une intervention efficace qui augmente la durée de vie et réduit I'incidence et la gravité
des pathologies liées a I'age dans de nombreux modeéles animaux, de levures unicellulaires aux primates
non humains, en passant par les mouches des fruits. En plus de ces paramétres liés au vieillissement, la
RC améliore notablement la résistance a un stress oxydant aigu et sur le plan métabolique, améliore
I'hnoméostasie du glucose, la sensibilité a l'insuline, les profils lipidiques plasmatiques et le niveau de la

pression artérielle (Speakman et al. 2011).
2. Espérance de vie

La longévité de trées nombreuses especes, comme le ver C. elegans ou la souris, est prolongée
par la RC (Sohal et al. 1996, Heilbronn et al. 2003). Chez I’'Homme, des travaux conduits sur la population
japonaise de I'lle d’Okinawa qui comprend un nombre particulierement élevé de centenaires, indique
aussi que la RC - gqu’il ne faut pas confondre avec des déficits nutritionnels - pourrait aussi prolonger la
durée de vie chez 'Homme (Willcox et al. 2006). L’hypothése la plus répandue est que la RC diminue le
métabolisme basal et donc la consommation d’oxygeéne. Cette explication fait écho aux idées défendues

par Pearl des les années 20, suggérant que I'activité métabolique globale est inversement corrélée a la
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durée de vie des espéces et des individus (Speakman 2005). Cette hypothése ne semble pas vérifiée chez
toutes les espéces, en particulier chez les oiseaux qui possédent un métabolisme tres actif (Barja 1998).
Le modele de la RC a été considéré comme compatible avec la théorie radicalaire du vieillissement, dans
la mesure ou la consommation d’oxygene par la mitochondrie s’accompagne d’un relargage d’ERO par la
chaine respiratoire. Le taux d’ERO produit est tres controversé puisque il est passé d’estimations
(réalisées in vitro) allant de 2 a 4 % de 'oxygene consommeé a des estimations plus réalistes de 0,2 3 0,4 %
(Balaban et al. 2005). Néanmoins, on peut comprendre qu’une diminution de la consommation
d’oxygeéne s’accompagne d’une diminution de la production mitochondriale d’ERO et donc, selon la
théorie radicalaire du vieillissement, d’'un prolongement de la durée de vie. Il n"’en demeure pas moins
gu’une activité métabolique forte chez certaines especes ne s’accompagne pas d’une diminution de la
longévité (Barja 1998, Bordone et al. 2005). Pour comprendre ce paradoxe, il faut remettre en cause la
relation entre la consommation d’oxygene et la production d’ERO. Dans certaines conditions, comme
I’exercice physique, une activité métabolique importante ne s’accompagne pas d’une élévation
proportionnelle de la production d’ERO. Parmi les mécanismes qui peuvent modifier la relation entre la
production d’ERO et la consommation d’oxygene, le découplage mitochondrial, réalisé par les
thermogénines (UCP), semble étre directement impliqué. Les UCP, dont certaines isoformes sont
induites par le stress oxydant, réduisent le gradient de protons au niveau de la membrane
mitochondriale interne et, de ce fait, diminueraient la production d’ERO (Pecqueur et al. 2001). Ce role
des thermogénines demeure cependant controversé. Il est sans doute un peu réducteur de ne voir dans
les effets de la RC, que ceux qui sont liés a la résistance aux agressions oxydantes. Des effets hormonaux
et métaboliques globaux, en particulier 'amélioration de la sensibilité a I'insuline, sont sans doute des
éléments essentiels a considérer dans cette physiopathologie associée aux processus oxydatifs

(Pecqueur et al. 2001).

3. Effet de la restriction calorique sur la fonction métabolique

a) Poids corporel

Presque tous les animaux sous RC perdent du poids. Cependant, la perte du tissu adipeux blanc
n’est pas proportionnelle a la perte de poids globale (Bertrand et al. 1980). Par exemple, une RC de
moins 40% chez des rats Sprague-Dawley conduit a une perte de poids proportionnelle au niveau de la
RC, mais la masse grasse abdominale est diminuée de facon plus importante (Bagga et al. 1995). Dans
une autre étude ol la masse grasse totale et la masse grasse viscérale ont été mesurées chez les rats de

18 mois sous RC de 55% (43 kcal/d vs 79 kcal/d), il a été observé une perte d’un tiers de la masse grasse
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totale et de la masse grasse viscérale par rapport aux rats AL du méme age, sans modification de la
masse maigre (Barzilai et al. 1998). Les souris C57BL/6 subissant un je(ine intermittent, c’est-a-dire
I'alternance d’un jour de je(ine suivi d’un jour avec nourriture, maintiennent leur poids corporel (Anson
et al. 2003) mais, a I'instar d’'une RC classique, présentent une baisse de la glycémie et de I'insulinémie.
Ces résultats suggerent que la perte de I'adiposité n’est pas I'élément clé des effets métaboliques
bénéfiques de la RC. Comme cela se produit chez les rats sous RC, le jeline intermittent induit une
redistribution de la masse grasse viscérale vers le tissu adipeux sous-cutané (Varady et al. 2007). Par
conséquent, la perte de la graisse viscérale jouerait un role prépondérant dans les effets bénéfiques de
la RC. Dans ce contexte, il a été en effet montré que la résection de la masse grasse viscérale par

chirurgie améliorait la sensitivité a I'insuline (Barzilai et al. 1998, Barzilai et al. 2001).

b) Leptine et restriction calorique

La perte de tissu adipeux lié¢ a la RC induit une diminution du taux de plusieurs adipokines
circulantes, dont la leptine (Frederich et al. 1995, Frederich et al. 1995). Une RC (- 600 kcal/jour) de 10
semaines chez des femmes obéses entraine une réduction du poids corporel de 7,5%, accompagnée
d’une diminution de la sécrétion de leptine de 40%, et des réductions similaires des taux circulants de
TNF-a, d’IL-6 et d’IL-8 (Arvidsson et al. 2004). La baisse de la leptine dépend partiellement de la
composition du régime alimentaire. Ainsi, les rats obéses Zucker voient leurs taux de leptine baissés
uniquement lorsqu’ils sont soumis a des régimes pauvres en graisse (16% d’énergie totale venant des
graisses) (Beck et al. 2009). Soumis a autre régime, fournissant une énergie totale équivalente (48 kcal/j)
mais plus riche en graisse (50% d’énergie totale venant des graisses), qui induit une perte de masse
grasse équivalente, leurs taux de leptine ne sont pas modifiés. Chez le rat, il est intéressant de noter que
la diminution de leptine induite par une RC s’"accompagne d’une restauration de la sensibilité a la leptine

(Wilsey et al. 2004).

¢) Adiponectine et restriction calorique

Le taux d’adiponectine est augmenté par la RC (Combs et al. 2003, Zhu et al. 2004) et aussi par le
protocole de jelQine intermittent (Wan et al. 2010). Ceci est cohérent avec la relation négative entre la
masse grasse et le taux d’adiponectine circulant (Rosen et al. 2006). La RC semble étre le moyen le plus

efficace pour augmenter I'expression génétique et le taux circulant d’adiponectine chez les rongeurs
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(Qiao et al. 2011). Cette augmentation de I'adiponectine pourrait expliquer certains effets bénéfiques de
la RC.

L'adiponectine a été identifiée la premiere fois comme un peptide du tissu adipeux, dérégulé lors
de I'obésité (Ouchi et al. 1999). Elle est produite exclusivement dans les adipocytes et secrétée dans la
circulation sanguine. Elle module de nombreux processus métaboliques : elle favorise le métabolisme
des graisses, et joue un role anti-inflammatoire, anti-diabétique et anti-athérogene. Des études ont
suggéré que I'adiponectine était un signal de faible disponibilité alimentaire.

Une RC de moins 40% pendant 24 semaines augmente |'expression génique de I'adiponectine
dans la graisse épididymaire et accroit les taux d’adiponectine circulante chez les souris C57BL/6, quel
gue soit le régime initial, pauvre ou riche en graisse. La RC augmente également I'adiponectine circulante
chez les souris ob/ob (obéses, déficientes en leptine) et souris A/J (résistantes a I’'obésité), mais pas chez
les souris KO vis-a-vis du PPARa. L’augmentation de I'expression de PPARa chez les souris C57BL/6 sous
RC a suggéré que l'expression de PPAR est indispensable a cette augmentation de I'adiponectine au

niveau du tissu adipeux (Qiao et al. 2011).
d) Insuline et restriction calorique

De nombreuses études ont rapporté que la RC réduisait les taux circulants d'insuline, de la
somatomédine IGF-1 et du glucose (Breese et al. 1991, Argentino et al. 2005, Argentino et al. 2005). La
réduction du taux d'insuline et d'IGF-1 se produit rapidement, dés le geme jour de RC (Chan et al. 1993) et
s’accentue avec le temps. La diminution de ’ARNm d’IGF-1 au niveau du foie est corrélée a la baisse de la
masse corporelle chez des rats sous RC inférieure a 40% (Breese et al. 1991).

Les diminutions d'IGF-1 et d'insuline sous RC ont un lien avec ses effets sur la longévité. Des
mutations impliquant des défauts de la voie de signalisation de I'lGF-1 et de I'insuline intracellulaire chez
C. elegans et D. melanogaster conduisent a une durée de vie plus longue (Berryman et al. 2008, Kenyon
2011). Les études réalisées chez les souris présentant des défauts dans les voies signalisation
d'insuline/IGF-1 ont montré des résultats similaires (Selman et al. 2008, Selman et al. 2011).

Méme si la RC diminue l'insulinémie, les animaux sont capables de répondre correctement au
glucose car le tissu musculaire augmente ses capacités d’absorption. Cette pénétration de glucose
induite par l'insuline est multipliée par 4 chez des rats témoins et par 12 chez des rats sous RC (Agote et
al. 2001). Bien que I'expression musculaire du récepteur a l'insuline soit augmentée sous I'effet de la RC,
I'activité de PI3K est abaissée et le transporteur GLUT-4, le transporteur principal du glucose dans le

muscle, est sévérement réduit. Cette diminution est cependant compensée par une translocation plus
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efficace des GLUT4 a la surface cellulaire en réponse a l'insuline. De plus, GLUT-1, GLUT-3 et GLUT-5, qui
sont normalement des isoformes mineures du transporteur de glucose dans le muscle squelettique, sont
tous augmentés par la RC chez le rat. L'élévation de ces transporteurs mineurs de glucose, ainsi que
I'amélioration de la translocation de GLUT-4 contribuent a une meilleure pénétration du glucose induite
par l'insuline dans le muscle squelettique (Agote et al. 2001).

Des études ont suggéré que la voie signalisation de I'lGF-1 et de l'insuline pourrait avoir un
impact direct sur le niveau du stress oxydant et que cet effet pourrait étre lié aux effets sur la longévité.
Il a été démontré que I'administration d'insuline chez le rat sous RC inverse la réduction du potentiel
mitochondrial et augmente la production d’H,0, (Lambert et al. 2004, Lambert et al. 2004). En outre, la
voie de signalisation de I'insuline stimule I'autophagie. Une administration hebdomadaire tout au long de
la vie d'un médicament anti-lipolytique, le 3,5-dimethylpryrazole , afin d’abaisser les taux de glucose et

d'insuline, active I'autophagie (Bergamini et al. 2003, Del Roso et al. 2003).

4. Effet de restriction calorique sur la fonction cardiovasculaire

L'athérosclérose et les maladies cardiovasculaires sont les principales causes de morbidité et de
mortalité liées a I'dge dans les pays occidentaux (Lakatta 2003, Lakatta et al. 2003, Lakatta et al. 2003).
Les effets bénéfiques de la RC semblent aussi s’étendre a la fonction cardiaque, ce qui a été reconnu au
cours du siécle dernier. En effet, pendant la deuxieme guerre mondiale, la réduction des apports
nutritionnels s’est accompagnée d’une baisse de la mortalité due aux maladies coronariennes (Strom et
al. 1951). Par la suite, plusieurs études ont montré que la RC pouvait prévenir la survenue de maladies
cardiovasculaires et retarder le vieillissement cardiaque (Walford et al. 1992, Fontana et al. 2004,
Fontana et al. 2007, Fontana 2008). La RC a été jugée trés efficace pour réduire les risques
d’athérosclérose chez I’'Homme dans I'étude « Biosphere » réalisée sur 2 ans (Walford et al. 1992) et
dans une autre étude ou les individus se sont imposés eux-mémes une RC pendant une durée moyenne
de 6 ans (Fontana et al. 2004). Dans ces deux études, la RC entrainait une diminution significative des
taux de cholestérol circulant, de LDL, de triglycérides, de glucose et d’insuline a jeun ainsi qu’une baisse
des pressions artérielles systolique et diastolique (Walford et al. 1992, Fontana et al. 2004). Cependant,
des résultats contradictoires ont été trouvés quant au taux des HDL, qui a augmenté dans I'étude de RC
auto-imposée (Fontana et al. 2004) mais a diminué dans I'étude « Biosphere » (Walford et al. 1992). Cela
pourrait étre expliqué par des différences de composition des régimes alimentaires : I'alimentation de
I’étude « Biosphere » était largement végétarienne, trés faible en matiéres grasses (10% de I'apport

énergétique), riche en glucides (76% de I'apport énergétique) et avec un apport protéique
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correspondant a 14% de l'apport énergétique, contrairement a I'étude de Fontana et coll. ou 46% de
I"'apport énergétique provenait des protéines.

Des effets similaires ont été trouvé chez les singes, avec une diminution du glucose et de
I'insuline a jeun (Kemnitz et al. 1994, Lane et al. 1995), une baisse du LDL cholestérol, des phospholipides
(Edwards 1) et al. 2001) et une diminution des triglycérides, mais pas du cholestérol total sérique
(Verdery et al. 1997). Toutes ces modifications sont susceptibles de contribuer a I'effet cardioprotecteur
de la RC. Une simple perte de poids par la RC peut améliorer la fonction cardiaque. Une étude clinique a
comparé I'effet d’une augmentation de 20% de la dépense énergétique seule par rapport a une baisse de
20% de I'apport énergétique seul (RC) sur les risques métaboliques des maladies coronariennes (Fontana
et al. 2007). Des améliorations importantes et similaires sur les principaux facteurs de risque des
maladies coronariennes ont été trouvées dans les deux cas.

Ces effets bénéfiques sur la fonction cardiovasculaire peuvent étre expliqués par des adaptations
biochimiques et cellulaires, associant le stress oxydant, la fonction mitochondriale, I'inflammation,
I'apoptose et I'autophagie. Les cardiomyocytes, en raison de leur contraction en continu, sont considérés
comme les cellules les plus énergétiguement exigeantes du corps (Severs 2000). Les résultats de
microarray d'oligonucléotides a haute densité, pour définir des modifications transcriptionnelles
associées au vieillissement et a la RC dans le muscle squelettique de souris (Lee et al. 1999), le cerveau
(Lee et al. 2000) et le cceur (Lee et al. 2002), suggerent des modifications distinctes entre les tissus. En
effet, pour chaque organe, le vieillissement entraine des modifications uniques au niveau trancriptionnel.
Les résultats obtenus au niveau du muscle squelettique et du cerveau ont permis de proposer que le
stress oxydant pourrait étre une cause importante des processus de vieillissement des tissus post-
mitotiques. En revanche, le profil transcriptionnel au niveau cardiaque suggére que la RC protége les
myocytes de la mort cellulaire associée a I’age (Lee et al. 2002). Ces résultats sont en accord avec les
premieres études qui ont montré des effets bénéfiques de la RC vis-a-vis des cardiomyopathies (Berg et
al. 1960, Maeda et al. 1985) et sont compatibles avec une analyse globale plus récente de I'expression
génique (arrays Affymetrix) dans les cceurs murins (Dhahbi et al. 2006). Cette étude indique qu’une RC a
long terme (8 semaines) protége les cardiomyocytes de l'apoptose liée a I'dge en réduisant les
dommages de I'ADN, en renfor¢ant leur capacité de réparation, en réduisant I'expression des génes pro-
apoptotiques et en activant des genes inhibiteurs de 'apoptose. La RC a également des effets sur des
génes associés a la fibrose et au remodelage tissulaire ainsi qu’a la matrice extracellulaire, au
cytosquelette, a la mort cellulaire, a l'inflammation et sur des génes impliqués dans la régulation du

métabolisme des acides gras (Dhahbi et al. 2006).
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La RC a un effet protecteur vis-a-vis des lésions ischémiques (Broderick et al. 2001). Cet effet
peut étre associé aux modifications de la fonction mitochondriale cardiaque (Broderick et al. 2002). Un
autre protocole de RC associée a un jeline intermittent (RC-JI), avec acces a la nourriture un jour sur deux,
influe également sur les lésions ischémiques cardiaques chez les rats. 24 heures apres l'induction d’un
I'infarctus du myocarde (IDM) par ligature de I'artére coronaire, la taille de I'infarctus dans le groupe RC-
JI était 2 fois plus petite et le nombre de cardiomyocytes apoptotiques dans la zone a risque était 4 fois
moins important par rapport au groupe controle. La réponse inflammatoire était significativement
réduite dans ce groupe. Les échocardiographies révélent que, pendant les dix semaines apres IDM (avec
la poursuite du traitement RC-JI, le remodelage du ventricule gauche et I'expansion de l'infarctus du
myocarde, observés dans le groupe controle, étaient absents dans le groupe RC-JI. Dans un sous-groupe
d'animaux présentant des tailles d’infarctus similaires une semaine apres I'IDM, le groupe sous RC-JI
avait eu un remodelage plus faible, une meilleure fonction du VG et une absence d’expansion de I'IDM
par rapport au groupe contréle. La RC protége le cceur contre les Iésions ischémiques et atténue le
remodelage cardiaque post IDM par des mécanismes anti-apoptotiques et anti-inflammatoires (Ahmet et
al. 2005). Cet effet protecteur de la RC semble lié a l'adiponectine (Wan et al. 2010), qui est
généralement augmentée chez les animaux en RC.

L’amélioration fonctionnelle de la récupération post-ischémique des coeurs par la RC est associée
a une augmentation de I'oxydation du glucose au cours de la reperfusion par rapport aux témoins. Les
cceurs de souris sous RC présentent une augmentation des taux cardiaques d’ATP et une plus faible
activité de I'AMPK a la fin de la reperfusion par rapport a ceux de souris témoins (Sung et al. 2011), ce
qui est cohérent avec les effets d’amélioration de |'approvisionnement en énergie par la RC. Les effets du
pré-conditionnement ischémique (PCl), une méthode endogene de protection contre les lésions de
reperfusion cardiaque, ont été évalués sur des coeurs isolés de rats adultes (6 mois) et agés (24 mois)
issus d’animaux nourris AL ou soumis a une RC 40% (Abete et al. 2002). Dans les coeurs de rats adultes, la
récupération de la pression développée était significativement améliorée par le PCl par rapport aux
ceceurs controbles (85,2 + 19% vs 51,5 + 10%, p <0,01). Chez les coeurs de rats agés, |'effet cardioprotecteur
du PCI était aboli, mais il était restauré partiellement par la RC (66,6 + 13% vs 38,3 + 11%, p <0,05). Bien
que l'effet de la RC n'ait pas restauré complétement I'effet du PCl chez les animaux agés par rapport aux
groupe controle adulte, des études ultérieures ont montré que la combinaison de la RC avec un
entrailnement physique pouvait restaurer completement I'effet du PCl chez les animaux agés (Abete et al.
2005). Par conséquent, le PCI réduit le dysfonctionnement post-ischémique sur le coeur, et cet effet qui

diminue avec I'dge pourrait étre partiellement restauré par la RC.
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L'effet bénéfique de la RC s’étend au systéme circulatoire avec une diminution de la
fibrosclérose de I'aorte liée a I'age. Il est suggéré que cet effet protecteur soit associé a la diminution du
stress oxydant observé chez les animaux en RC. Par exemple, le 4-hydroxy-2,3-nonénal (HNE) induit
I'expression et la synthése du transforming growth factor f 1 (TGFB 1) qui stimule la fibrogenese. Il est,
par conséquent possible que par la diminution du stress oxydant, la RC réduise les niveaux de HNE, donc
I'expression de TGFB 1 et le dép6t de collagene, probablement par la régulation de I'activation de Jun-N
terminale kinase et de I'AP-1 (Chiarpotto et al. 2006).

Le stress oxydant joue un réle dans de nombreuses pathologies liées a I'dge et en particulier sur
les maladies cardiovasculaires (Rochette et al. 2014). La RC diminue la production des EROs
mitochondriales liées a I'age dans la plupart des tissus, y compris les vaisseaux et le coeur (Gredilla et al.
2001). La RC a long terme atténue significativement le stress oxydant, diminue I'activité des NAD(P)H
oxydases et améliore la fonction endothéliale dans I'aorte de rats agés F344 (Csiszar et al. 2009). La RC
peut augmenter la biodisponibilité du NO empéchant ainsi I'athérogenése (Nisoli et al. 2005) (Ungvari et
al. 2008, Kondo et al. 2009).

Le vieillissement est associé a l'inflammation vasculaire chronique de bas grade qui favorise le
développement des maladies cardiovasculaires (Danesh et al. 2000). La RC entraine une diminution de
plusieurs marqueurs inflammatoires, comme le TNFx et I'IL-6 qui sont en corrélation avec la fonction
cardiovasculaire (Spaulding et al. 1997). La RC a la fois inhibe I'augmentation des activités de JNK et de
P38 liées a I'dge au niveau de l'aorte de rats agés et inverse l'augmentation de l'activité de I'AP-1
(Castello et al. 2005). Les prostanoides, connus pour jouer un réle important dans l'inflammation et les
maladies cardiovasculaires, voient leurs niveaux augmenter avec |'age mais diminuer par la RC (Kim et al.
2004). 'adiponectine, qui exerce un effet anti-inflammatoire, est également augmentée lors de la RC

chez les souris (Shinmura et al. 2007) ainsi que chez I'homme (Antoniades et al. 2009).
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E. Stress oxydant et maladies cardiovasculaires

1. Définition du stress oxydant et des radicaux libres

Au sein des systéemes biologiques, un déséquilibre entre des systémes oxydants et antioxydants
en faveur des pro-oxydants peut survenir, conduisant a ce que I'on appelle communément le stress
oxydant. Il résulte des processus d’oxydo-réduction mettant en jeu I'oxygene, et conduit a la production
excessive d’intermédiaires réactionnels appelés espéeces réactives de I'oxygéne (ERQO). Parmi les ERO,
certaines especes appelées radicaux a électron libre ou « radicaux libres » se caractérisent par un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur couche électronique externe, ce qui leur confére une certaine
instabilité. En effet ces radicaux libres cherchent a apparier leur électron célibataire en réagissant avec
de nombreuses molécules de leur environnement, provoquant des dommages cellulaires.

Le plus connu de ces radicaux libres de I'oxygéne est I'anion superoxyde (O,"), issu de la
réduction monovalente du dioxygéne. La dismutation de cet O,” en présence de protons entraine la
formation de dioxygéne et de peroxyde d’hydrogene (H,0,). L’ H,0, n’est pas un radical libre au sens
propre mais il est extrémement réactif et possede un fort pouvoir oxydant. De plus, sa capacité a
traverser les membranes biologiques fait qu’il peut se retrouver a distance de son lieu de production.
Selon la réaction de Fenton, I'H,0, se décompose, en présence d’ions ferreux (Fe2+), en un ion OH et un
radical hydroxyle (OH").

H,0; + Fe®* — HO® + Fe*" + HO'

Cette réaction s'interrompt rapidement par épuisement du fer ferreux, excepté en présence

d'anion superoxyde (0,") qui régénére Fe*" en Fe”" selon la réaction d'Haber-Weiss
0," +Fe’* — 0, + Fe®*

Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydrogéne (H,0,), d'anion superoxyde (0,") et de
fer permet la production du radical hydroxyle (HO®). L'HO®, avec une demi-vie de l'ordre de la
nanoseconde, est la plus instable et la plus réactive de toutes les especes dérivées de 'oxygene. La
diffusion limitée de ce radical lui permet de réagir avec de nombreuses espéces moléculaires se trouvant
a proximité (protéines, lipides, ADN...) entrainant ainsi de multiples dommages cellulaires. L'HO" apparait
comme 'espéce radicalaire ayant un réle majeur dans la cytotoxicité des EROs (Gutteridge et al. 1993).

Parmi les ERO, certaines possedent une faible réactivité et peuvent entrer dans le maintien de
I’'homéostasie de plusieurs systéemes biologiques (Wolin 1996). Le stress oxydant est défini en ce sens

comme un déséquilibre en faveur d'un excés de molécules pro-oxydantes aux conséquences
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éventuellement néfastes, induisant des altérations biochimiques intracellulaires, telles que I’oxydation

des lipides, des protéines (Pamplona et al. 2000) et de ’ADN (Lass et al. 1998).

2. Principales sources de radicaux libres

Dans I'organisme, il existe de nombreuses sources de radicaux libres parmi lesquelles I'auto-
oxydation des petites molécules, des enzymes comme la xanthine oxydase, ou les NADPH oxydases, des
organites et structures cellulaires comme le réticulum endoplasmique, les peroxysomes et la chaine
respiratoire mitochondriale (CRM).

L'auto-oxydation de molécules telles que la dopamine, I'adrénaline, les flavines et les
hydroquinones, est une importante source d’EROs (Freeman et al. 1981). Le produit direct de ces auto-
oxydations est souvent I'0, *".

La xanthine oxydase, enzyme dérivée de la xanthine deshydrogénase, catalyse la dégradation de
I'hypoxanthine en acide urique en condition de forte demande d'ATP et de déficit en oxygene. Mais elle
peut également catalyser l'oxydation de la xanthine en acide urique, notamment lors d'ischémie-
reperfusion ou d'hypoxie. Dans cette réaction, l'oxygene moléculaire agit comme un accepteur
d'électron produisant ainsi 'O, (McKelvey et al. 1988).

Les NADPH oxydases jouent un réle fondamental dans la réponse immunitaire et plus
précisément dans la lutte contre les micro-organismes (Babior 1999). En effet, lors de la phagocytose,
ces enzymes présentes dans la membrane plasmique des phagocytes, catalysent la formation d'O,". Il
existe aussi des NADPH oxydases dans des cellules non phagocytaires dont le réle serait de réguler la
croissance cellulaire, la synthése d’hormones ou la réactivité vasculaire (Bedard et al. 2007).

Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de réactions
nécessaires a détoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques toxiques (Freeman
et al. 1983). Les plus connues de ces enzymes sont les cytochromes P450 (dont certaines isoformes
peuvent se retrouver au sein de la mitochondrie) qui oxydent les acides gras insaturés et les
xénobiotiques, produisant ainsi des EROs (MOREL et al. 1999). Il est admis actuellement que cette
production radicalaire participe a la régulation de certaines fonctions du réticulum.

Les peroxysomes constituent une importante source de production d'H,0, cellulaire (Boveris et
al. 1972). Toutefois, I'H,0, est utilisé comme substrat de la catalase peroxysomale (enzyme antioxydante)
afin de réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats. Ces réactions sont importantes dans le
processus de détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une faible quantité d'H,0, produit au

niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalase.
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Cependant, la principale source d’EROs est la mitochondrie par l'intermédiaire de sa chaine
respiratoire. Elle produirait en effet 90% des EROs cellulaires (Balaban et al. 2005). De plus, elle constitue
la principale source d’énergie de la cellule grace au transfert électronique via le coenzyme Q (ubiquinone)
et le cytochrome C. Ce transfert est a I'origine de la production d’ATP par le complexe V mitochondrial.
Les électrons qui sont perdus par la chaine respiratoire vont conduire a la formation d’anion superoxyde
(Chance et al. 1979), qui sera rapidement transformé en peroxyde d’hydrogene. En plus de produire des
especes radicalaires libérées dans la matrice interne, la mitochondrie posséde également une capacité a
produire des ERO sur la face externe de sa membrane externe, par oxydation des monoamines via
I’oxydase membranaire de la monoamine (Ellis et al. 2003).

Un des mécanismes clé pour moduler la production des EROs mitochondriales est le potentiel
membranaire mitochondrial. En théorie, le potentiel membranaire joue un réle essentiel sur la
production de superoxyde, en modulant la vitesse a laquelle les électrons passent a travers les
composants de la chafne de transport d'électrons, les rendant ainsi plus ou moins susceptibles de se
combiner avec l'oxygéne (Brand et al. 2004). Le potentiel membranaire est défini par I'équilibre entre la
vitesse a laquelle les protons sont « pompés » a partir de la matrice vers l'espace inter-membranaire, et
la vitesse a laquelle ces protons retournent a la matrice. Le retour des protons a la matrice peut étre
réalisé par trois mécanismes : le premier par l'intermédiaire de I'ATP synthase (complexe V) et serait
couplé a la synthese d'ATP ; le deuxieme mécanisme serait un processus de «fuite» directement a travers
la membrane ; enfin, le troisieme mécanisme s’effectuerait par l'intermédiaire de canaux spécifiques.
Pour un méme taux d’oxygene consommeé, plus la fuite de protons est importante, moins la production
d'ATP est efficace.

Les principaux canaux permettant le transfert de protons a travers la membrane et permettant
le découplage de la synthese de I'ATP sont, comme nous I'avons déja évoqué, la famille de protéines UCP,
comprenant UCP1 exprimé dans le tissu adipeux brun, UCP2 exprimé de facon ubiquitaire, UCP3 dans le
muscle squelettique et le TAB, UCP4 et UCP5 dans le cerveau. En outre, plusieurs autres protéines
membrannaires ont une activité protonophorique - comme I'ANT. En théorie 'augmentation du taux ou
de I'activité d’UCP et d’ANT devrait diminuer le potentiel membranaire et donc réduire la production

d’EROs (Brand 2000).
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3. Les systemes antioxydants

Face a un environnement riche en oxygene qui promeut la formation d’EROs, les organismes
aussi bien eucaryotes que procaryotes, possédent différents mécanismes de défense antioxydant
comprenant de petites molécules antioxydantes, telles que |'acide ascorbique (vitamine C), I'alpha-
tocophérol (vitamine E), le glutathion, I'acide urique, la bilirubine ou encore la tétrahydrobioptérine. De
plus, les cellules des mammiféres ont mis en place au cours du développement des enzymes efficaces
contre les EROs. On distingue alors donc deux systemes de défenses, le systéme non-enzymatique et le

systéme enzymatique (Harrison et al, 2003).

a) Les systémes antioxydants non enzymatiques

Nous ne citerons ici que les composes les plus importants sachant que de nombreux composes

endogenes sont doué de propriété antioxydantes.

(1) Le systéme glutathion :

Le glutathion (GSH) comporte 3 acides aminés dans sa structure, |'acide glutamique-cystéine-
glycine. Il est présent préférentiellement sous forme réduite au niveau intra-cellulaire ou il agit comme
antioxydant. Ce GSH aussi est un cofacteur d’enzymes impliquées dans divers processus métaboliques,
notamment dans le maintien des communications intercellulaires ainsi que dans la prévention de

I’oxydation des groupements thiols de par son pouvoir réducteur.

(2) LesvitaminesCetE:

La vitamine C ou acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble qui, grace a son potentiel
redox, est capable de céder un électron a pratiquement tous les radicaux libres présents dans son
environnement immmédiat. Sa forme radicalaire, le radical ascorbyle AH", est peu réactif vis-a-vis des
constituants cellulaires et il réagit avec lui-méme afin de former la vitamine C et [l'acide
déhydroascorbique. De part ses capacités de régénération, la vitamine C participe a I'arrét de la

propagation des réactions radicalaires en chaine.
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La vitamine E ou l'alpha-tocophérol est une molécule lipophile qui s’insere au sein des
membranes cellulaires afin de protéger les constituants membranaires que sont les lipides, les
lipoprotéines et les protéines.

Ces deux vitamines agissent conjointement pour la détoxification des radicaux libres, la vitamine

C permettant la régénération de la vitamine E.

b) Les enzymes anti-oxydantes

(1) Les superoxydes dismutases :

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des systemes antioxydants endogenes présents chez
presque tous les organismes vivants. Il s’agit de métalloenzymes qui réalisent la dismutation des anions
superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et oxygéne selon la réaction suivante :

OZ._ + OZ._ +2 HJr - HzOz + 02

Chez 'Homme, il existe trois isoformes de la SOD, de SOD1 a 3, qui sont différentes par leur
contenu métallique, la position du géne sur les chromosomes, leur localisation cellulaire ainsi que leur
structure quaternaire. Elles ont toutes en commun la capacité d’accélérer la dismutation des ions
superoxydes par des réactions d’oxydations et de réductions successives.

La SOD1 ou Cu/ZnSOD est une enzyme homodimérique, localisée dans le cytosol et qui a pour
masse molaire 32 kDa. Ses deux sous-unités contiennent chacune un atome de cuivre, qui est nécessaire
a l'activité catalytique, et un atome de zinc, qui participe a la stabilisation de la molécule. La SOD 1
permet de réduire la formation d’H,0, en évitant les réactions en chaine initiées par I’anion superoxyde,
ce qui lui confére un réle majeur dans la défense antioxydante.

La SOD2 ou MnSOD est une enzyme mitochondriale tétramérique, de masse moléculaire
d’environ 88 kDa, et que I'on retrouve principalement au niveau de tissus donc les cellules sont riches en
mitochondries : le cceur, le cerveau, le foie et les reins. Chaque sous-unité contient un atome de
manganese qui va changer de forme lors des étapes de la dismutation de I'anion superoxyde.

La SOD3 ou SOD extracellulaire (ecSOD) est une enzyme tétramérique de 135 kDa, située
principalement au niveau de la matrice extracellulaire des tissus et partiellement au niveau des liquides
extracellulaires. Chacune de ses sous-unités de 30 kDa possede un atome de cuivre et un atome de zinc.
Son activité est inhibée par le peroxyde d’hydrogene. Ses propriétés sont encore mal connues a cause

des difficultés de purification de cette enzyme.
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(2) La catalase

La catalase est une enzyme tétramérique héminique présente principalement dans les
peroxysomes, les érythrocytes, les hépatocytes et dans le rein. La catalase humaine a une masse
moléculaire de 220 kDa et le site actif contient un groupement protoporphyrine associé a un atome de

fer sous forme de Fe** (Ko et al, 2000). La catalase réalise la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en

oxygéneeteneau:2 H,0, - 2 H,0+0,

(3) Les glutathion peroxydases: GPx

Les glutathion peroxydases sont des enzymes tétramériques qui contiennent un résidu
sélénocystéine dans chacune de leurs sous-unités. Ce résidu leur confere une activité dépendante de la
qguantité de sélénium présente dans les tissus. La GPx a pour role de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne
en couplant la réduction de I'hydroperoxyde avec I'oxydation du glutathion selon la réaction suivante :

ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,0

Le glutathion réduit (GSH) est transformé en glutathion oxydé (GSSH).
4. Les pathologies cardiovasculaires associées au stress oxydant

Les perturbations cellulaires induites par le stress oxydant se répercutent au niveau tissulaire.
Plusieurs études ont montré son implication dans la dysfonction endothéliale, I'hypertension artérielle,
I'athérogénese, le diabete ou encore I'obésité (Dobrian et al. 2001, Furukawa et al. 2004). Depuis
plusieurs années, il a été bien établi le role prépondérant des mécanismes antioxydants dans le maintien
de la fonction cellulaire et ce, dés les stades précoces du développement. |l a été ainsi démontré chez la
souris mutante pour le gene de la Mn-SOD, une létalité en période néonatale due a une dysfonction
cardiaque (Li et al. 1995). Ces résultats ont été appuyés par des études de mutageneése dirigée, induisant
une délétion spécifique de la MnSOD cardiaque, montrant une défaillance de la respiration
mitochondriale associée a une insuffisance cardiaque congestive (Nojiri et al. 2006). Lorsqu’elle est
dépourvue de MnSOD, mitochondrie est néanmoins capable de neutraliser une partie des EROs telles
qgue le peroxyde d’hydrogene a l'aide de la peroxyredoxine 3 (Prx3) (Kang et al. 1998). E Une
surexpression de cette Prx3 chez la souris diminue le remodelage et I'insuffisance cardiaque aprés une
ischémie (Matsushima et al. 2006).

De trés nombreuses études expérimentales ont démontré I'implication d’autres sources de

production d’EROs dans la physiopathologie cardiovasculaire. Les NADPH oxydases jouent ainsi un réle
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dans le développement de la dysfonction endothéliale, de I’hypertension artérielle, de I'athérosclérose,
de I'anévrisme de I'aorte abdominale, de I'hypertrophie et de la fibrose cardiaque (Johar et al. 2006,
Thomas et al. 2006). De plus, 'augmentation de I'activité des NADPH oxydases a été observée dans
différents modeles animaux d’hypertension artérielle (Landmesser et al. 2003, Sicard et al. 2006).

La NOS endothéliale (eNOS ou NOS3) participe aussi a I'altération du systéme cardiovasculaire
par l'intermédiaire de son co-facteur, la tetrahydrobioptérine (BH,), qui, lorsque sa biodisponibilité est
diminuée, est responsable d’'un découplage enzymatique conduisant a la production de I’anion
superoxyde (Vasquez-Vivar et al. 1998). D’autres études viennent étayer le role du découplage de la NOS
dans la physiopathologie vasculaire, notamment chez les sujets présentant un diabéte et/ou des plaques
athéromateuses (Guzik et al. 2002). Malgré un réle néfaste du découplage de la NOS au niveau
cardiovasculaire, il a été montré que cette enzyme joue néanmoins un role cardioprotecteur, en
atténuant 'HVG et en rétablissant les fonctions cardiaques aprés un infarctus (Rochette et al. 2013).

Quand le stress oxydant commence a se mettre en place, il fait intervenir une certaine synergie
des mécanismes pro-oxydants, agissant ainsi de concert dans le développement des maladies
cardiovasculaires. Les myeloperoxydases (MPQ), principales enzymes génératrices de I'acide
hypochloreux, sont capables d’induire une dysfonction endothéliale, et peuvent de maniere
concomitante, stimuler le découplage de la eNOS (Xu et al. 2006). Le taux plasmatique de MPO est
corrélé positivement a la sévérité des lésions athéromateuses coronariennes et la MPO circulante
apparait comme un bon indicateur pronostic des coronaropathies (Duzguncinar et al. 2008).

En résumé, les espéces réactives oxygénées sont produites de maniere continue en condition
physiologique par des mécanismes pro-oxydants. Elles exercent plusieurs roles sur le systeme
cardiovasculaire avant leur neutralisation par les systtmes de défense antioxydants enzymatiques et
non-enzymatiques. Cependant, le stress oxydant ne suffit pas a lui seul a expliquer le développement des

maladies cardiovasculaires.

5. La restriction calorique et le stress oxydant

Des études ont montré que la RC etait capable de réduire le stress oxydant (Yu 1996, Merry 2000,
Merry 2004, Ash et al. 2011). En effet, des rats ayant bénéficié d’'une RC de longue durée présentent une
meilleure protection tissulaire antioxydante, notamment au niveau du cerveau, des poumons, du foie,
des reins et du cceur (Aydin et al. 2007, Aydin et al. 2009).

La réduction du stress oxydant peut étre réalisée par plusieurs mécanismes: 1) une réduction de

la production des EROs, 2) une augmentation de la capacité des systemes antioxydants, 3) une réduction
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des dommages qu'ils causent par |'activation des processus de réparation afin que le niveau des
détériorations soit diminué. Des études ont suggéré que la RC pouvait intervenir sur ces trois
mécanismes de réduction du stress oxydant.

Comme nous I'avons déja évoqué, la principale source cellulaire d’EROs est la mitochondrie. Une
réduction de la production d’anions superoxyde a été montrée sur des mitochondries isolées d’animaux
en RC (Sohal et al. 1994, Sohal et al. 1996). Cette diminution est principalement localisée au niveau du
complexe | de la CRM (Barja 2004). Les effets de la RC sur la production mitochondriale d’EROs ne
semblent pas étre médiés par des réductions de l'activité des composants de la CRM. En effet, certaines
données ont suggéré que la biogenése mitochondriale est stimulée par la RC, mais ce concept a été
discuté. Les mitochondries de rats en RC présentent des caractéristiques structurelles et fonctionnelles
particuliéres, en particulier en relation avec leur composition en acide gras, 'activité de leur chaine
respiratoire, leur capacité antioxydante et leur contenu en hydroperoxyde (Armeni et al. 2003).

Les mitochondries de rats en RC montrent une baisse d'environ 30 mV du potentiel
membranaire par rapport a celui de rats controles du méme age (Lal et al. 2001, Lambert et al. 2004).
Pour un potentiel membranaire donné, les mitochondries des rats en RC ont une plus grande fuite de
protons a travers la membrane interne (Lal et al. 2001). Cette différence entraine une diminution de la
production mitochondriale d’EROs (Lambert et al. 2004). L'augmentation de la fuite des protons peut
provenir d’une augmentation de la fluidité de la membrane elle-méme, mais aussi d’'une augmentation
du nombre et de l'activité des transporteurs de protons comme UCP et ANT. L'ANT a été montré comme
le principal moyen de fuite des protons stimulé par la RC dans le foie, le muscle squelettique et le tissu
adipeux brun. De plus I'UCP1 est aussi activé dans les mitochondries du tissu adipeux brun. En conclusion,
la RC modifie la fuite des protons, le potentiel de membrane et diminue donc la production d’EROs (Ash
et al. 2011).

Comme il est indiqué ci-dessus, la fuite des protons au travers de la membrane mitochondriale
peut aussi étre influencée par la composition membranaire, dont la perméabilité principalement liée aux
acides gras insaturés. En effet, des acides gras insaturés ne peuvent pas étre empilés étroitement en
raison de leurs doubles liaisons. Une membrane composée principalement d'acides gras insaturés est
donc extrémement fluide ce qui permet aux protons de passer plus facilement de nouveau dans la
matrice. Paradoxalement, la RC entraine une augmentation de la fuite des protons, mais elle entraine
aussi une augmentation des acides gras saturés, au détriment des acides gras insaturés (Laganiere et al.
1993). Ce changement dans la composition des acides gras membranaires est un mécanisme important

dans la protection membranaire contre le stress oxydant. En effet, si les acides gras insaturés favorisent
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la fuite des protons et réduisent le potentiel membranaire, leur double liaison est plus encline a la
peroxydation par les radicaux libres. En rendant les membranes plus saturées, les animaux en RC
peuvent donc réduire les dommages membranaires lipidiques induits par les radicaux libres.

En plus de réduire la production d’ERO et de modifier leurs membranes de sorte qu'elles soient
moins susceptibles aux dommages des ERO, les animaux sous RC modulent également leurs défenses
antioxydantes. Les défenses antioxydantes endogenes diminuent de 20-30% au cours du vieillissement
dans le foie. Une RC de 30% a des effets protecteurs majeurs sur le systeme antioxydant endogene
hépatique : elle limite la diminution du glutathion chez des rats agés et maintient les activités
enzymatiques de SOD et catalase. Cependant, I'activité de la glutathion réductase (GR) et de la GPx ne
sont pas affectées par I'age ou par la RC (Chen et al. 1996). Dans le rein, la RC augmente de maniére
significative le ratio GSH/GSSG. Toutefois, aucun changement significatif n'est observé pour la SOD, la
catalase, la GR, la GSH, I'acide urique, le malondialdéhyde ou la sensibilité in vitro a la peroxydation dans
les reins (Cadenas et al. 1994). La stratégie visant a réduire les dommages oxydatifs semble ainsi étre
variable en fonction des tissus.

La derniére étape de la défense vis a vis du stress oxydant est de renforcer la capacité de réparer
les dommages, ou d’augmenter la dégradation des macromolécules endommagées. La RC réduit les
dommages de I'ADN et favorise la stabilité génomique en augmentant la capacité de réparation de I'ADN
telle que la réparation par excision de base (BER : base excision repair). La RC améliore la capacité de la
BER diminuée par I'age en I'augmentant dans le cerveau, le foie, la rate et les testicules. La RC, chez les
animaux agés, restaure une capacité de BER identique a celle d’animaux jeunes nourris AL. Cet effet de la
RC est accompagné d'un renversement de la baisse de I'ADN polymérase B (pol B) liée a I'age, qui est
I’enzyme importante dans la BER. De plus, chez des animaux jeunes (4-6 mois) la RC a les mémes effets
bénéfiques que chez les animaux agés, elle augmente la capacité de BER, la protéine pol B et les ARNm

de pol B (Cabelof et al. 2003). Les effets de la RC sur le stress oxydant sont résumés dans la figure 7.
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Figure 7 : Schéma montrant les effets de la RC sur le stress oxydant

La RC induit une augmentation du niveau et de |'activité de I'ANT et de I'UCP pour réduire le potentiel
membranaire mitochondrial (W), ce qui se traduit par une diminution de la production de I'anion
superoxyde (0,") au niveau du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale. Il s’ensuit une
diminution des dommages lipidiques au sein de la membrane mitochondriale, accentuée par
I'augmentation de la saturation des lipides membranaires. L'augmentation de la SOD accroit la
dégradation de I'anion superoxyde (0,") qui est converti en peroxyde d'hydrogéne (H,0,), transformé
ensuite en eau par la GPx et la catalase. Par conséquent la production du radical hydroxyle toxique (HO®)
est réduite au profit de la formation d’eau. Les dommages oxydatifs sur les protéines et I'ADN sont
diminués grace a la baisse de la quantité d’"HO®et grace a ’lamélioration des capacités de dégradation et
de la réparation par excision de base (BER) (Speakman et al. 2011).
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I1. OBJECTIFS DU TRAVAIL
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Plusieurs travaux, conduits sur le plan clinique et expérimental, ont indiqué que I'environnement
lors de périodes précoces du développement de l'individu, peut déterminer et influencer la régulation
métabolique et le risque cardiovasculaire a I'age adulte. Chez les rongeurs, une SAPN peut étre induite,
comme nous l’avons préalablement indiqué, en réduisant la taille des portées juste aprés la naissance.
Des études ont montré que la SAPN induit un surpoids non seulement au sevrage mais aussi tout au long
de la vie. Les rongeurs élevés dans une portée de petite taille présentent une hyperphagie, une
dyslipidémie et un déséquilibre de la balance glucose-insuline. Les travaux de notre équipe ont montré
gu’en plus des modifications métaboliques, la SAPN influencait la fonction cardiaque et la susceptibilité
du coeur aux lésions d’ischémie-reperfusion.

Dans la littérature, il a été montré que la SAPN modifie durablement le comportement
alimentaire et la dépense énergétique du rongeur, ce qui semble relié a des perturbations au niveau de
noyaux hypothalamiques impliqués dans ce controle, et se caractérise par une résistance du noyau arqué
a la leptine et a l'insuline, accompagnée d’une augmentation de signaux orexigénes. Ainsi, une des
premiéres questions a laquelle nous avons souhaité répondre dans le cadre de ce travail de Doctorat
était d’évaluer si une RC modérée, visant a normaliser la surcharge pondérale des souris SAPN et
effectuée a I’age adulte pourrait rétablir I’équilibre métabolique.

L'augmentation du risque cardiovasculaire a I'dge adulte observée chez les rongeurs soumis a
une SAPN pourrait soit relever d’un effet direct de la programmation précoce sur le systeme cardiaque et
vasculaire, soit constituer un effet secondaire du surpoids et des modifications métaboliques a I'age
adulte. Des changements de mode de vie, telles que l'augmentation de I'activité physique et/ou une
alimentation plus saine et moins calorique, sont connus pour améliorer les criteres du syndrome
métabolique. Une deuxiéme question que nous nous sommes posée était d’étudier si 'amélioration
des facteurs de risques de maladies cardiovasculaires, notamment le poids corporel et la fonction
métabolique, était susceptible d’améliorer la fonction cardiaque et la récupération post-ischémique
des coeurs de souris ayant subi une SAPN.

En outre, la fonction mitochondriale et le niveau du stress oxydant sont impliqués de facon
majeure dans la régulation de la fonction cardiaque. Afin de mieux appréhender les mécanismes
impliqués dans les modifications myocardiques induites par la SAPN et la RC, nous nous sommes
intéressés dans une troisiéeme partie, au niveau du tissu cardiaque a la respiration mitochondriale et

aux conditions du stress oxydant.
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Enfin, nous avons exploré les voies de signalisation de la leptine, de I'insuline et de 'AMPK au
niveau du coeur compte tenu de leur importance primordiale dans la régulation de la fonction

cardiaque.
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III. MATERIELS ET METHODES
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A. Modele animal et protocole de RC

Notre étude a été approuvée par le comité d'éthique local (Comité d'Ethique de
I’Expérimentation Animale, Université- Bourgogne-Franche-Comté, Dijon, France, protocole numéro
00412,03) qui veille a ce que soient mises en ceuvre toutes les mesures nécessaires pour garantir le soin,
le bien-étre et le bon usage des animaux de laboratoire. Le statut sanitaire des animaux a été observé
tous les deux jours. Aucun signe spécifique de stress, de maladie ou de douleur (comportement anormal,
diminution de consommation alimentaire et/ou hydrique, prostration) n’ont été observés durant au

cours de |'étude.

Des souris femelles adultes C57BL/6 (Charles River, L'Arbresle, France) ont été mises en
accouplement avec des souris males C57BL/6 pendant 3 jours, puis séparées des males et mises en cages
individuelles tout au long de la période de gestation et d’allaitement. Les souris ont eu un acces libre a
I’eau et a une alimentation granulée adaptée (A03, SAFE diets, Augy, France). Le deuxieme jour apreés la
naissance, les souriceaux males C57BL6 ont été répartis aléatoirement au nombre de 9 par mere afin de
constituer le groupe témoin (normo-alimentés : NA), ou au nombre de 3 par meére afin d’induire une
situation de SAPN (suralimentés en période postnatale: SAPN). Aprés le sevrage, les souris des deux
groupes, identifiées individuellement par puces magnétiques et regroupées au nombre de 9 par cage,
ont eu un acces libre a volonté a une nourriture standard d’entretien (A04, DAFE diets, Augy, France) et a
la boisson jusqu’a I'age de 6 mois. Pendant toute la durée de I'étude, les souris ont été maintenues dans
des conditions d’élevage standard : température ambiante contrélée et cycle jour/nuit de 12 heures. Le
poids corporel a été évalué périodiguement (toutes les semaines, puis tous les mois) et la consommation

de nourriture a été évaluée de maniére hebdomadaire a I’dge de 5 mois.

A I’age de 6 mois, un sous-groupe de souris de NA et SAPN a été soumis a une RC (NARC et SARC)
de moins 20% de leur consommation habituelle pendant 4 semaines. La quantité de nourriture a été
calculée et déposée tous les jours pour les groupes en RC. Les autres souris des 2 groupes sont

maintenues en alimentation ad libitum (NAAL et SAAL).

B. Procédure expérimentale

Le poids corporel et la consommation alimentaire des souris ont été suivis chaque semaine

pendant la RC. Les tests de tolérance au glucose et a l'insuline ont été effectués avant et aprés les 4
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semaines de RC. Des échocardiographies ont été effectuées avant et apres la RC afin d’évaluer la
fonction cardiaque in vivo.

La composition corporelle (pourcentage de masse grasse, de masse maigre et d’eau) a été
mesurée chez les souris vigiles par la technique de résonance magnétique nucléaire avec |'appareil
d’échoMRI700™ (EchoMedical Systems, Houston, TX, USA) aprés 4 semaines de RC. A 7 mois, une partie
des souris a été euthanasiée et les coeurs ont été isolés et perfusés selon la méthode Langendorff afin
d’évaluer la fonction cardiaque ex vivo ainsi que la sensibilité aux lésions d'ischémie-reperfusion. Sur un
autre groupe de souris, les muscles papillaires ont été prélevés et 'activité de la chaine respiratoire a été
évaluée par respirometrie afin d’apprécier la fonction mitochondriale au sein du tissu cardiaque. Le
plasma a été prélevé chez les souris a jeun et conservé a -80°C pour des dosages ultérieurs. Le ventricule
gauche a été prélevé et un fragment (environ 10 mg) a été utilisé pour doser la production des radicaux
libres par Résonance Paramagnétique Electronique (RPE), le restant a été congelé a -80°C afin d’effectuer

les dosages d’expression protéique ou génique par Western blot ou PCR (Figure 8).
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Figure 8 : Protocoles expérimentaux des souris
C. Mesure biochimiques plasmatiques

a) Glycémie

La glycémie a été mesurée chez les souris a jeun de 6 h sur des échantillons sanguins prélevés a
la queue a l'aide d’un glucométre et de bandelettes FreeStyle Optium (Abbott, USA). Les quantités
d’insuline et de leptine plasmatiques ont été mesurées par technique immunoenzymatique de type
« Enzyme-linked immunosorbent assay » (Mouse insuline ELISA kit: orb54818, Mouse leptine ELISA kit:

orb79064, Biorbyt, United Kingdom,) selon le manuel fourni par le fournisseur.
b) Dosage de l'insuline

Une solution standard d’insuline était fournie dans le kit et la gamme réalisée était la suivante : 0
ng/ml, 0,025 ng/ml, 0,075 ng/ml, 0,2 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1,5 ng/ml. Un test a été réalisé préalablement
afin de définir la dilution adéquate des échantillons : le plasma a été dilué au % et les dosages ont été
réalisés en duplicate. 25 pl de plasma dilué ou de la solution standard ont été déposés dans les puits. La
sensibilité minimale du dosage était de 0,025 ng/ml. Les plaques ont été lues selon une longueur d’onde
d’absorbance de 450 nm, a I'aide d’un spectrophotométre multiplaque (Victor™, Multilabel Plate

Readers, PerkinElmer).

L'insulinoresistance a été interprétée par I'indice HOMA-IR (homeostasis model assessment of
insulin resistance) selon la formule :

HOMA-IR = [(glycémie a jeun (mmol/L) * insulinémie (mU/L)]/22,5
¢) Dosage de la leptine

Les standards ont été préparés a partir d’'une solution mere fournie sous forme de poudre et
reconstituée a 30 ng/ml, puis diluée afin d’obtenir des solutions allant de 1 ng/ml a 0 ng/ml afin de
constituer la gamme étalon. La sensibilité minimale du dosage était de 4,1 pg/ml. Les échantillons
plasmatiques ont été dilués au 1/20° et 100 pl d’échantillons ou de solution standard ont été déposés
dans les puits la veille du dosage et incubés pendant une nuit a 4°C. Les dosages ont été réalisés en
duplicate et les plaques ont été lues selon une longueur d’onde d’absorbance de 450 nm, a I'aide d’un

spectrophotometre multiplaque (VictorTM, Multilabel Plate Readers, PerkinElmer).
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D. Tests tolérance au glucose et a I'insuline (GTT et ITT)

La tolérance au glucose est définie par la capacité d’'un organisme a normaliser sa glycémie suite
a une administration importante de glucose, par voie orale ou parentérale. Cette procédure met en jeu
essentiellement : la capacité pancréatique de sécrétion d’insuline, la captation et I'utilisation du glucose
par les tissus périphériques et la stimulation du systéeme nerveux autonome.

Le test de tolérance a l'insuline repose sur le suivi de la glycémie apres injection d’'une dose
déterminée d’insuline. Ce test met en jeu la capacité des tissus a répondre I'insuline donc leur insulino-
sensibilité.

Des tests de tolérance au glucose (2 g de glucose/kg poids corporel) et a I'insuline (0.75 Ul
d’insuline/kg poids corporel) ont été effectués aprés 6 heures de jeline par une injection intrapéritonéale
sur les souris vigiles. Les tests ont été effectués en respectant une période de deux jours d’intervalle, en
commencant par le test de tolérance au glucose. La glycémie a été mesurée aux temps 0, 15, 30, 45,
60,75, 90, 105 et 120 minutes aprés l'injection de glucose ou d’insuline par un glucometre avec les

bandelettes FreeStyle Optium (Abbott, USA).

E. Evaluation de la fonction cardiaque

1. Méthode in vivo d’échocardiographie

L’échocardiographie (Vevo770™, VisualSonics Inc., Toronto, Canada), est une technique
d’imagerie utilisant les ultrasons. Il s’agit d’'une méthode in vivo, non invasive, d’exploration de I'état
structurel, fonctionnel et hémodynamique du systéme cardiovasculaire. L’utilisation de
I’échocardiographie transthoracique sur I'animal de petite taille, ayant une fréquence cardiaque élevée
telle que la souris (450-500 bpm), a été rendue possible grace au développement d’imagerie de haute
performance utilisant des sondes de haute fréquences (30 MHz) et permettant d’obtenir des cadences

élevées d’'images.

75



A B UBM transducer

usMm N S //
3
X

transducer
i 30 MHz

Imaging plane

Mask for
anesthesia

Superior
(cranial)

Right

Posterior Inferior Mouse platform
(Dorsal) (Caudal) Rectal thermometer

\\ >~
\ Central axis of
Y mouse body

Figure 9 : Représentation schématique de I'installation de souris pour la réalisation de
I’échocardiographie. D’aprés Zhou YQ et al., 2004

a) Principe de formation de I'image

L’ultrason : Il s’agit d’'une onde sonore qui se propage dans un milieu sous la forme d’une série
d’ondes représentées par une sigmoide. L'ultrason est sous la dépendance de 3 parameétres : sa vitesse
de propagation V, sa fréquence F et sa longueur d’onde A, liées par I'équation V = A * F. Les ultrasons
possedent de tres hautes fréquences de I'ordre de millions de cycles par seconde ou mégahertz (2 a 7
mégahertz), bien supérieures a celles audibles par 'oreille humaine.

Production et réception de l'ultrason : La sonde contient un cristal possédant des propriétés
piézo-électriques c’est-a-dire capable de se déformer, de vibrer et d’émettre des ultrasons sous I'action

d’un champ électrique. Lorsqu’ils rencontrent les tissus, les ultrasons sont réfléchis et renvoient un signal
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appelé écho. La somme des amplitudes des échos recueillis par la sonde est traduite par I'appareil en un
certain niveau de gris et permet de reconstruire une image anatomique fidele de la zone explorée, et

reproduit I'aspect du cceur en mouvement. Cette image est visionnée sur un écran vidéo.

b) Réalisation de I'examen échocardiographique

La souris est maintenue anesthésiée tout au long de I'examen au moyen d’un gaz volatil
halogéné (isoflurane) administré a I'aide d’un masque délivrant un mélange isoflurane/air (3/1,5). Cette
anesthésie semble la mieux tolérée, en particulier chez la souris, induisant peu d’effets hémodynamiques.
Puisque la propagation des ondes dans I'air est trés mauvaise, il est nécessaire de raser soigneusement le
thorax de I'animal afin de placer la sonde en contact étroit avec la peau. Ensuite, la souris est placée en
position de décubitus dorsal sur une plate-forme et chauffée avec une lampe rouge afin de maintenir sa
température corporelle a 37°C -38°C. Un gel de contact est appliqué sur le thorax pour éliminer la couche
d’air qui s’intercale entre la sonde et la peau et qui pourrait engendrer une atténuation importante du
signal entre I’émission et la réception des ultrasons par la sonde. La fréquence de I'onde ultrasonore
influence la résolution et la pénétration de I'onde: plus la fréquence est élevée, meilleure est la
résolution et plus faible est la pénétration de I'onde, ce qui permet d’examiner les structures proches de
la peau, comme c’est le cas pour I'étude du cceur chez le petit animal. Ainsi, pour I'exploration
échographique du cceur de souris, une sonde de fréquence de 30 MHz a été utilisée, permettant
d’obtenir une excellente imagerie avec une analyse précise et compléte des parois ventriculaires

antérieures et postérieures.

c) Paramétres fonctionnels cardiaques mesurés in vivo

Les paramétres cardiaques ont été étudiés en mode temps mouvement (TM) et aprés avoir gelé
I'image :

- Les dimensions du ventricule gauche ont été analysées par la mesure des diameétres
télédiastoliques (DTD, en mm) et télésystoliques (DTS, en mm). Cette mesure nécessite la plus grande
attention en raison de l'interposition de piliers et cordages.

- La fréquence cardiaque (FC, en bpm) a été déterminée par I'intégration de 3 oscillations.

- La fonction systolique ventriculaire a été déterminée par le calcul de la fraction de
raccourcissement (FR, en %), selon I'équation qui rapporte la différence diastolo-systolique de la

dimension du ventricule gauche a sa valeur diastolique : FR= [(DTD-DTS)/DTD]*100.
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- Lorsque la dimension ventriculaire est un volume, la fraction de raccourcissement
correspond a la fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) déterminée par I'équation FEVG = [(VDT-
VTS)/VTD]*100, ou VTD représente le volume télédiastolique et VTS le volume télésystolique. Dans cette
étude, VTS et VTD ont été déterminés par la méthode de Teicholz en utilisant les formules suivantes :

VTD = [7* (DTD) 3] / (2,4 + DTD)

VTS = [7* (DTS) %] / (2,4 + DTS)

2. Méthode ex vivo de cceeur isolé perfusé en mode Langendorff

La technique Langendorff permet de perfuser et de maintenir la viabilité d’un coeur isolé afin

d’étudier la fonction cardiaque en dehors de I'organisme.
a) Principe

Les souris ont été anesthésiées par du pentobarbital (80 mg/kg, i.p.) mélangé avec de I'héparine
(500 1U/kg, i.p.). Aprés perte totale des réflexes nociceptifs, le coeur a été prélevé et placé dans un bain
de liquide de perfusion glacé jusqu’a cessation des battements. Il a été ensuite immédiatement perfusé
ex vivo a pression constante (75 cm H,0) par voie aortique rétrograde selon la méthode décrite par

Langendorff en 1895, au moyen d’un liquide de perfusion de type Krebs Henselheit.
b) Milieu de perfusion

Le liquide de perfusion de Krebs-Henselheit modifié (pH 7,4) était thermostaté a 37°C, saturé en
oxygene par un mélange 0,/CO, (95% / 5%) et sa composition était la suivante : 118 mM NaCl, 4,7 mM
KCl, 25 mM NaHCOs;, 1,2 mM KH,PO,, 1,2 mM MgS0,/7H,0, 2,5 mM CaCl,/2H,0 et 11 mM glucose. Le
liqguide a été filtré sous vide (filtre Millipore 0,45 um) afin d’éliminer d’éventuelles particules qui

pourraient obstruer le réseau capillaire coronaire.
c) Parameétres fonctionnels cardiaques ex vivo

Le coeur n’etait pas stimulé électriquement (pacing) et se contractait selon la fréquence de
dépolarisation spontanée du nceud sinusal. La pression intraventriculaire gauche a été mesurée via un
ballonnet en latex introduit dans le ventricule gauche a travers la valve mitrale par une incision du toit de
I'oreillette gauche, et relié a un capteur de pression. Le ballonnet a été rempli par de I'eau distillée afin

d’obtenir une pression intraventriculaire télédiastolique comprise entre 4 et 10 mmHg.
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Les enregistrements continus de la pression exercée par le myocarde sur le ballonnet inséré dans
le ventricule gauche ont été réalisés par systéme LabChart (PowerLab®, LabChart® System,
ADInstruments, Paris, France) et ont permis de recueillir en méme temps les paramétres fonctionnels
suivants :

- La fréquence cardiaque (FC, en bpm)

- La pression développée par le ventricule gauche (PDVG, en mmHg) calculée a partir des
pressions intraventriculaires gauches : pressions télédiastolique (PTDVG) et télésystolique (PTSVG) selon
I’équation PDVG = PTSVG - PTDVG,

- La vitesse de contraction (+dP/dT) et la vitesse de relaxation (-dP/dt), index de I'efficacité
contractile et de relaxation du myocarde, ont été calculés par le méme logiciel.

Le recueil des effluents coronaires régulierement au cours de la perfusion a permis la

détermination du débit coronaire (DC, en ml/min).

d) Protocole de perfusion

Tous les coeurs isolés ont été perfusés pendant une phase de stabilisation de 15 minutes et puis
pendant 10 minutes afin d’obtenir les parametres fonctionnels de base. Ensuite, une ischémie globale
totale normo-thermique de 30 minutes a été induite en arrétant la perfusion de liquide de Krebs. Au
bout de 30 minutes d’ischémie, les coeurs ont été reperfusés pendant 2 heures. A la fin du protocole, la
nécrose du coeur a été évaluée par la mesure de la taille d’infarctus aprés marquage au 2,3,5-

triphenyltetrazolium chloride (TTC, Sigma).

[ T |
15min S 30 min | 2hR Analyse de la
globale taille d’infarctus

Figure 10 : Protocoles expérimentaux pour I’étude de sensibilité cardiaque aux lésions d’ischémie (I)-
reperfusion (R) apreés une période de stabilisation (S) initiale
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F. Analyse du stress oxydant cardiaque par RPE

La spectroscopie de RPE est une des seules méthodes d’identification et de quantification directe
des radicaux libres. En raison de lI'importante réactivité de ces especes et de leur éventuellement demi-
vie tres bréve, de nombreux composés radicalaires ne peuvent étre identifiés par RPE qu’apres
stabilisation par le froid ou par des composés piégeurs appelés « spin-trap ».

Aprés I'euthanasie des souris, le coeur a été immédiatement perfusé avec une solution glacée de
Krebs-Henselheit afin d’éliminer au maximum le sang. Un fragment du coeur de diamétre 3 mm a été
prélevé, pesé puis nettoyé dans du tampon Krebs-HEPES spécifique pour RPE (pH 7,4) contenant 25 mM
deferroxamine et 5 uM diethyl-dithiocarbamate afin d’eliminer toute trace de métaux. Ensuite le tissu
(environ 10 mg) a été incubé dans 100 mM de 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl
pyrrolidine (CMH) pendant exactement 15 min a 37°C. En présence d'espéces réactives de I'oxygéne et
de I'azote, I'hydroxylamine CMH s’oxyde en radical nitroxyde CP". Aprés incubation, le tampon et le tissu
ont été transférés dans un cathéter en polyethylene de 20 cm de long, immédiatement congelé dans
I'azote liquide et stocké a — 80°C afin d’étre analysé ultérieurement par RPE a 100 K. La congélation des
tissus cardiaques ainsi que leur analyse a basse température permet en effet de stabiliser le radical CP*
formé.

Les échantillons tissulaires congelés ont été introduits dans la cellule en quartz d’une cavité de
haute sensibilité (HS) et les spectres RPE du radical CP® ont donc été enregistrés & 100 K au moyen du
spectrometre de RPE de bande X EMX 100, muni d’'un Dewar (Bruker, Wissembourg, France). L'intensité
du pic de haut champ du spectre caractéristique du radical CP* déterminé a basse température a été

mesurée et exprimée en fonction du poids du fragment tissulaire cardiaque étudié.

G. Evaluation de la fonction mitochondriale au niveau du tissu cardiaque

a) Principe

Les études de respiration mitochondriale ont été effectuées grace a une collaboration avec
I’équipe du Pr. Corinne Leloup, du Centre des Sciences du Gout de I'Alimentation de Dijon (UMR INRA
CNRS 1324), qui nous a permis d’accéder a leur appareillage et de réaliser les manipulations sous leur
expertise. Un oxygraphe polarographique de haute résolution (Oroboros Oxygraph-2k, Innsbruck, Austria)
permet la mesure et le suivi au cours du temps de la concentration en oxygéne contenue dans un milieu

liquide. La partie essentielle de I'appareil est I'électrode qui est composée d’'une anode d’argent et d’une
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cathode en or, toutes deux reliées par un pont de 1 mM de KCl et séparées d’'une membrane de téflon
perméable a I'oxygene. Le courant électrique produit est proportionnel a la concentration en oxygene
dissout. La variation de concentration en oxygene dans la solution produit une variation d’intensité du
courant mesurable a l'aide d’'un enregistreur. Chaque jour d’expérience, I'électrode est calibrée
(concentration de 0 et de 100% d’oxygene). Toutes les mesures oxygraphiques sont réalisées a 37°C dans

une solution MiRO6Cr (mitochondrial respiration media).

b) Solution

MiRO06Cr : 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl,/6H,0, 60 mM K-lactobionate, 20 mM taurine, 10 mM
KH,PO4, 20 mM HEPES, 110 mM D-sucrose, 1 g/l BSA sans acide gras essentiels, 280 U/ml catalase, 20
mM creatine, pH 7,1

BIOPS: 2,77 mM CaK,EGTA, 7,23 mM K,EGTA, 5,77 mM Na,ATP, 6,56 mM MgCl,/6H,0, 20 mM
taurine, 15 mM Na,phosphocreatine, 20 mM imidazole, 0,5 mM DTT, 50 mM MES hydrate, pH 7,1

c) Préparation des muscles papillaires

Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale et le coeur récupéré immédiatement.
Les muscles papillaires, de diamétre de 1-1,5 mm, de longueur de 2-4 mm, et d’un poids de 3-4 mg ont
été prélevés et puis mis dans une solution BIOPS a 4°C. Les fibres ont été séparées les unes des autres en
les écartant avec des pinces courbes fines, non aimantées et aux extrémités fines, dans la solution BIOPS
a 4°C. Ensuite, les fibres ont été perméabilisées dans la solution BIOPS supplémentée avec 50 pg/ml de
saponine pendant 20 min a 4°C et sous agitation légere. Le but de la perméabilisation est de permettre
I'acces des métabolites vers les mitochondries, afin d’étudier la régulation de la respiration
mitochondriale. La saponine (détergent) est utilisée comme agent de perméabilisation en raison de sa
forte affinité pour le cholestérol contenu en grande quantité dans le sarcolemme. Dans ces conditions, la
membrane externe mitochondriale reste intacte car elle ne contient pas ou trés peu de cholestérol.
Aprés la perméabilisation, trois lavages de 10 minutes dans la solution Mir06 (4°C et sous agitation

légere) ont été effectués afin d’éliminer la saponine et de stopper la perméabilisation.

d) Protocole de titration des substrats ou des inhibiteurs

Les analyses ont été effectuées dans des chambres oxygraphiques thermostatées. La

décroissance de la concentration d’oxygene dans les chambres a été mesurée afin de calculer la vitesse
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de consommation d’oxygene pour les différentes chambres, qui représente un reflet de I'activité de la
chaine de respiration mitochondriale. La mesure de la consommation d’oxygene mitochondriale est
exprimée en nmol d’oxygéne / min / mg de tissue. Différents substrats ont été introduits aprés une
période basale de respiration pour activer les différents complexes de la chaine de respiration
mitochondriale :

- Les substrats permettant la génération de NADH, équivalent réducteur apportant ses
électrons au complexe |, ont été introduits : glutamate (10 mM), malate (2 mM) et pyruvate (5 mM). La
consommation d’oxygene ainsi mesurée correspond a l'activité de base de la chalne de respiration
mitochondriale au travers des complexes |, lll et IV (V).

- Ensuite, I'adjonction de succinate (10 mM), substrat qui va générer du FADH, grace a la
succinate déshydrogénase, va permettre de stimuler la chaine respiratoire a partir du complexe I,
(activation des complexes II, lll et IV (V).

- L'adjonction de 'ADP (2,5 mM), permet une stimulation maximale de la chaine de
respiration mitochondriale au travers de tous ses complexes, et surtout du complexe V (Etat 3:
respiration au couplage maximal).

- L’adjonction de carboxyatractyloside (0,75 mM) va bloquer le complexe V et I'ATP

synthase va atteindre a I'état 4 de la respiration, c’est-a-dire la respiration non couplée).
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Figure 11 Tracé oxygraphique.
La courbe en bleu et I'échelle de gauche montre la consommation de I’O2 et la courbe rouge avec
I’échelle de droite montrent le flux d’0O2 (la consommation divisée par le temps)
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H. RT-PCR en temps réel

L'analyse de I'expression cardiaque de genes d’enzymes antioxydantes, telles que la MnSOD, la
Cu/ZnSOD, la catalase, d’'un marqueur de remodellage cardiaque : la BMHC, du substrat du récepteur a
I'insuline (IRS), et d’un transporteur de glucose (Glut4) ont été réalisées par une technique de biologie

moléculaire, la RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction) en temps réel.
a) Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits grace a l'utilisation d’un kit d’extraction (RNAeasy Mini kit,
QIAGEN, France). Environ 50 mg de tissus ont été lysés mécaniquement a 4°C dans une solution de
Qiazol a l'aide d’un homogénéisateur (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France). Du
chloroforme a été ajouté a I’homogénat, qui a été centrifugé (12 000 g, 15 min, 4°C), afin de séparer les
ARN des protéines et autres contaminants. La phase aqueuse a été récupérée et additionnée a de
I’éthanol a 100 % (vol/vol). La solution a été déposée sur une colonne permettant la fixation sélective de
I’ARN apreés centrifugation (8 000 g, 15 s). Des lavages successifs par le tampon RWT et le tampon RPE
suivis de centrifugation (8 000 g, 15 s) ont été appliqués afin d’éliminer toute trace d’éthanol. Une
élution a été réalisée par dépdt de 60 ul d’eau sans RNAse sur la colonne, suivie d’une centrifugation
(8 000 g, 1 min). Les ARN ont ensuite été conservés a -80°C jusqu’a leur analyse.

Les ARN totaux extraits ont été dosés par spectrophotométrie avec un spectrophotometre
(NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Wilmington, USA). La mesure de I'absorbance a été effectuée sur un
intervalle allant de 220 a 350 nm de longueur d’onde, car la longueur d’onde 260 nm correspond a
I"absorption maximale des acides nucléiques. Une unité d’absorbance a 260 nm correspond a 40 ng
d’ARNs totaux/pl. Les ratios 260/280 et 260/230 sont également donnés par I'appareil afin de mesurer la

pureté des échantillons.
b) Transcription inverse

La transcription inverse (RT) est la synthése d’ADN complémentaire (ADNc) simple brin a partir
des ARNSs totaux extraits. Le principe repose sur I'utilisation d’oligo-dT qui se lient aux ARNs et servent
d’amorces pour une ADN polymérase ARN-dépendante. En présence de désoxyribonucléotides
triphosphate (dNTP), les amorces sont allongées ce qui permet la synthese d’ADNc représentatifs de
I’ensemble des ARNs. La réaction a été réalisée grace a un kit (M-MLV Reverse Transcriptase,

Invitrogen™, Life Technologies, Saint-Aubin, France) dans un volume total de 10 pl. Le mélange contenait
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1 pug d’ARN, 1 pl de Random Primers 50 pg/ml (InvitrogenTM, Life Technologies, France), 1 ul de dNTP 10
mM (InvitrogenTM, Life Technologies, France). Le mélange a été chauffé a 72°C pendant 5 minutes, puis
mis sur la glace pendant au moins une minute. A ce mélange ont été ajoutés 8 pl d’'un mix contenant 4 ul
du tampon First-Strand 5X, 2 ul de DTT, 1 pl de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor
(Invitrogen™, Life Technologies, Saint-Aubin, France) et 1 ul de la M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen™, Life Technologies, Saint-Aubin, France). La réaction de RT a été réalisée selon le protocole
suivant : 60 minutes a 37°C et 15 minutes a 70°C. Les produits ont été conservés a -20°C en attendant

leur utilisation pour la PCR (polymérisation en chaine a temps réel).

¢) Réaction de polymérisation en chaine (PCR) quantitative en temps réel

(1) Principe de qPCR

Le principe de la réaction de la PCR consiste a amplifier spécifiquement et en quantité tres
importante une séquence d’ADN d’intérét. L'amplification repose sur la répétition d’un certain nombre
de cycles (30 a 50 fois) constitués de 3 étapes : (1) dénaturation c’est-a-dire séparation des doubles brins
d’ADNc, (2) hybridation des amorces, spécifiquement sélectionnées, sur la séquence d’intérét, et (3)
élongation des brins complémentaires grace a I'activité d’une enzyme de polymérisation permettant de
synthétiser la totalité de I'ADN sous forme double brin. A la différence d’'une PCR classique, la PCR
guantitative en temps réel est basée sur la mesure quantitative de la fluorescence émise par un
fluorophore qui s’intercale entre les brins de ’ADN néosynthétisé au cours de la réaction de PCR.

Le fluorophore utilisé au cours de cette réaction est le SYBR®Green et qui est fluorescent
uniquement lorsqu’il est lié a de I’ADN double brin. En solution, présente sous sa forme libre, la molécule
de SYBR Green est peu fluorescente alors que lorsqu’elle est fixée sur le petit sillon de I'amplicon, elle
émet une fluorescence 250 fois plus intense, a une longueur d’onde d’émission (Aem) de 521 nm et une
longueur d’onde d’excitation (Aexc) de 494 nm. Au cours de I'étape d’hybridation et d’élongation, le
nombre de molécules de SYBR Green liées a I'amplicon augmente, ce qui se traduit par une
augmentation du niveau de fluorescence, quantifiée en continu en fin de phase d’élongation de chaque
cycle d’amplification, d’ol le terme «temps réel», grdce a un microspectrofluorimétre couplé a
I'appareil de PCR. L'intensité de fluorescence émise est directement proportionnelle a la quantité

d’amplicons formés au cours de la réaction et donc a la quantité initiale d’ADNc d’intérét.
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Les séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour amplifier spécifiquement les genes
d’intérét ainsi que celles du géne de référence, HPRT, ont été obtenues a partir de la base de donnée

Primerbank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) et sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Amorces utilisées pour la RT-qPCR

Gene Amorce sens (5’ to 3’) Amorces anti-sens (5’ to 3’)

HPRT CTGGTGAAAAGGACCTCTCG TGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCA
MnSOD AACTCAGGTCGCTCTTCAGC GCTTGATAGCCTCCAGCAAC
Cu/ZnSOD CTGCTCGCTCACATAACAGC ATGGCTGAGGTTCTCTGCAC
Catalase GATGAAGCAGTGGAAGGAGC ACCACATCCTGAACGAGGAG

BMHC GCCAACACCAACCTGTCCAAGTTC TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGGC
IRS1 CCCGTTCGGTGCCAAATAGC GCCACTGGTGAGGTATCCACATAGC
Glut4 CCAGTATGTTGCGGATGCTA GAAGGCAGCTGAGATCTGGT

(2) Réaction de gPCR

Cette méthode de gPCR en temps réel nécessite le calibrage de la réaction et de I'appareil par
I"amplification d’'une gamme de dilution des ADNc. Des dilutions en série sont réalisées a partir d’un

mélange de tous les produits de RT dilué au 1/10° afin de constituer la gamme étalon.

Chaque échantillon est analysé en triplicate dans des plaques 96 puits (Applied Biosystem @, Life
Technologies, USA). Le volume réactionnel dans chaque puits est de 20 pl et est constitué de la maniere
suivante : 10 pl de SYBR Green 2X (Applied Biosystem @, Life Technologies, USA), 2 ul d’ADNc dilué a 1/10,
500 uM de chaque amorce (Applied Biosystem @, Life Technologies, Saint-Aubin, France), et un volume

d’eau DEPC (Ambion, Life technologies, life Technologie, USA) pour compléter a 20 pl.

La réaction de gPCR est réalisée a I'aide d’un thermocycleur (StepOnePlus™ Real-Time PCR
System, Applied Biosystems®, Life Technologies, Saint-Aubin, France) et débute par une étape de
chauffage a 95°C pendant 10 minutes, puis est suivie de 40 cycles, comprenant une dénaturation de 15
secondes a 95°C et une hybridation-élongation de 1 minute a 60°C. Apres le dernier cycle de PCR, la

température est rapidement élevée a 95°C ce qui dénature I’ADN double brin, puis la température est

85



http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/

diminuée a 55°C, ce qui provoque la renaturation de I’ADN. La température est alors augmentée

lentement de 55°C a 95°C par paliers de 0,5°C toutes les 10 secondes. La fluorescence est lue en continu.

Lors de la derniére étape, lorsque la température augmente, I’ADN double brin se dissocie peu a
peu et les molécules de SYBR Green sont progressivement libérées, diminuant la fluorescence détectée.
La température a laquelle 50% de I’ADN double brin est dénaturé correspond a la température de fusion
(Tm : melting temperature) du produit synthétisé et est spécifique a chaque produit. Pour I'amplification

spécifique d’'un géne donné, un seul pic doit étre observé sur la courbe de fusion.

L'utilisation de standards de réaction permet d’établir la droite d’étalonnage indiquant
I'efficacité de la réaction pour chaque couple d’amorces, essentielle a la quantification. Ce facteur
correspond a la proportion moyenne des molécules d’ADN cible se dupliquant a chaque cycle
d’amplification. Pour que la PCR soit interprétable, 'efficacité doit étre comprise entre 85 et 105%. La
droite d’étalonnage représente les valeurs de Ct (« cycle threshold » ou cycle seuil) obtenues
expérimentalement en fonction du logarithme des concentrations en ADNc fixées, issues de la série de
dilutions des standards. La valeur de Ct est inversement proportionnelle au logarithme de la
concentration initiale en ADNc. Le Ct est le nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence

atteigne le seuil de détection de I'appareil.
d) Traitement des résultats

Afin d’assurer la qualité et la fiabilité des résultats, les conditions d’intérét sont testées en
triplicate. L'efficacité doit étre dans la plage citée plus haut et I'écart entre les duplicats doit étre de
moins de 1 Ct. L’analyse est ensuite effectuée avec le logiciel. Les Cts du gene d’intérét sont normalisés a

partir des génes HPRT. La méthode comparative 224 3 été utilisée pour analyser les résultats.
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L. Western blotting

Le Western blot est une technique biochimique qui repose initialement sur la séparation de
protéines selon leurs poids moléculaires, en se basant sur le principe de [Iélectrophorese.
L'électrophorese correspond a la migration de particules chargées placées sous I'influence d’'un champ
électrique, ceci se faisant au travers d’un gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécylsulfate

(SDS). On parle alors de SDS-PAGE : SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis.

Ensuite, le transfert des protéines contenues dans le gel vers une membrane est réalisé. Pour
cela, le gel est mis en contact avec une membrane de PVDF (Polyvinylidéne difluoride, Polyscreen
Dupont, Bio-Rad, Hercules, USA) et un courant allant du gel vers la membrane permet de fixer les
protéines contenues dans le gel sur cette membrane. La membrane est ensuite incubée avec un
anticorps primaire capable de reconnaitre la protéine recherchée et de la fixer, puis un anticorps
secondaire marqué a la peroxydase a été ajouté au milieu afin qu’il puisse se fixer sur le premier
anticorps. La membrane est alors incubée avec du luminol qui est dégradé par la peroxydase. Cette

réaction libere de I'’énergie lumineuse qui est détectée par un appareil de mesure.
a) Extraction des protéines

Pour I'extraction des protéines, les VG ont été broyés a 4°C dans un tampon de lyse RIPA (10 pl
pour 1 mg tissu) a I'aide d’'un homogénéisateur (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France).
Les homogénats ont été incubés sur glace pendant 30 minutes et centrifugés a 5 000 g pendant 15 min a

4°C. La solution de surnageant contient alors les échantillons protéiques.

D’autre part, une gamme étalon d’une concentration en protéines allant de O pg/ml a 1 mg/ml, a
été réalisée a partir d’'une solution de sérum d’albumine bovine. Les protéines ont été dosées selon la

technique de Lowry en utilisant un kit de dosage protéique (Bio-Rad, USA).
b) Préparation des échantillons

40 pg de protéines ont été reprises dans un tampon dénaturant (2X Laemmli Sample Buffer
ajoutant B-mercaptoéthanol, BioRad, France). Tous les échantillons ont ensuite été amenés a un volume
identique en ajoutant le Laemmli 1X. Cette manipulation entraine la suppression des structures

secondaires, tertiaires et quaternaires des protéines permettant ainsi une fixation du tampon de charge
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sur ces protéines, qui se retrouvent chargées négativement (transformation en anions). La migration
électrophorétique se fait uniquement en fonction de la masse moléculaire de chaque protéine, étant
donné qu’elles portent toutes la méme charge. Ensuite les échantillons sont transférés sur glace afin de

stopper la réaction.

c) Séparation des protéines en SDS-PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoreses)

Des quantités équivalentes de protéines (40 pg) sont séparées selon leur masse moléculaire sur
un gel de polyacrylamide. Ce gel de migration est composé de deux types de gel superposés : le gel de
séparation de 8% a 12% d’acrylamide (selon le poids moléculaire de la protéine cible) et le gel de
concentration de 4% d’acrylamide. Les échantillons protéiques et 5 ul de marqueur de poids
moléculaires (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, ThermoFisher Scientific, France) sont déposés et
concentrés dans le gel a 4% a 50 V pendant 30 minutes puis séparés a 120 V dans le gel de séparation en

présence d’un tampon de migration (Tris Base 3,03 g ; glycine 14,4 g ; SDS 0,1% ; QSP 1000 ml H,0).

d) Transfert des protéines sur membrane

Aprées leur séparation, les protéines sont transférées sur une membrane PVDF en milieu liquide
dans un tampon de transfert Tris/Glycine/Méthanol sous I'action d’un champ électrique de 100 V

pendant 1 a 2 heures.

e) Immunoblotting

Les membranes obtenues ont ensuite été incubées dans une solution a 5% de lait délipidé (0,5 g
Réglait + 10 ml TBS Tween) pendant une durée d’une heure. Parce que la membrane posséde plusieurs
sites de fixation, il est donc important de bloquer tous les sites de liaison non spécifiques avant
d’exposer la membrane a un ligand précis. Cette étape va permettre la saturation de la membrane et par
la suite une meilleure spécificité de la liaison anticorps/protéines a quantifier. Aprés le blocage de la
membrane, 3 lavages de 10 minutes avec du TBS contenant 0,1% de tween 20 ont été effectués. La
membrane est alors préte pour son incubation avec un ligand spécifique de la protéine a détecter. Les
membranes sont ensuite incubées avec les anticorps primaires dirigés spécifiquement contre les
protéines étudiées, et dilués dans une solution de TBS tween 0,1%, de 5% de lait délipidé sous agitation
pendant une nuit a 4°C. Les membranes sont ensuite lavées 3 fois, puis incubées pendant 1 heure a

température ambiante (TA) en présence de |’anticorps secondaire couplé a la peroxydase HRP dilué aussi
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dans TBS tween 0,1%, lait délipidé 5%. Les membranes sont lavées 3 fois comme décrit précédemment
et sont révélées par chimioluminescence. La révélation est réalisée a I'aide d’un substrat a base de
luminol (Western Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Allemagne) et
dans un imageur capturant le signal (ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad, Hercules, USA). Le temps d’exposition

de la membrane varie en fonction du signal obtenu de 1 a 15 minutes.

f) Stripping

Il est possible de révéler plusieurs protéines sur la méme membrane (cas de la GAPDH, par
exemple, afin de normaliser le signal). Dans ce cas, les membranes sont lavées 3 fois comme décrit
précédemment et incubées avec un tampon dit de «stripping» en milieu acide (Glycine-HCI 25 mM, SDS
1%, pH 2) (permettant de dissocier I'anticorps primaire de son antigene) pendant 30 minutes a TA sous
agitation. Apres 3 lavages supplémentaires, les membranes sont a nouveau saturées et incubées avec

d’autres anticorps primaires.
g) Traitement des résultats

Les bandes protéiques des protéines d’intérét et de la B-actine ayant migré sont captées par
I'imageur et intégrées par le logiciel associé Image Lab (Bio-Rad, Hercules, USA), permettant ainsi une
analyse par densitométrie. Pour chaque échantillon, un ratio de la densité de la bande correspondant a

la protéine d’intérét par rapport a celle de la GAPDH est calculé.

J. Analyses statistiques

Les résultats obtenus de maniére continue sont exprimés sous la forme d’'une moyenne + erreur
standard a la moyenne et les valeurs obtenues de maniére discontinue sont présentées sous la forme
d’une médiane. L'analyse statistique des résultats est réalisée a I'aide du logiciel SigmaPlot™ (Systat
Software Inc., San Jose, USA). Pour les variables continues, la distribution de la normalité a été testée par
le test de Shapiro-Wilk. Les comparaisons entres les groupes SL et NL avant la RC ont été réalisées grace
a un test de t-student ou de Mann-Whitney. Les comparaisons entre les 4 groupes aprés la RC sont
effectués par un test d’analyse de variance ANOVA a deux facteurs (facteur 1: groupe, facteur 2:

régime). L'évolution des parameétres cardiovasculaires a été analysée par un test de variance ANOVA a 2
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facteurs (facteur 1 : traitement, facteur 2 : temps) avec mesures répétées, complété si besoin d’un test

post-hoc Tukey. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05.

90



IV. RESULTATS ET DISCUSSIONS
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A. Premiere partie : Effets métaboliques de la restriction
calorique chez les souris ayant subi une suralimentation
postnatale
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Introduction

Nous ne rappelons dans cette introduction a nos travaux expérimentaux que les points

nécessaires a notre argumentation ultérieure dans la discussion de nos résultats.

1)

Certains travaux, effectués chez le rongeur, ont montré qu’une suralimentation postnatale
(SAPN) induit des changements précoces et permanents du poids corporel, associés a des
anomalies métaboliques et fonctionnelles telles qu'un déséquilibore de la balance
glucose/insuline, une dyslipidémie et parfois, une augmentation de la pression artérielle a I'age
adulte.

Les travaux de I’équipe de Plagemann ont montré que la SAPN, induite par une réduction de la
taille des portées, chez les rats, induit des changements immédiats et définitifs du
fonctionnement des circuits hypothalamiques (Davidowa et al. 2004) impliqués dans le contréle
de la satiété et de la dépense énergétique et, par voie de conséquence, du poids corporel. Ces
modifications du systéeme de neurotransmission hypothalamique sont caractérisées par une
augmentation du nombre de neurones neuropeptidergiques Y dans les noyaux ventro-médians
et arqués, associée a une augmentation des signalisations orexigéniques et a une diminution des
signaux anorexigéniques. Au niveau biochimique, les rats ayant subi une SAPN présentent une
hyperglycémie a jeun, une hyperinsulinémie et une hyperleptinémie concomitantes a des
résistances centrales et périphériques a ces hormones. D’autres travaux ont montré par la suite
des modifications endocriniennes comme une augmentation des voies de synthese des
glucocorticoides (Boullu-Ciocca et al. 2005) et parfois de discrétes augmentations du niveau de
pression artérielle (Plagemann et al. 1999, Boubred et al. 2007, Boubred et al. 2009, Kappeler et
al. 2009, Habbout et al. 2012). De ce fait, le modele de SAPN conduit a des altérations
biochimiques et physiopathologiques qui se rapprochent de la définition donnée chez I’homme
du syndrome métabolique.

Des études expérimentales et cliniques ont précisé qu’une restriction calorique (RC) sur plusieurs
modeles expérimentaux entraine une perte de poids corporel et améliore les profils
métaboliques (Speakman et al. 2011). En effet, une augmentation du niveau d'activité physique,
combinée a des conseils nutritionnels et a une réduction des apports caloriques, constitue la
premiere ligne de traitement recommandée par les directives internationales (Grundy et al.
2005). La question que nous nous sommes posée a été de savoir si a I'age adulte, lorsque les

désordres métaboliques sont installés, un ajustement de la consommation de nourriture par RC
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pourrait améliorer non seulement le poids corporel mais aussi la fonction métabolique chez les

animaux SAPN.

Pour ce faire, nous avons donc mis une partie des souris NA et SAPN dgées de 6 mois en RC
modérée, correspondant a une réduction de 20%, pendant 4 semaines. Les poids des 4 groupes de souris
ont été mesurés tous les semaines. La mesure de la composition corporelle et des tests de tolérance au
glucose et a l'insuline ont été effectués avant et apres les 4 semaines de RC. Le plasma a été prélevé chez

les souris a jeun afin d’évaluer la concentration d’insuline, de glucose et de leptine.
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2. Résultats

a) Evolution du poids corporel

Les études ont été réalisées sur 5 séries consécutives de reproduction. Un exemple,
correspondant a une de ces séries, d’évolution pondérale de souris témoins (NA) et de souris ayant subi

une SAPN est représentée sur la figure 12.

—@®— Témoins
—@— SAPN

Poids corporel (g)

0 ; - : ; . .
0 1 2 3 4 5 6

Age (mois)

Figure 12 : Evolution de la masse pondérale au cours du temps au sein des 2 groupes expérimentaux.
Les groupes normoalimentées (NA) et suralimentées (SAPN) pendant la période postnatale par réduction
de la taille des portées (n=9 souriceaux par portée, vs. n=3 souriceaux par portée).* p<0,001

En fonction des séries de reproduction, qui variaient avec les différentes périodes de I'année,
mais aussi avec I'age des meéres qui étaient mises en reproduction de I'dge de 6 semaines (primipares) a
I'age de 28 semaines (troisieme et derniere reproduction, a l'issue de laquelle les meres étaient
sacrifiées) les souris des portées SAPN présentaient une augmentation d’environ 20% a 30% de leur
poids corporels au moment du sevrage. Apres le sevrage, toutes les souris ayant été placées dans les

mémes conditions d’élevage en termes de nombre de souris par cage, et d’acces libre a une nourriture
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standard et a I'eau, cette augmentation du poids corporel persistait chez les souris SAPN tout au long de

leur maturation, mais a un niveau néanmoins inférieur a celui observé lors du sevrage.

Ainsi, a 'age de 6 mois, les souris SAPN présentaient en moyenne une augmentation d’environ
16,9% de leur poids corporel. Apres 4 semaines de RC, le poids corporel des souris des groupes NARC et
SARC avait diminué de 15,5% par rapport a leurs groupes AL respectifs. De plus, le poids des souris SARC

rejoignait celui des souris NAAL (Figure 13).

—0— NAAL (n=30)
—A— NARC (n=20)
—@— SAAL (n=29)
—A— SARC (n=33)
38 - &

* *

36 -

32

Poids corporel (g)

28

26 T T T T T
6 mois S51 S2 S3 7 mois

Temps

Figure 13 : Evolution de la masse pondérale pendant la période de restriction calorique au sein des
quatre groupes expérimentaux.
* . significativement différent du groupe NAAL, P<0,001
t : significativement différent du groupe SAAL, P<0,001
NAAL : normoalimentée ad libitum
NARC : normoalimentée en restriction calorique
SAAL : suralimentée pendant la période postnatale ad libitum
SARC : suralimentée pendant la période postnatale en restriction calorique
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b) Composition corporelle

A I'age de 6 mois, la composition corporelle des souris a été mesurée par spectroscopie écho-
MRI. Nous avons confirmé que l'augmentation du poids corporel chez les souris SAPN était reliée
principalement a une augmentation de 52% du pourcentage corporel de masse grasse (12,8% vs 8,4%,
p<0,05) (Figure 14).

Curieusement, aprés 4 semaines de RC, les souris SARC n’avaient pas réduit leur pourcentage de
masse grasse (14,5% vs. 13,8%) alors que les souris NA soumises a une RC avaient, quant a elles,
augmenté significativement leur pourcentage de masse grasse (6,3% vs. 11,0%). La perte de poids
observée dans les groupes RC est donc a relier a une diminution de masse maigre (NARC: -1,70 g et

SARC : -0,96 g, p<0,05), ou d’autres éléments de la composition corporelle (Figure 15).

NAAL SAAL

8,4% +/- 0,7 12,8% +/-1,3

= Masse grasse
—= masse maigre
—= eau libre
zzzza autres

Figure 14 : Composition corporelle a I’age de 6 mois au sein des deux groupes de souris
* . significativement différent du groupe NAAL, p<0,05
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SAAL SARC

y 1’2* % -

Figure 15 Composition corporelle a I’age de 7 mois au sein des quatre groupes de souris
* . significativement différent du groupe NAAL, p<0,05

NUON

¢) Evaluation des taux plasmatiques de glucose, d’insuline et de leptine :

A I'age de 6 mois, il n’y avait pas de différence des niveau de glycémie a jeun entre les souris NA
et SAPN (2,01 + 0,06 vs. 2,09 + 0,04 g/l). Néanmoins, aprés 4 semaines de RC, les valeurs de la glycémie
avaient diminuées significativement dans les deux groupes de souris en RC par rapport aux groupes ad
libitum (tableau 3).

Avant le régime, I'insulinémie des souris SAPN était significativement supérieure de 42% a celle
des souris NA (1,56 + 0,90 ng/ml vs. 0,98 + 0,65 ng/ml, p=0,037). Un mois plus tard, et lorsque les souris

continuent de s’alimenter ad libitum, I'insulinémie était toujours significativement augmentée chez les
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souris SAAL par rapport aux souris NAAL (tableau 3). La RC a diminué I'insulinémie des souris du groupe
SARC mais n’a pas eu d’effet dans le groupe des souris NARC.

L'indice HOMA-IR est souvent utilisé comme un index d’insulino-résistance. Nos résultats
montrent que le groupe SAAL présentait une résistance a I'insuline, mais qu’apres 4 semaines de RC, la
sensibilité a I'insuline était restaurée dans le groupe SARC.

A I'age de 7 mois, les souris SAAL présentaient des taux de leptine plus de deux fois supérieurs a
ceux des souris NAAL. Aprés 4 semaines de RC, le taux de leptine n’était pas significativement modifié
dans le groupe SARC, alors qu’il était étonnamment augmenté dans le groupe NARC par rapport aux
valeurs de leurs témoins NAAL. La leptine étant issue majoritairement du tissu adipeux, ces résultats

semblent cohérents avec les mesures de pourcentage de masse grasse des animaux.

Tableau 3 : Taux plasmatiques de glucose, d’insuline, de leptine et I'indice HOMA-IR au sein des quatre
groupes d’animaux a I’age de 7 mois.

NAAL NARC SAAL SARC
Glycémie . .
1,98 +0,09° 1,65 +0,011 1,99 +0,010° 1,62 £0,09
(g/1)
Insuline
0,98+0,17° 0,95 +0,06° 1,59+0,2° 0,59+0,17°
(ng/ml)
HOMA-IR 11,40+2,11° 8,58 +1,50° 17,18 +1,49° 5,47 +1,43°
Leptine . . X
62,8+5,1° 131,3+18,1 151,8 +30,6 140,9 + 16,7
(pg/ml)
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d) Test Tolérance au glucose a 6 et 7 mois

Les tests de tolérance au glucose chez les souris vigiles de 6 mois ont confirmé que les souris

SAPN présentaient une intolérance au glucose. Une augmentation significative de la glycémie était

observée chez les souris SAPN par rapport aux souris NA 45 min et 60 min apres l'injection du glucose

(figure 16A). De plus, I'aire sous la courbe de la glycémie était plus importante chez les souris SAPN

(figure 16B).

Apres 4 semaines de RC, les souris SAAL restaient intolérantes au glucose. Au contraire, les souris

SAPN sous RC amélioraient leur tolérance au glucose. Aprés injection de glucose, les glycémies de ce

dernier groupe restaient plus basses que celles des autres groupes, et I'aire totale sous la courbe était

significativement réduite. Toutefois, la RC n’avait pas d’effet sur I'évolution de la glycémie dans le groupe

6 mois

—0— NA (n=18)
—e— SA (n=19)

NARC.
A 400
5
(o))
S
N
2
€
‘O
(&)
>
(O]
B
2400
m
[0]
£ 2200
©
-—
0
[
@ 2000
[%2]
2
5 1800
%)
3
< 1600

20

40 60 80 100

Temps (min)

P=0,032

NA
(n=18)

SA
(n=19)

120

Glycémie (mg/dl)

AUC (unités arbitaires)

400

350

300

7 mois

—0— NAAL (n=9)
—&— NARC (n=9)
—e— SAAL (n=10)
—a— SARC (n=9)

2200

2000

1800 A

1600

20 40 60 80 100 120

Temps (min)
P=0,038
P=0,022 P=0,006
r
NAAL NARC SAAL SARC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=9)

Figure 16 Evolution de glycémie et aire sous la courbe de la glycémie aprés injection de glucose (2 g/kg)
avant (A, B) et apres la RC (C, D).

* . significativement différent du groupe NAAL, p<0,05
t : significativement différent du groupe SAAL, P<0,001
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e) Testde Tolérance a l'insuline a 6 et 7 mois

Afin d’évaluer la sensibilité a I'insuline dans les différents groupes de souris, un test de tolérance
a l'insuline a été également effectué avant et apres la RC. A I'dge de 6 mois, apres une injection intra-
péritonéale d’insuline, la glycémie du groupe SAPN restait légérement plus haute que celle des souris NA,
ce qui indique une résistance a I'insuline modérée dans ce groupe.

Aprés 4 semaines de RC, la sensibilité a I'insuline était non seulement restaurée mais méme

significativement accrue dans le groupe SARC, sans étre modifiée dans le groupe NARC.
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Figure 17 : Evolution de glycémie et aire sous la courbe de la glycémie aprés injection de I'insuline
(0,75 Ul/kg) avant (A, B) et aprés la RC (C, D).
* . significativement différent du groupe NAAL, p<0,05
t : significativement différent du groupe SAAL, P<0,001
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3. Discussion

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons confirmé que la SAPN induisait une
augmentation significative du poids corporel au moment du sevrage, qui persistait, bien qu’a un niveau
inférieur, a la maturation. Ce résultat est cohérent avec les travaux précédemment conduits dans notre
équipe et dans d'autres. Cette augmentation du poids corporel est associée a une augmentation de la
masse grasse, au détriment de la masse maigre (Habbout et al. 2013). En effet, une augmentation du
tissu adipeux blanc viscéral est observée chez les rats au moment du sevrage et ultérieurement (Cunha
et al. 2009, Rodrigues et al. 2011) et chez les souris SAPN (Glavas et al. 2010). Ces modifications
s’accompagnent d'une augmentation de la surface des adipocytes (Boullu-Ciocca et al. 2005, Boullu-
Ciocca et al. 2008, Hou et al. 2011). La masse grasse sous-cutanée est elle-aussi augmentée chez les
souris SAPN jeunes mais pas chez les souris adultes (Rodrigues et al. 2011), ce qui indique que la
persistance d’'une adiposité supérieure a I'age adulte chez les animaux SAPN est liée au maintien d’une
guantité plus importante de la masse grasse viscérale.

De nombreux travaux de recherche ont mis en lumiére le role de la leptine, une des
adipocytokines les plus connues, dans la régulation de la prise alimentaire, des processus inflammatoires
et des fonctions cardiovasculaires. Dans le cadre de notre travail de These, nous avons mesuré le taux
plasmatiques de leptine, et confirmé que la SAPN était bien accompagnée d’une augmentation
systématique des taux de leptine circulante a I’age adulte. L’hyperleptinémie observée chez les souris
SAPN est corrélée a 'augmentation de leur masse grasse, et peut ainsi s’expliquer par une production et
libération majorées de leptine par les adipocytes. Par ailleurs, I'augmentation des taux circulants de
glucocorticoides, observée chez les rats SAPN (Boullu-Ciocca et al. 2005), pourrait participer aussi a
stimuler la sécrétion de leptine au niveau du tissu adipeux (Slieker et al. 1996).

La RC est définie par une diminution de la prise alimentaire, mais sans engendrer a une
malnutrition. Chez les rongeurs, une RC de moins 40-50% est considérée comme une RC sévére et
souvent utilisée pour les études s’intéressant a la longévité des animaux. Une RC de moins 20-25% est
considérée comme une RC modérée (Rohrbach et al. 2014). La RC modérée (moins 20%) utilisée dans
notre travail a diminué le poids corporel dans les deux groupes de souris : SAPN et NA. Toutefois, il n'a
pas induit le méme effet sur le tissu adipeux dans les deux groupes. Apres 4 semaines de RC, le
pourcentage de masse grasse chez les souris SARC restait stable alors que celui des souris NARC
augmentait de maniére significative. Cette constatation est inattendue, car elle suggére que, pendant
une RC modérée chez la souris, le tissu adipeux est conservé et que la perte de poids est plutét due a

une réduction de la masse maigre, d’eau ou d’autres composants tissulaires. Les taux de leptine
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circulants (stables pour les souris SARC et augmentés pour les souris NARC), dépendants du niveau
d’adiposité, corroborent ce résultat. D'autres études qui ont montré une diminution de la masse grasse
induite par la RC reposaient sur des niveaux de RC plus séveres (souvent une RC de moins 40%) et plus
longs (> 3 mois) que ceux de notre travail (Bagga et al. 1995, Han et al. 2012). Ceci suggere que les
conditions de RC modérée utilisées dans notre étude étaient peut étre trop courtes ou insuffisamment
drastiques pour affecter le métabolisme des graisses.

L'augmentation du pourcentage de masse grasse chez les souris NARC peut étre expliquée par
des mécanismes d’adaptation a la privation de nourriture et de redistribution des lipides corporels. En
effet, il a été montré qu’une RC de 50% de courte durée induisait certes une perte de poids corporel,
mais favorisait les dépo6ts de graisse chez des souris non obéses (Kliewer et al. 2015). De plus, il existerait
une redistribution par la RC de la masse grasse viscérale vers le niveau sous-cutané (Varady et al. 2007).
Dans certaines études de RC chez le rongeur, la masse grasse totale ne diminuait |égerement voire pas
du tout, mais il existait une diminution de la masse grasse viscérale au profit de la graisse sous-cutanée
(Barzilai et al. 1998, Anson et al. 2003). La réduction de la graisse corporelle et en particulier de la graisse
viscérale est généralement associée aux effets bénéfiques de la RC. Il a été montré que l|'ablation
chirurgicale de la graisse viscérale chez le rat améliorait la sensibilité a I'insuline (Barzilai et al. 1998,
Barzilai et al. 2001). De plus, ces animaux avaient une espérance de vie supérieur a celle des témoins,
mais d’une durée inférieure a celle des animaux sous RC (moins 40%) (Muzumdar et al. 2008). Ces
résultats suggerent que la diminution de la graisse viscérale joue un réle majeur dans I'effet bénéfique
de la RC.

En ce qui concerne le métabolisme du glucose, la glycémie a jeun était similaire entre les
groupes NA et SAPN alors que le taux d'insuline était significativement augmenté, ce qui conduisait a une
augmentation de I'indice HOMA-IR. Les tests de tolérance au glucose et a l'insuline ont confirmé que les
souris SAPN présentaient une intolérance au glucose et une résistance a l'insuline a I'dge adulte.
L'hyperglycémie et I'hyperinsulinémie ont été rapportées chez les souris SAPN jeunes au moment du
sevrage (Du et al. 2015) avec une augmentation d’expression d'insuline dans le pancréas.
L’hyperinsulinémie est également observée chez les rats SAPN a I'dge adulte avec une augmentation de
la sécrétion d'insuline et d’expression de GLUT2 dans les flots pancréatiques (Cunha et al. 2009). Ces
résultats indiquent qu‘une SAPN, au cours d'une période critique du développement du rongeur, peut
programmer des modifications permanentes de la fonction endocrinienne pancréatique sur la sécrétion

d'insuline stimulée par le glucose.
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La RC induit un effet bénéfique sur le métabolisme du glucose chez les souris SAPN. Aprés 4
semaines de RC, le taux d'insuline circulant et I'indice HOMA-IR étaient réduits chez les souris SARC. De
plus, les souris SARC étaient capables de mieux réguler leur glycémie aprés une injection de glucose ou
d'insuline. En revanche, la RC n’a pas modifié le métabolisme du glucose chez les souris NARC. Une étude
réalisée chez le rat, pour lequel la suralimentation était induite par I'administration d’un lait enrichi en
hydrates de carbone pendant les trois premieres semaines postnatales a montré qu’une alimentation
appropriée et contrélée a partir du sevrage pouvait réduire le gain de poids corporel et le taux de leptine
et d’insuline plasmatique (Srinivasan et al. 2013). Toutefois, si les animaux étaient a nouveau laissés a
une alimentation ad libitum, ces améliorations disparaissent et les rats reprenaient du poids et
présentaient a nouveau une fonction métabolique altérée (Srinivasan et al. 2013). De plus, cette équipe
a montré qu’une RC plus sévere et plus longue, moins 24% durant 3 mois, induisait des effets plus
durables sur la régulation du poids corporel et sur le taux de leptine et d'insuline plasmatique, par une
restauration de la régulation hypothalamique des circuits de I'appétit et de la satiété, qui étaient
« perturbés » par la programmation postnatale (Liu et al. 2013).

En conclusion, chez les souris, la SAPN induit une augmentation du poids corporel avec une
augmentation de la masse grasse totale, associée a une altération du métabolisme glucidique,
matérialisée par une intolérance au glucose et une résistance a l'insuline. Une RC modérée de moins 20%
a permis de diminuer le poids corporel dans les deux groupes des souris, sans affecter la masse grasse
totale, ce qui peut étre expliqué par une redistribution de I'adiposité. Sur le plan métabolique, une
amélioration du métabolisme du glucose a été observée chez les souris SARC mais pas chez les souris NA

soumises a une RC.
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B. Deuxieme partie : Effets cardiovasculaires de la restriction calorique
chez les souris ayant subi une suralimentation postnatale
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1. Introduction

Dans cette introduction, comme dans le chapitre précedent nous reprendrons les points
expérimentaux et cliniques qui orienteront notre discussion ultérieure des résultats de cette partie de
ma these.

L'augmentation du poids corporel est souvent liée a une prédisposition au développement d’'une
hypertension artérielle, de pathologies coronariennes (Aurigemma et al. 2013) ou d’hypertrophie
cardiaque (Alpert 2001). Elle constitue également un facteur de risque d’insuffisance cardiaque
(Kenchaiah et al. 2002). La corrélation positive entre I'obésité et la pression artérielle existe a la fois chez
les adultes et chez les enfants (Sorof et al. 2002). Les études cliniques ont mis en évidence la relation
entre I’environnement nutritionnel périnatal et le risque cardiovasculaire a I'age d’adulte (Singhal et al.
2004). Ainsi, I'accélération de la prise de poids pendant la période postnatale est associée a une
augmentation des niveaux de la pression artérielle (Lever et al. 1992) et un IMC élevé pendant I'enfance
est relié a I'dge adulte a une augmentation du risque de développement de pathologies cardio-
vasculaires (Baker et al. 2007).

Chez le rongeur, la SAPN induit une augmentation du poids corporel au sevrage et a I'age adulte.
Certaines études montrent qu’en plus des modifications métaboliques, la SAPN induit une hypertrophie
cardiaque précoce (Martins et al. 2008, Moreira et al. 2009), une augmentation du dép6t de collagéne
(Velkoska et al. 2008, Habbout et al. 2012, Habbout et al. 2013, Vieira et al. 2015, Bernardo et al. 2016),
une diminution de la densité microvasculaire au niveau du cceur (Moreira et al. 2009) et parfois une
augmentation modérée de la pression artérielle (Plagemann et al. 1999, Boubred et al. 2007, Kappeler et
al. 2009, Yim et al. 2012, Habbout et al. 2013, Achard et al. 2015, Mozes et al. 2015, Sefcikova et al.
2015). Cependant, certaines études ne confirment pas cette hypertension (Velkoska et al. 2008, Rajia et
al. 2010). Les résultats préalables publiés par équipe montrent que la SAPN induit chez la souris une
diminution progressive de la fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG) et une dilatation
ventriculaire gauche en diastole et systole (Habbout et al. 2012, Habbout et al. 2013). De plus, il a été
montré que les cceurs des animaux SAPN étaient plus sensibles aux lésions d’ischémie-reperfusion
réalisées ex vivo sur un modele de coeur isolé perfusé. Ces travaux ont en outre précisé que la SAPN chez
les souris conduisait a des changements précoces d'expression d’'un nombre important de génes au
niveau cardiaque, qui pourraient participer a des modifications perturbant de maniére permanente
I'organisation structurelle du coeur et le métabolisme cardiaque, et qui conduiraient a des altérations de
la capacité contractile cardiaque et a une majoration de la sensibilité myocardique a I'ischémie (Habbout

et al. 2013).
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D’une maniere générale, la RC conduit a une perte de poids et améliore la dysfonction
métabolique liée a I'obésité (Raitakari et al. 2004, Pierce et al. 2008). Les études cliniques montrent que
la RC diminue la pression artérielle, améliore la sensibilité a l'insuline et les profils lipidiques
plasmatiques chez I’'Homme (Sasaki et al. 2002, Fontana et al. 2007). Ces améliorations pourraient
contribuer, au moins indirectement, a une reduction de la morbidité cardiovasculaire ((Shinmura et al.
2007). De plus, certaines études précisent que la RC peut avoir des effets bénéfiques sur le vieillissement
du systeme cardiovasculaire et prévenir les risques d’athérosclérose, en diminuant le niveau du stress
oxydant cardiaque et vasculaire. Une activation de la biogenése mitochondriale a été évoquée dans ce
cadre (Shinmura et al. 2007, Bales et al. 2013). La RC est également connue pour protéger le coeur contre
les lésions d’ischémie-reperfusion (Rohrbach et al. 2014). La question que nous nous sommes posée a
été de savoir si le rétablissement d’un poids corporel normal et la restauration de certains aspects
métaboliques pourraient améliorer la fonction cardiaque et la sensibilité a I'ischémie-reperfusion du
myocarde chez les souris SAPN adultes, a une étape olu ces modifications sont déja installées au niveau
cardiaque.

Pour ce faire, nous avons suivi la fonction cardiaque par échocardiographie dans les 4 groupes de
souris avant et aprés les 4 semaines de RC. A 7 mois, les souris ont été euthanasiées et les coeurs
prélevés et perfusés selon le technique Langendorff afin d’évaluer la sensibilité myocardique a
I'ischémie-reperfusion. A la fin du protocole d’ischémie globale totale de 30 min suivie par une
reperfusion de 2 h, le marquage des zones infarcies a été effectué afin de quantifier la taille de I'infarctus

cardiaque.
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2. Résultats

a) Poids du cceur

A I'age de 6 mois, le poids du coeur était plus important chez les souris SAPN que chez les souris
NA (142 = 3 mg vs. 119 £+ 3 mg, p<0,001, Test Mann-Whitney). Lorsqu’on rapporte le poids du cceur au
poids corporel de la souris, le ratio reste plus élevé chez les souris SAPN par rapport aux souris NA (0,33
+0,01% vs 0,36 £ 0,02%, p=0,024).

Apres 4 semaines de RC, le poids des coeurs des 2 groupes sous RC avait diminué. Les coeurs du
groupe NARC avaient perdu 11 mg (104 = 1 mg vs 115 + 2 mg, p=0,03) alors que ceux du groupe SARC
avaient perdu environ 15 mg (130 + 4 mg vs 145 + 4 mg, p<0,001). Lorsqu’on rapporte le poids du coeur
au poids corporel de la souris, le ratio n’a pas évolué dans les 2 groupes sous RC, ni chez les souris SAAL,

mais a significativement augmenté dans les groupes NAAL (Figure 18).
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Figure 18 : Variation du rapport entre le poids des coeurs et le poids corporel des souris avant et apreés
4 semaines de restriction calorique au sein des quatre groupes de souris.

NAAL : normoalimentée ad libitum

NARC : normoalimentée en restriction calorique

SAAL : suralimentée pendant la période postnatale ad libitum

SARC : suralimentée pendant la période postnatale en restriction calorique
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b) Fraction d’éjection et fraction de raccourcissement du ventricule gauche

A I'age de 6 mois, la fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) était plus basse chez les
souris SAPN que chez les souris NA (51,06% + 0,93 vs .57,58% + 0,93, p<0,001). Apres 4 semaines de
régime, les FEVG restaient stables dans les deux groupes de souris ad libitum (NAAL et SAAL). La RC n’a
pas eu d’effet sur les FEVG des souris NARC, mais a significativement augmenté la FEVG des souris du
groupe SARC (52,2%+0,9 vs, 60,1%+1,3, p<0,001), dont les valeurs rejoignaient alors celles du groupe
NAAL.

De maniere similaire, les fractions de raccourcissement, initialement plus basses chez les souris
SAPN, ont significativement augmenté apres 4 semaines de RC dans le groupe SARC. Celles des groupes

ad libitum (NAAL et SAAL) n’ont pas été modifiées apres 4 semaines.
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Figure 19 : Evolution des fractions d’éjection (A) et des fractions de raccourcissement (B) du ventricule
gauche au sein des quatre groupes de souris avant et aprés 4 semaines de restriction calorique.
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c) Diametre du ventricule gauche en diastole et en systole

A I'age de 6 mois, les diameétres télédiastolique et télésystolique du ventricule gauche étaient
plus élevés chez les souris SAPN que chez les souris NA. Aprés 4 semaines de RC, les diametres
télédiastolique et télésystolique, stables dans les deux groupes ad libitum (NAAL et SAAL), avaient
diminué significativement chez les souris SARC par rapport aux souris SAAL. Le diametre télésystolique
n’avait pas été modifié par la RC dans le groupe NARC, mais le diameétre télédiastolique avait augmenté

chez les souris NARC par rapport aux souris NAAL (p=0,035).
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d) Evaluation des parametres hémodynamiques cardiaques apreés 4 semaines de RC
sur un modeéle ex vivo de cceur isolé perfusé

Aprés 15 minutes de stabilisation sur le montage de Langendorff, les coeurs isolés étaient

perfusés pendant 10 minutes afin de recueillir les parametres fonctionnels cardiaques de base avant

I'ischémie. En période pré-ischémique, les valeurs de la pression développée du ventricule gauche, de

débit coronaire et de la fréquence cardiaque étaient comparables entre les quatre groupes (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation de la pression développée par le ventricule gauche (A), du débit coronaire
(B) et de la fréquence cardiaque (C) des coeurs isolés perfusés, aprés 15 minutes de perfusion au sein

des quatre groupes de souris.
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e) Récupération de la pression développée et du débit coronaire apres 30 min
d’ischémie
Aprés une ischémie globale totale de 30 minutes, la pression développée par le ventricule
gauche, initialement nulle, augmentait progressivement lors de la période de reperfusion au sein des
quatre groupes de souris. La récupération de la pression développée atteignait environ 25% de sa valeur
initiale apres 1 heure de reperfusion dans les deux groupes de souris ad libitum (NAAL et SAAL). La
récupération de la pression développée était significativement meilleure apres 1 heure de reperfusion
dans les deux groupes de souris sous RC que pour leurs groupes respectifs.
Les mémes améliorations du débit coronaire, en tout début de reperfusion, ont été observées

chez les souris NARC et SARC par rapport aux controles ad libitum.
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Figure 22 : Récupération de la pression développée par le ventricule gauche (A) et du débit coronaire
(B) des coeurs isolés perfusés, aprés 30 minutes d’ischémie globale totale, pendant la reperfusion.
Les résultats sont exprimés en % des valeurs pré-ischémiques.

* : significativement différent du groupe NAAL, p<0,05
t : significativement différent du groupe SAAL, P<0,05
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f) Evolution de la pression diastolique au cours du processus d’ischémie-
reperfusion

La pression diastolique ventriculaire gauche, ajustée au début de I'expérimentation entre 4 et 10
mmHg, ne varie pas au cours de la période de perfusion initiale. En revanche, aprés 5 minutes d’ischémie
globale totale, il se produit une augmentation progressive de la pression diastolique dans les quatre
groupes, ce qui signe la contracture ischémique. La cinétique de la pression diastolique au cours de
I'ischémie était semblable dans les quatre groupes et il n’y avait pas de différence d’intensité de la
contracture ischémique entre les quatre groupes.

La reperfusion qui suit I'ischémie s’accompagne d’une seconde augmentation, importante et
rapide, de la pression diastolique caractérisant, dans les quatre groupes, le phénoméne de contracture
post-ischémique. La pression diastolique atteint le pic de contracture post-ischémique 5 minutes aprés la
reperfusion puis diminue lentement tout au long de la reperfusion. La contracture post-ischémique était

moins importante tout au long de la période de reperfusion dans le groupe de coeurs des souris SARC.
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Figure 23 : Evolution de la pression diastolique ventriculaire gauche au cours de la séquence ischémie
(1) reperfusion (R) (30 min d’ischémie globale totale suivies de 2 heures de reperfusion)
* . significativement différent du groupe NAAL, p<0,05

t : significativement différent du groupe SAAL, P<0,05
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g) Evolution de dP/dt max et dP/dt min au cours du processus d’ischémie-
reperfusion

Pendant la période pré-ischémique, aucune différence au niveau des indices de contraction
(dP/dt max) et de relaxation myocardique (dP/dt min) n’était observée entre les coeurs des quatre

groupes de souris. Aprés 30 minutes d’ischémie globale, les souris SARC récupéraient mieux au niveau de

la dP/dt max et dP/dt min que les autres groupes de souris pendant la période de reperfusion.
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Figure 24 : Evolution de dP/dt max et dP/dt min au cours de la séquence ischémie reperfusion (30 min
d’ischémie globale totale suivies de 2 heures de reperfusion)
* . significativement différent du groupe NAAL, p<0,05

t : significativement différent du groupe SAAL, P<0,05
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h) Taille de l'infarctus

A la fin du protocole d’ischémie reperfusion, les coupes de cceurs ont mis au contact du TTC afin
de déterminer les zones toujours viables (rouges) et nécrotiques (blanches), ce qui permet de quantifier
la taille de la zone infarcie. La Figure 25 montre les images typiquement obtenues sur les coeurs des
quatre groupes colorés au TTC suite a 30 minutes d’ischémie globale totale suivies de 2 heures de
reperfusion. Nos résultats montrent que les coeurs des souris SAAL présentent une taille d’infarctus plus
élevée que celle des souris NAAL, ce qui indique que les souris SAAL sont plus sensibles aux Iésions
d’ischémie/reperfusion. Une diminution de la zone infarcie est observée chez les souris SARC, ce qui est

en faveur de l'installation d’une cardioprotection chez ces souris dans les semaines qui suivent la phase

de RC.
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Figure 25 : Quantification par planimétrie de la taille de la zone infarcie (A) et coupes transversales
marquées au TTC de coeurs (B) soumis a 30 min d’ischémie globale totale suivies de 2 heures de
reperfusion.
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3. Discussion

Les cardiomyopathies liées a I'obésité sont associées a une augmentation de la fibrose
interstitielle et a une dysfonction diastolique. Elle induit, au fil du temps, des anomalies comprenant une
hypertrophie et une dysfonction systolique, entrainant éventuellement une insuffisance cardiaque
(Mandavia et al. 2012). Des études cliniques ont mis en évidence l'impact de la nutrition précoce
pendant I'enfance sur la santé cardiovasculaire a long terme (Singhal et al. 2004, Singhal et al. 2007).

La SAPN induit un surpoids au sevrage mais aussi tout au long de la maturation, accompagné de
détériorations métaboliques telles qu’un accroissement de l'adiposité, une hyperleptinémie et une
insulino-résistance. Dans notre étude, nous avons observé une augmentation du poids des coeurs a I'age
de 6 mois chez les souris SAPN. Cette augmentation persiste méme lorsque le poids du cceur est
rapporté au poids corporel. Chez les rongeurs SAPN au sevrage, |'hypertrophie est associée a une
augmentation d’épaisseur des ventricules gauche et droit, de la taille des cardiomyocytes et a une
diminution de la densité de la vascularisation coronaire (Moreira et al. 2009, Bernardo et al. 2016).
Toutefois, ces résultats ne sont pas consensuels car certaines études réalisées chez les souris Swiss
montrent une hypertrophie a I'age de 4 mois mais pas a 6 mois. La différence peut étre reliée a des
différences touchant la souche d’animaux, I'age ou la méthode de mesure.

Dans notre étude, la SAPN est associée a une baisse de la FEVG et a une augmentation des
diameétres du ventricule gauche chez les souris SAPN de 6 et 7 mois, ce qui confirme les travaux
précédemment publiés par notre équipe. Cette cardiomyopathie dilatée chez les souris SAPN
s’accompagne d’une augmentation du dépot de collagéne (Vieira et al. 2015, Bernardo et al. 2016) et
d’un accroissement de I'expression et de I'activité de la matrice métalloprotéinase-2 au niveau cardiaque
(Habbout et al. 2013). Le ventricule dilaté et la baisse de la FEVG pourraient étre des conséquences d’un
surpoids chez les souris SAPN. Toutefois, les résultats de microarray précisent que la SAPN est capable
d’infléchir précocement I'expression d’'un grand nombre de genes (548) qui peuvent étre sur- ou sous-
exprimés, mais dont une proportion importante se rapporte a des protéines impliquées dans la
constitution du cytosquelette ou de la matrice extracellulaire au sein du tissu cardiaque (Habbout et al.
2013). Ces modifications précoces pourraient altérer la compliance ventriculaire et expliquer la
diminution de la FEVG ainsi que I'élargissement du ventricule. De plus, le remodelage cardiaque peut
étre favorisé par des hormones, cytokines ou certains facteurs de croissance. Au niveau cardiaque, la
leptine ou l'insuline peuvent étre considérées comme des facteurs biochimiques participant a des
régulations de 'adaptation des cardiomyocytes a des contraintes mécaniques et /ou a de nouveaux

environnements métaboliques. L'hyperinsulinémie et I'hyperleptinemie sont présentes chez les rongeurs
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SAPN a tous les stades du développement. Une étude chez les souris Swiss précisé, par ailleurs, que la
voie de la signalisation de l'insuline est altérée par la SAPN a I'dge de 5 mois (Moreira et al. 2009).

Dans la premiére partie de notre étude, nous avons observé que la RC améliorait les altérations
métaboliques induites par la SAPN. De plus, il a été montré que la RC exercait des effets directs sur le
vieillissement du cceur en diminuant les dommages oxydatifs cardiaques (Corbi et al. 2012). Plusieurs
études expérimentales ont montré que la perte de poids obtenue par RC atténuait I’"hypertrophie du VG,
la fibrose ventriculaire et la dysfonction diastolique (Taffet et al. 1997, Kemi et al. 2000, Seymour et al.
2006). Nous avons donc évalué si la RC pouvait inverser la dysfonction cardiaque induite par la SAPN.
Nos résultats ont révélé un effet bénéfique de la RC chez les souris SARC, avec une augmentation de la
FEVG et une diminution du diamétre du ventricule gauche. En revanche, la RC n'a pas eu d’effet
significatif sur la fonction cardiaque des souris NARC. Des études chez I'Homme ont montré que la RC
pouvait améliorer la fonction diastolique du ventricule gauche (Meyer et al. 2006). Il est important de
rappeler que les principaux facteurs de risque des maladies coronariennes sont améliorés par la RC chez
’'Homme non obése (Fontana et al. 2007). Expérimentalement, chez les rats obeéses, la RC corrige non
seulement I'obésité mais atténue aussi I'hypertension artérielle, I’"hypertrophie du ventricule gauche, la
dysfonction diastolique et I'analyse de la fibrose associée a ces altérations fonctionnelles (Takatsu et al.
2013).

La SAPN altere non seulement la fonction contractile cardiaque mais elle induit aussi une
dilatation ventriculaire gauche et rend aussi les coeurs plus sensibles aux lésions d’ischémie-reperfusion.
La RC a court ou long terme améliore la tolérance ischémique chez les animaux jeunes ou agés (Shinmura
(Shinmura et al. 2005, Shinmura et al. 2008, Edwards et al. 2010). Nous avons donc examiné la
récupération du débit coronaire et de la pression développée ventriculaire gauche apres une ischémie 30
min induite in vitro dans un modele de coeur isolé et perfusé selon la méthode de Langendorff. Ce
modele nous a permis d’évaluer la fonction cardiaque en dehors de toute influence de régulation neuro-
humorale. Nos résultats antérieurs avaient montré que les cceurs des souris adultes SAPN étaient plus
sensibles aux lésions d'ischémie-reperfusion et présentaient une taille d'infarctus plus grande (Habbout
(Habbout et al. 2013), ce qui a été, en partie, retrouvé dans ce travail. Une étude récente chez les souris
Swiss rapporte que les souris adultes SAPN présentaient des modifications d’expression de protéines
impliquées dans le métabolisme cardiaque et une détérioration hémodynamique lors d’une séquence
d’ischémie-reperfusion (Vieira et al. 2015). Cette altération de la récupération des parametres
cardiaques pourrait résulter d’'une réorganisation structurelle myocardique (Velkoska et al. 2008,

Moreira et al. 2009). La SAPN induit des modifications de I’architecture cardiaque, avec un dépot plus
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important de fibres de collagénes, marquant un état de remodelage fibreux du ventricule.
L'augmentation d’expression et d’activité de la MMP-2 peut également étre impliquée dans les
phénoménes de remodelage cardiaque suite a une ischémie-reperfusion (Kandasamy et al. 2010).

La RC protege les cceurs contre les lésions ischémiques chez les souris SARC et les souris NARC
avec une meilleure récupération de la pression développée, de la dP/dt max et de la dP/dt min pendant
la reperfusion post-ischémique. Cependant, une diminution de la contracture post-ischémique et de la
taille de la zone de l'infarctus est observée uniquement chez les souris SARC, ce qui signifie que
I"amélioration par la RC est plus efficace chez les souris SARC.

Globalement, ces résultats soulignent un effet bénéfique de la RC de 20% a court terme chez les
souris SAPN avec une restauration totale de la fonction cardiaque in vivo et une diminution de la
sensibilité cardiaque aux lésions d’ischémie-reperfusion induites ex vivo. Une étude récente rapporte
gu’une RC de 30% pendant 7 jours était associée a une cardioprotection avec une diminution de la taille
de l'infarctus chez les souris de 4 mois. Les analyses d’expression d’ARNm et de microARN au niveau des
tissus cardiagues montrent qu’une RC de 7 jours module I'expression des genes impliqués dans I'horloge
circadienne, le stress oxydatif, la fonction immunitaire, I'apoptose, le métabolisme, I'angiogenéese, le
cytosquelette et la matrice extracellulaire (Noyan et al. 2015). Les mécanismes exacts de I'effet
bénéfique de notre protocole RC sur les souris ayant subi une SAPN feront I'objet de travaux ultérieur au

sein de notre groupe.
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C. Troisieme partie : Conséquences mitochondriales et oxydatives
cardiaques d’'une suralimentation postnatale et d’'une restriction calorique
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1. Introduction

Comme nous l'avons décrit dans la partie synthése bibliographie, le cceur est un organe
présentant un niveau métabolique extrémement actif. De par ses fonctions mécaniques permanentes, il
a besoin de maintenir précisément son homéostasie énergétique, de réguler et d’optimiser la dynamique
et la fonction mitochondriale. La mitochondrie est en effet la principale source d’ATP de la cellule mais
elle joue un réle essentiel non seulement dans la régulation de I’homéostasie énergique cellulaire mais
aussi dans la mise en ceuvre des processus apoptotiques. En raison de sa forte demande énergique qui
requiert une treés forte densité mitochondriale cellulaire, le coeur est un organe particulierement
vulnérable a une dysfonction mitochondriale, qu’elle soit liée a une altération structurale, a une
fluctuation du rendement énergique ou a une altération de la signalisation mitochondriale (Tocchi et al.
2015). Des études cliniques et expérimentales ont montré qu’'un défaut bioénergique mitochondrial
pouvait étre impliqué, du moins en partie, dans la diminution de la capacité contractile myocardique,
dans I'augmentation de la sensibilité a I'ischémie-reperfusion, dans I'apparition et la constitution de la
fibrose et de I'apoptose myocardique (Marin-Garcia et al. 2008).

L'augmentation de la production mitochondriale d’EROs joue un rdle important dans la
physiopathologie des maladies cardiovasculaires métaboliques (Boudina et al. 2005, Rosca et al. 2013).
Certaines études ont suggéré que la détérioration énergétique mitochondriale associée a I'obésité et au
diabete de type 2 pouvait contribuer a I'installation d’une dysfonction cardiaque (Boudina et al. 2005,
Boudina et al. 2007). Il a été montré chez I'animal qu’une obésité induite par un régime riche en lipides
entrainait une cardiomyopathie dilatée. Cette altération fonctionnelle était associée a une dysfonction
mitochondriale, a une augmentation de la production du H,0, et a une diminution du ratio GSH/GSSH.
Ces modifications métaboliques s’accompagnent d’'une réduction de la synthése d’ATP et d’'une
altération de la respiration associée au Complexe | et de I'activité du Complexe Il au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale (Kang et al. 2015, Sverdlov et al. 2015, Sverdlov et al. 2016).

Dans le cardiomyocyte, la mitochondrie représente une source majeure de production de
radicaux libres mais en méme temps, elle est aussi particulierement susceptible aux lésions oxydatives.
Les especes réactives oxygénées produites par la mitochondrie sont en effet susceptibles de détériorer
I’ADN mitochondrial, ainsi que les lipides et des protéines qui la constituent (Barja et al. 2000). En ce qui
concerne la RC, ces conditions nutritionnelles exercent des effets pléiotropies sur le plan cardio-
métabolique. Plusieurs travaux suggerent que ces effets bénéfiques de la RC passeraient par une
diminution du niveau du stress oxydant mitochondrial. Certaines études expérimentales précisent que la

RC diminue 1) la production d’EROs mitochondriales au niveau myocardiaque (Gredilla et al. 2001, Judge
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et al. 2004, Colom et al. 2007, Shinmura et al. 2011) 2) améliore dans des conditions expérimentales chez
la souris la biogenese mitochondriale au niveau du coeur et des muscles squelettiques (Nisoli et al. 2005).

Dans cette troisieme partie de notre travail de These, nous nous sommes proposés d’explorer les
modifications induites par la SAPN et la RC sur la respiration mitochondriale et le niveau du stress
oxydant au niveau de myocarde. La consommation d'oxygéne de la chaine respiratoire mitochondriale a
été mesurée en utilisant la technique de respirometrie sur tissu myocardique isolé (muscle papillaire)
dans les 4 groupes de souris, a 7 mois. La production d’especes réactives de I'oxygéne et de I'azote
(ERON) a été appréciée par RPE, et les niveaux d’expression des enzymes antioxydantes ont également

été évalués au niveau du tissu cardiaque.
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2. Résultats

a) Respiration mitochondriale des muscles papillaires isolés

Concernant la consommation basale d'oxygéne par le tissu cardiaque (figure 26), il n'y avait
aucune différence entre les groupes NAAL et SAAL. Néanmoins, les muscles papillaires des souris ayant
subi une RC, NARC et SARC, présentaient une consommation basale d'oxygene plus basse que celle de
leurs groupes contréles ad libitum.

Nous avons ensuite introduit le glutamate, le malate et le pyruvate afin de stimuler le complexe |
de la chaine respiratoire (NADH déshydrogénase), puis le succinate qui nous a permis d'évaluer la
respiration liée au complexe Il (succinate déshydrogénase) ; I'introduction de ces substrat se traduisant
par une augmentation trés importante de la consommation d’oxygene par le muscle cardiaque. Alors
gu’il n'y avait pas de différence entre les souris NAAL et SAAL (figure 26 B), les souris SARC présentaient
une augmentation de la consommation d'oxygene par rapport aux souris des autres groupes apres
introduction des substrats, ce qui traduit une activité plus importante des complexes | et Il chez les
souris SARC.

L'état 3 a été mesuré par I'ajout d’ADP en concentration saturante ce qui permet d'évaluer le
niveau de respiration maximal (qui correspond a la phosphorylation oxydative et a 'activité du complexe
V). A ce niveau, une augmentation de la consommation d'oxygéne a été observée chez toutes les souris
ayant subi une RC, NARC et SARC, par rapport a leurs contréles ad libitum, révélant une augmentation de
I'activité du complexe V par la RC. Enfin, le carboxy-atractyloside, un inhibiteur de I'échange ATP-ADP, a
été ajouté afin d’obtenir I'état 4, c’est-a-dire la respiration indépendante de I’ADP, au cours de laquelle
la respiration est seulement stimulée par les substrats. La respiration d’état 4 était significativement
améliorée par la RC chez les souris SARC. Toutefois, le RCR (respiration control ratio = état3/état4), un

indice de I'efficacité de la phosphorylation oxydative, était comparable entre les 4 groupes.
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Figure 26 : Respiration basale des muscles papillaires perméabilisés sans stimulation (Etat 1), aprés
I'ajout de glutamate, malate, pyruvate (Etat 2 Cl); de succinate (Etat 2 Cll) ; d’ADP (Etat 3) ; et de
carboxy-atractyloside (Etat 4) au sein des quatre groupes de souris.
NAAL : normoalimentée ad libitum
NARC : normoalimentée en restriction calorique
SAAL : suralimentée pendant la période postnatale ad libitum
SARC : suralimentée pendant la période postnatale en restriction calorique
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b) Expression protéique des 5 complexes de la chaine respiratoire mitochondriale

L'expression protéique des cing complexes de la chaine respiratoire a été examinée au niveau
des tissus cardiaques. Les complexes nucléaires (la sous-unité de 30 kDa du complexe I, la protéine du
noyau 2 de la sous-unité du complexe Il et la sous-unité o du complexe V) et mitochondriaux (la sous-
unité ND6 du complexe | et la sous-unité 1 de complexe 1V) ont été quantifiés par Western blot (figure
27B).

L'expression des protéines des complexes IV et V était augmentée par la SAPN dans les coeurs
des souris SAAL par rapport aux coeurs des souris NAAL (figure 27A). La RC a entrainé une augmentation
de I'expression des protéines du complexe | dans les coeurs des souris SARC, et celle du complexe V chez

les souris NARC.
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Figure 27 Expression protéique des cinqg complexes (CI-CV) de la chaine respiratoire (OXPHOS) au
niveau du tissu cardiaque (A). lllustration de Western blot des niveaux de complexes OXPHOS IV des
protéines (B).
Le niveau de protéine cardiaque a été normalisé a la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) et a la teneur exprimée par rapport au groupe témoin (NAAL)
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c) Etude du stress nitro-oxydatif cardiaque avant et apres la RC chez les souris NA

et SAPN

Le niveau de production cardiaque d’ERONS a été mesuré par spectroscopie de RPE sur des
biopsies fraichement prélevées de tissus cardiaques, incubées en présence de la sonde diamagnétique
CMH (Figure 28). A 100K, un signal anisotrope, correspondant a l'oxydation du CMH en radical CPe par
les ERONSs, a été observé. Aprés quantification des signaux, il existait un niveau d’oxydation plus élevé de
la sonde CMH dans les myocardes de souris SAAL que dans ceux des souris NAAL.

Curieusement, la RC a exercé un effet opposé chez les souris NA et SAPN, avec une diminution
de l'oxydation du CMH chez les souris SARC et une augmentation chez les souris NARC. Cependant,
|'expression génique des enzymes antioxydantes au niveau du tissu cardiaque était identique chez toutes

les souris (Tableau 4).
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Figure 28 : Evaluation par spectroscopie de RPE du stress nitro-oxydatif tissulaire cardiaque par la
production du radical CPe au sein des quatre groupes de souris.

Tableau 4 : Expression génétique des enzymes antioxydantes : Catalase, MnSOD, Cu/ZnSOD.

Géne NAAL NARC SAAL SARC
MnSOD 0,99+0,09° 0,91+0,04° 1,09 £0,04° 0,98 +0,03°
Cu/ZnSOD 1,14 +0,09° 1,15+0,14° 1,11+0,10° 1,12+0,11°
Catalase 0,80 £ 0,08° 0,96 £0,16° 0,99+0,11° 0,99 +0,13°
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3. Discussion

Le cceur est un organe qui se caractérise par un intense métabolisme aérobie grace a un nombre
important de mitochondries par cardiomyocyte, qui fournissent de grandes quantités d'ATP nécessaires
a maintenir une activité contractile continue. Il a été montré qu’une dysfonction mitochondriale se
retrouvait dans plusieurs situations physiopathologiques associées au développement progressif d’une
cardiomyopathie et liées a I'obésité, I'insulino-résistance et I’hyperinsulinémie. L’obésité induite par un
régime dit « cafétéria » chez la souris entraine des altérations du métabolisme énergique cardiaque, avec
une diminution de l'oxydation des hydrates de carbone et des acides gras en amont de la chaine
respiratoire mitochondriale mais aussi une diminution de la capacité de couplage entre Ia
phosphorylation oxydative et la synthése d’ATP chez ces souris obéses (Neves et al. 2014). Dans un
modele assez proche de celui que nous avons utilisé, certains auteurs ont rapporté des détériorations de
la morphologie mitochondriale chez de jeunes souris soumises a un régime enrichi en graisses pendant
I'allaitement. Ces résultats apportent des pistes intéressantes sur les origines de la dysfonction
mitochondriale observée chez les animaux ayant subi une programmation postnatale (Turdi et al. 2013).

Dans notre approche expérimentale, nous avons évalué la fonction mitochondriale dans les 4
groupes de souris adultes par respirometrie de haute résolution. Nos résultats ne montrent aucun
changement de la respiration mitochondriale dans les muscles papillaires de souris ayant subi une SAPN,
SAAL, par rapport aux souris témoins, NAAL. Nous avons toutefois observé une augmentation de
I'expression de protéines des complexes IV et V chez les souris SAAL. On peut donc faire I'hypothése que
I'efficacité des complexes IV et V soit diminuée chez les souris SAAL. Une augmentation de I'oxydation
des hydrates de carbone a été observée au sevrage chez de jeunes souris Swiss ayant subi une SAPN,
avec une augmentation d’activité de la respiration maximale avec les complexes | et Il mais sans
changements du niveau d’expression protéique des cinqg complexes de la chaine respiratoire (Bernardo
et al. 2016). Ces résultats suggerent que la SAPN modifie la précocement la fonction mitochondriale
cardiaque, mais qu’un phénomene de compensation se met en place progressivement au cours de la
maturité, par lintermédiaire d’une augmentation d’expression protéique des complexes afin de
maintenir une fonction respiratoire mitochondriale normale.

La RC semble induire un effet bénéfique chez les souris SARC, en augmentant la respiration
mitochondriale dans les états 2 (Cl et Cll), 3 (CV) et 4 (respiration découplée), alors que dans le groupe
NARC, seul I'état 3 est augmenté. En parallele, une augmentation de |'expression de protéines du
complexe | est observée chez les souris SARC, ce qui est en corrélation avec I'augmentation de la

respiration en Etat 2 chez ces souris. Dans I'ensemble, ces résultats mettent en évidence qu’au cours de
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la RC chez les souris SARC, le tissu cardiaque se met en capacité d’augmenter |'utilisation de substrats
énergétiques afin de préserver son efficacité énergétique.

La mitochondrie constitue une source importante d'ERO en tant que sous-produits du
fonctionnement normal de la chaine respiratoire. Dans les cardiomyocytes, qui ont une forte demande
énergétique et un nombre conséquent de mitochondries, il existe un état chronique de stress oxydant
(Tsutsui et al. 2009). La mitochondrie, qui joue un réle essentiel dans les processus d'apoptose,
d'homéostasie calcique, de production d’ATP et de stress oxydant, est au carrefour des mécanismes
impliqués dans la cardioprotection induite par la RC. Nos résultats montrent une augmentation de la
production d’ERONs qui n'est pas compensée par une augmentation de l'expression d'enzymes
antioxydantes chez les souris SAAL a 7 mois, ce qui souligne une élévation du niveau de stress oxydant
dans les tissus cardiaques chez ces souris.

Comme nous |I'avons développé précédemment, le stress oxydant, joue un réle dans l'initiation
et le développement de pathologies vasculaires, qui accompagnent I’hypertension artérielle et
I’athérosclérose (Dobrian et al. 2001, Furukawa et al. 2004). Des études précédentes réalisées dans notre
laboratoire avaient montré que la SAPN induisait une augmentation des taux circulants
d’hydroperoxydes, produits de la peroxydation sur les constituants protéiques ou lipidiques du plasma,
et une augmentation de la production cardiaque d’ERONs (Habbout et al. 2013). Notre travail confirme
cet accroissement du niveau du stress nitro-oxydant tissulaire cardiaque chez les souris SAPN, mais
précise qu’aprés un mois de RC, le stress nitro-oxydant est atténué au niveau du tissu cardiaque chez les
souris SARC.

En raison d’'une quantité limitée de tissu cardiaque pour réaliser I'ensemble de nos
expérimentations de These, nous n’avons pas spécifiquement apprécié le stress oxydant au niveau
mitochondrial mais il nous est toutefois possible d’extrapoler nos résultats pour tenter de répondre a
cette question. Nous avons observé une augmentation de la respiration mitochondriale dans tous les
états stimulés par des substrats, malgré I'absence de l'augmentation d'expression des complexes
spécifiques de chaine mitochondriales (sauf pour le complexe 1). Ces résultats pourraient étre liés a une
efficacité plus importante des complexes mitochondriaux, avec un meilleur transfert d'électrons le long
de la chaine respiratoire et donc une diminution de la production des EROs d’origine mitochondriale
dans les cardiomyocytes. Ceci pourrait expliquer I'amélioration de la fonction cardiaque et la protection
contre les lésions ischémiques chez les souris SARC. De futurs travaux devront donc étre conduits afin de
valider cette hypothése et nous permettre de mieux d’appréhender les changements induits par la SAPN

et la RC au niveau mitochondrial.
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D. Quatrieme partie : Etude des conséquences d’'une suralimentation
postnatale et d'une restriction calorique sur les voies signalisation de
I'insuline et de la leptine au niveau du tissu cardiaque
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1. Introduction

Nous avons déja développé dans I'introduction les liens étroits entre la résistance a I'insuline (Rl),
I'obésité et le développement d’un diabete de type 2. En outre, de nombreuses études cliniques ont
démontré que la Rl est un facteur indépendant de prédiction du développement de l'insuffisance
cardiaque (Horwich et al. 2010), ce qui suggere que la Rl seule peut exercer un effet délétere sur la
fonction cardiaque (Wong et al. 2007) (Witteles et al. 2008). Les cardiomyopathies associées avec une Rl
et/ou une hyperinsulinémie sont caractérisées par une multitude d’altérations telles qu’une atteinte de
la signalisation myocardique a l'insuline, une dysfonction mitochondriale, des détériorations de
I’'homéostasie calcique, une atteinte de la circulation coronaire, une activation du systéme nerveux
sympathique et du systeme rénine-angiotensine-aldostérone ainsi qu’une mauvaise réponse
immunitaire (Jia et al. 2016). En effet, lors d’une surcharge de pression (Hu et al. 2003), d’un traitement
par l'isoprénaline (McQueen et al. 2005) ou aprés un infarctus myocardique (Sena et al. 2009), les souris
transgéniques présentant une délétion du récepteur a l'insuline spécifiquement localisée dans les
cardiomyocytes (cardiomyocyte-specific delation of Insulin receptor :CIRKO) ou du substrat de ce
récepteur (CIRSKO) présentent des détériorations fonctionnelles myocardiques dont I'origine est une
dysfonction mitochondriale cardiaque (Boudina et al. 2009), ce qui suggére que la Rl aggrave la
probabilité de développer une dysfonction contractile, une hypertrophie et la susceptibilité a I'ischémie.

La SAPN induit une hyperinsulinémie et une Rl chez les rongeurs au moment du sevrage et
également a I'dge adulte. Elle s’accompagne de modifications de la signalisation a l'insuline dans
plusieurs tissus, tels que le tissu adipeux blanc (Rodrigues et al. 2007, Bei et al. 2015), I’hypothalamus
(Portella et al. 2015), le foie (Conceicao et al. 2013) et les muscles squelettiques (Liu et al. 2013). Chez les
rongeurs ayant subi une SAPN, une hyperleptinémie associée a une résistance a la leptine au niveau de
I’hypothalamus a été rapportée dans plusieurs études. Elle se caractérise par une diminution de
I’expression du récepteur a la leptine (OB-Rb) (Lopez et al. 2005) et de la phosphorylation d’un de ses
effecteurs, STAT3 (Glavas et al. 2010, Rodrigues et al. 2011). STAT3 est une des protéines de la famille
STAT (Signal Transducers and Activatorsof Transcription) qui joue un réle important dans la
physiopathologie cardiaque (Haghikia et al. 2014). La voie JAK/STAT3 est impliquée dans la signalisation
de la leptine et dans certaines voies de cardioprotection. En effet, I'activation d'une des voies
cardioprotectrices impliquées dans le préconditionnement ischémique, la voie ‘survivor activating factor
enhancement’ (SAFE), nécessite I'activation de STAT3 (Lecour 2009). Etant donné les roles essentiels de

I'insuline et de la leptine sur la fonction cardiaque, nous avons souhaité évaluer |'expression de certaines
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protéines clés de ces voies de signalisation, afin de comprendre les conséquences de la SAPN et de la RC
sur la signalisation cardiaque a l'insuline et la leptine.

Compte-tenu des perturbations au niveau du métabolisme énergétique provoquées par la SAPN,
il était intéressant d’étudier la régulation d’un facteur primordial impliqué dans I’homéostasie
énergétique : 'AMPK (5' adenosine monophosphate-activated protein kinase). L'AMPK est exprimé dans
un grand nombre de tissu, comprenant le foie, le cerveau, le muscle squelettique et également les
cardiomyocytes (Beauloye et al. 2011, Horman et al. 2012). En tant que senseur métabolique, I’AMPK
permet d’ajuster précisément les besoins et la disponibilité énergétique cellulaire. De plus, I'AMPK
participe également a la régulation de la prise alimentaire et de la sensibilité des tissus en réponse a de
nombreux signaux métaboliques et hormonaux (Foretz et al. 2006) et joue un role important dans les
effets bénéfiques de la RC (Hardie 2011). En raison de I'ensemble de ces effets majeurs, nous avons

souhaité évaluer |'expression protéique de I’AMPK dans les 4 groupes de souris.
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2. Résultats

a) Voie de signalisation de l'insuline

Le niveau d’expression protéique du récepteur a l'insuline, au niveau du tissu cardiaque, a été
mesuré par Western blot. Nos résultats ont montré qu’il n’y avait pas de différence d’expression au sein
des quatre groupes de souris (Figure 29). L'expression génique du substrat du récepteur a l'insuline (IRS1)
et du transporteur de glucose 4 (Glut4) dans le tissu cardiaque n’était également pas différente entre les
guatre groupes, suggérant que la voie de signalisation a I'insuline au niveau du coceur n’est que peu ou

pas modifiée ni par la SAPN ni par la RC (Tableau 5).
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Figure 29 : Expression protéique des récepteurs a l'insuline dans le tissu cardiaque au sein des quatre
groupes de souris.

Tableau 5 : Expressions génétiques d’IRS1 et de Glut4 dans les coeurs de souris NA et SA sous
restriction calorique (RC). L’effet significatif a été calculé avec un test ANOVA.

Géne NAAL NARC SAAL SARC
IRS1 0,07+0,01° 0,07 £0,01° 0,08 £0,01° 0,08 £0,01°
Glut4 3,64+0,40° 3,57+0,38° 3,66 +0,38° 3,53+0,44°
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b) Quantification des protéines pSTAT3/STAT3 et pAMPK/AMPK

Les protéines STAT3 et AMPK, ainsi que leurs formes phosphorylées ont été mesurées sur les
tissus myocardiques par Western blot au sein des quatre groupes de souris a I’dge de 7 mois.

Il n’y avait pas de différence sur le rapport de pSTAT3/STAT3 entre les coeurs des souris NAAL et
SAAL. En revanche, une augmentation de la phosphorylation de STAT3 a été observée a la fois chez les
souris NARC et SARC.

En revanche, en ce qui concerne l'activation de la voie AMPK, le rapport pAMPK/AMPK était

identique au sein des 4 groupes de souris.
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Figure 30 : Expression cardiaque de pSTAT3/STAT3 (A et B) et de pAMPK/AMPK (C et D) déterminée
par Western blot. La forme phosphorylée rapportée sur la forme totale de la protéine est indicative de
I'activation des protéines respectives.
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3. Discussion

La résistance a l'insuline, observée chez les patients obeses, est considérée comme une des
premieres étapes du développement des maladies cardiovasculaires (Bogardus et al. 1985, Godfrey et al.
2000) et de I'insuffisance cardiaque (Morisco et al. 2006).

Au cours du développement embryonnaire, le transport du glucose au niveau des cellules
cardiaque s’effectue d'une maniere indépendante de l'insuline par le transporteur de glucose GLUT1 ;
par la suite, apres la naissance, ce transport est progressivement remplacé par un transporteur insulino-
dépendant, GLUT4 (Santalucia et al. 1992). En outre, il se produit au cours du développement un
changement de la source énergétique du coeur qui, a I’dge adulte, utilise principalement les acides gras
et moins le glucose (Lopaschuk et al. 2010). La voie de signalisation a l'insuline joue un réle important
dans ces changements.

L'insuline se fixe sur ses récepteurs IR et recrute ensuite I'IRS-1 en le phosphorylant. L'IRS-1
phosphorylée, a son tour, phosphoryle la PI3 kinase (phosphatidylinositide 3-kinase), augmentant la
guantité de PIP3 et activant des kinases dépendantes de PIP3, comme PDK-1 et Akt2. L'activation de
cette voie conduit a une translocation des vésicules de stockage de GLUT4 et a la fusion de ces vésicules
avec la membrane plasmique, entrainant une augmentation de la pénétration du glucose au niveau du
cardiomyocyte (Bertand L et al., 2008).

Au niveau cardiaque, I’environnement nutritionnel module I'action de I'insuline sur I'absorption
du glucose (Abel et al. 1999), la synthése du glycogéne (Laughlin et al. 1992), la glycolyse (Depre et al.
1998), I'oxydation du glucose (Belke et al. 2001), l'inhibition de I'oxydation des acides gras (Carroll et al.
2005), la synthése de protéines (Flaim et al. 1983) et la taille des cardiomyocytes (Belke et al. 2002).

Dans notre étude, nous avons observé une hyperinsulinémie, une intolérance au glucose et une
résistance a l'insuline chez les souris SAPN a I’4ge adulte. Une RC de 4 semaines a corrigé tous ces
parameétres chez les souris SARC. Notre hypothése était qu’une altération de la signalisation de I'insuline
au niveau cardiaque, associée a une résistance a l'insuline, pourrait étre I'origine de la dysfonction
cardiaque chez les souris SAPN. Les mesures d’expression protéique du récepteur insuline (IRB) et
d’expression génique d’IRS1 et GLUT4 ne montrent aucune différence entre les 4 groupes de souris. Des
modifications dans la signalisation de I'insuline cardiaque ont été observées par d’autres équipes, au
sevrage chez le rat et la souris juvéniles ayant subi une SAPN (Pereira et al. 2006, Bernardo et al. 2016). A
I’age adulte, une augmentation d’IRP et une diminution de la phosphorylation d’IRS1 ont été observés
chez les souris Swiss a 4 mois (Vieira et al. 2015) et a 5 mois (Martins et al. 2008). Dans notre étude, nous

n’avons pas observé de tels types de modifications chez nos souris C57BL6 a 7 mois. Toutefois, d’autres
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mesures, telles que celles du niveau de phosphorylation d’IRB et d’IRS1 et la translocation membranaire
du GLUT4, seraient nécessaires pour approfondir notre compréhension et conclure de maniere définitive.

Dans ces circonstances et au niveau des volets biochimiques, il est important de rappeler que la
leptine est une hormone secrétée par les adipocytes qui agit comme un modulateur essentiel de la
régulation de la prise alimentaire et du poids corporel. La fixation du récepteur a la leptine (OB-Rb) par
son ligand, conduit a I'activation de JAK suivie par la phosphorylation de la protéine STAT3 sur un résidu
tyrosine, qui est transporté ensuite vers le noyau afin d'activer la transcription de geénes cibles. La
surexpression de STAT3 au niveau du cardiomyocyte chez les souris peut conduire a une hypertrophie
cardiaque (Kunisada et al. 2000). L’activation de la voie JAK2/STAT3 stimule la transcription de SOCS3
(suppressor of cytokine signaling proteins), un inhibiteur par rétrocontrole de cette voie induite par la
leptine. Une hyperleptinemie est systématiquement observée chez les animaux ayant eu une SAPN au
sevrage et a |'age adulte. Si, comme nous I'avons déja évoqué, une résistance centrale a la leptine a été
montrée au niveau hypothalamique (Schmidt et al. 2001, Lopez et al. 2005, Rajia et al. 2010, Rodrigues
et al. 2011), des résultats similaires ont été observés au niveau du rein: une diminution de la
phosphorylation de STAT3 et une augmentation d’expression de SOCS 3 ont été observées au niveau
rénal chez le rat SAPN (Alcazar et al. 2012).

Il a été démontré la présence de récepteurs a la leptine au niveau cardiaque, tels qu’Ob-Ra, Ob-
Rb et Ob-Re, suggérant une action locale de la leptine au niveau du myocarde (Purdham et al. 2004).
Dans notre étude, nous n’avons observé aucune différence de la phosphorylation de STAT3 entre les
souris SAPN et les souris controles. Une étude chez le rat avait néanmoins montré, au sevrage, une
augmentation d’expression protéique d’Ob-Rb, STAT3 et JAK2 induite par la SAPN. De plus, dans des
résultats précédents publiés par notre équipe, il était observé une diminution de la phosphorylation de
STAT3 et une augmentation d’expression de SOCS3 chez les souris SAPN a I'age de 7 mois (Habbout et al.
2013). Malgré I'absence de différence significative, nous avons cependant observé une tendance
similaire a la diminution de la phosphorylation de STAT3 chez les souris SAAL a 7 mois. Ces résultats
nécessiteraient d’étre confirmés sur un nombre plus important d’échantillons, et en incluant I'évaluation
d’expression de SOCS3 et de JAK2. Toutefois, un résultat intéressant de notre travail est 'augmentation
de la phosphorylation de STAT3 observée dans tous les groupes ayant subi une RC. STAT3 est également
impliqué dans la voie de signalisation « SAFE », qui joue un réle important dans la cardioprotection vis-a-
vis des lésions d’ischémie-reperfusion (Boengler et al. 2008). STAT3 est activé par les pré- et post-
conditionnement ischémiques (Hattori et al. 2001) ainsi que par différents agents pharmacologiques

cardioprotecteurs (Kelly et al. 2010). Nous suggérons donc que I'augmentation de la phosphorylation de
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STAT3 induite par la RC pourrait activer la voie de signalisation de cardioprotection « SAFE » et améliorer
la sensibilité myocardique aux lésions d’ischémie-reperfusion. Cependant, d’autres mécanismes
pourraient étre induits par la RC et entrainer des d’effets bénéfiques chez les souris SAPN.

L'AMPK est un régulateur important du métabolisme cardiaque et de I'adaptation métabolique,
notamment lors de changements de source énergique au niveau du coeur. Elle est activée par I’"hypoxie,
la diminution de la phosphorylation oxydative ou I'altération du ratio AMP/ATP. Une fois activée, ' AMPK
participe au maintien de I'"homéostasie énergétique cellulaire en contrélant, a court terme, I'activité de
certaines enzymes et a long terme, I'expression de certains génes, la plupart impliqués dans le
métabolisme énergétique (Foretz et al. 2006). Il a été montré une augmentation du ratio pAMPK/AMPK
chez les souris SAPN au sevrage, accompagnée d’une augmentation d’expression de GLUT1 et de
I’oxydation des hydrates de carbone au niveau du tissu cardiaque (Bernardo et al. 2016). Dans ce
contexte, il serait important d’aborder les mécanismes moléculaires susceptibles d’étre impliqués de
maniere directe et indirecte dans les adaptations métaboliques qui participent aux incidences

fonctionnelles cardiovasculaires qui accompagnent la RC.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Nos résultats confirment que la SAPN induit un mécanisme de programmation du risque cardio-
métabolique. Notre étude a démontré que les souris SAPN ne présentaient pas seulement a I'dge adulte
un surpoids acquis, mais également des modifications métaboliques telles que I'accumulation de graisses,
une résistance a l'insuline et une intolérance au glucose. En outre, les souris SAPN développaient une
dysfonction cardiaque qui s’installe progressivement au cours de leur développement postnatal et qui se
caractérise, dés I’age de 6 mois, par une dilatation de la cavité du ventricule gauche, une diminution de
la FEVG, une majoration du stress oxydant au niveau cardiaque ainsi qu’une plus grande susceptibilité
aux lésions d’ischémie-reperfusion myocardique. La question majeure que nous nous sommes posée au
cours de travail de Thése, a été d’évaluer si cette « programmation » du risque, peut dans une certaine
mesure étre « déprogrammeée » par des changements nutritionnels instaurés alors que les désordres et
les risques cardio-métaboliques sont installés. Nous avons alors procédé a une restriction calorique
modérée (-20%), ce qui correspondait globalement au niveau du surpoids et de surconsommation de
nourriture, et entrepris cette restriction sur un temps court, mais suffisant pour permettre aux souris
SAPN de retrouver le niveau pondéral de leurs témoins. Sans revenir en détail sur les résultats de ce
travail, qui ont été précédemment présentés et discutés, cette RC modérée a non seulement permis de
normaliser le poids corporel chez les souris SA, mais elle a aussi amélioré in vivo la sensibilité des
animaux au glucose et a l'insuline. Par ailleurs, la RC a permis de normaliser les altérations
morphologiques et fonctionnelles cardiaques induites par la SAPN. Enfin, la RC a permis d’induire une
diminution du niveau du stress nitro-oxydant cardiaque et une optimisation de la respiration
mitochondriale chez les souris SAPN. Ces modifications sont susceptibles, au moins en partie, de
participer a 'amélioration de la fonction cardiaque et a une meilleure récupération face a une situation
d’ischémie-reperfusion.

Dans ce travail de Thése, bien que de nombreuses pistes aient été explorées afin d’aborder les
mécanismes moléculaires impliqués dans ces effets de programmation cardiaque et d’amélioration par
la RC, il serait hasardeux, a la lumiere de nos résultats actuels, de dégager une voie prioritaire parmi les
différents pistes moléculaires. Il serait en effet séduisant de relier, a un acteur clef, I'ensemble des
changements complexes et interactifs qui touchent, sur le plan spatial et temporel, la fonctionnalité d’un
organe. Toutefois, si le cardiomyocyte est la cellule principale du cceur, sans laquelle il ne pourrait
exercer ses propriétés contractiles rythmiques, il faut intégrer les interactions entre les différentes
cellules qui structurent le myocarde (musculaires lisses, endothéliales, fibroblastes). Dans ce contexte,
lors d’analyses d’expression géniques et moléculaires, force est de considérer que c’est I'ensemble des

constituants de ces cellules qui est appréhendé. Il est possible que des changements affectant seulement
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un type cellulaire, et qui participent de fagon majeure a l'initiation de dysfonctions cardiaques soient
masqués par les différentes altérations qui se superposent et qui peuvent méme interagir de maniére
synergique ou antagoniste. En outre, la capacité contractile du cceur dépend non seulement de la
fonction de I'ensemble des cardiomyocytes, synchronisés, sous-tendue par un réseau de perfusion
capillaire micro-vasculaire, mais aussi de |'organisation tridimensionnelle de ces cellules, au sein d’'une
matrice extracellulaire. Cette matrice extracellulaire, composée de collagene et des protéines, se
structure et évolue au cours du développement de l'individu, et soutient I'activité mécanique de
contraction et de relaxation de |'organe.

Dans des travaux précédemment réalisés, nous avions comparé I'expression génique des cceurs
juvéniles (au sevrage) de souris SAPN et témoins, et avions observé que la SAPN était capable de
modifier I'expression d’un grand nombre de genes (548). Une proportion importante de ces
modifications concernait des protéines impliquées dans la constitution du cytosquelette ou de la matrice
extracellulaire. Ces modifications précoces pourraient étre responsables d’'un « remodelage » cardiaque
spécifique qui aboutirait progressivement a une dysfonction cardiaque a I'dge adulte, sans que l'on
puisse alors déceler des changements d’expression de génes ou de protéines au sein de I'ensemble des
cellules du coeur mature.

Lorsqu’on évoque la situation de « programmation » périnatale du risque cardiovasculaire, le
concept de changements d’ordre épigénétique se doit d’étre évoqué. Nous n’avons pas dans ce travail
de These procédé a ce type d’études pour apprécier de quelle maniere des méthylations géniques,
expressions de microARN, ou modifications d’histones aient pu s’établir dans notre modeéle. Il apparait
judicieux que des explorations de ces mécanismes puissent étre entreprises. Dans cet objectif, une
collaboration scientifique sur cette thématique a été initiée avec I'équipe d’Umberto Siméoni (CHUV,
Lausanne) et des résultats préliminaires particulierement encourageants tendent a démontrer
I'implication, au niveau cardiaque, de microARN tel le MIR193b, connu pour réguler des mécanismes
reliégs a l'inflammasome. Dans ce contexte de réflexion sur les processus qui sous-tendent les
adaptations meétaboliques et fonctionnelles, il serait intéressant d’aborder les modifications
épigénétiques qui touchent STAT3, étant donné son réle charniére dans les mécanismes de signalisation
intracellulaire, de production énergétique mitochondriale et de devenir des cardiomyocytes. Ces actions
touchent essentiellement les cellules myocardiques lors de l'initiation des processus inflammatoires.
Nous faisons I’hypothése qu’au cours du mécanisme de programmation périnatale par la SAPN, STAT3
pourrait jouer un role majeur au niveau cardiague et moduler les réponses inflammatoires, le

remodelage et la fibrose cardiaques a I'dge adulte. Aussi des travaux a venir devront s’orienter sur
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I’étude de la voie de régulation de STAT3 au niveau cardiaque a différentes étapes du développement de
I'animal. Ce volet aura également pour objectif d’explorer quels mécanismes de régulation de son
expression sont affectés par la SAPN, et notamment si ces changements font appel a des méthylation de
son promoteur ou a I'expression de microARN de régulation.

En conclusion, nos résultats suggerent que des mesures nutritionnelles appropriées a l'age
adulte pourraient permettre d’infléchir certains aspects déléteres de la programmation précoce du
risque cardio-vasculaire et reverser les dysfonctionnements cardiaques, métaboliques et oxydatifs
associée a la suralimentation post-natale. D’autres études seront nécessaires afin d’élucider les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les effets bénéfiques de la « modération

calorique » sur I’'ensemble des facteurs qui caractérisent le risque cardio-métabolique.
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