N

N

Activité physique et prévention de ’arthérosclérose:
Mise en évidence de 'implication des PPAR
(Peroxisome Prolife- raor-Activated Receptor) dans la
cardioprotection induite par I’exercice physique soumis
ou volontaire chez la souris ApoE-/- mice
Justyna Szostak

» To cite this version:

Justyna Szostak. Activité physique et prévention de D'arthérosclérose: Mise en évidence de
I'implication des PPAR (Peroxisome Prolife- raor-Activated Receptor) dans la cardioprotection in-
duite par l’exercice physique soumis ou volontaire chez la souris ApoE-/- mice. Médecine humaine et
pathologie. Université de Franche-Comté, 2012. Frangais. NNT: 2012BESA3006 . tel-01538103

HAL Id: tel-01538103
https://theses.hal.science/tel-01538103

Submitted on 13 Jun 2017

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01538103
https://hal.archives-ouvertes.fr

W=

UNIL | Université de Lausanne

U'FC fnik

UNIVERSITE Faculté de biologie
DE FRANCHE-COMTE Et I:jE' mEdE‘UnE

Activité physique et prévention de I’athérosclérose.

Mise en évidence de I'implication des PPAR (Peroxisome Prolife-
raor-Activated Receptor) dans la cardioprotection induite par

I’exercice physique soumis ou volontaire chez la souris ApoE™.

THESE EN COTUTELLE

Pour 'obtention du grade de
DOCTEUR es Sciences de la Vie et de la Santé de 'UNIVERSITE DE FRANCHE-COMTE
Et du grade de

DOCTEUR, és Sciences de la Vie de TUNIVERSITE DE LAUSANNE

Présentée et soutenue publiquement par
SZOSTAK Justyna

Le 29 juin 2012

JURY

Mr le Professeur Alain Berthelot, (Directeur de these), Université de Franche-Comté.
Mme le Professeur Lucia Mazzolai, (Directeur de thése), Université de Lausanne.
Mr le Professeur Jirg Nussberger, (Co-directeur), Université de Lausanne.

Mr le Professeur Pascal Laurant, (Co-directeur), Université d’Avignon.

Mr le Professeur Jean-Christophe Gris, (Expert), Université de Montpellier 1.

Mr le Professeur Daniel Hayoz, (Expert), Université de Fribourg.



TABLE DES ILLUSTRATIONS

Figure 1: Progression schématique de I'ath€roSCIErose. ..........ccevviiiininiciccnnncceec e 16
Figure 2: Caractéristiques d'une plaque stable et instable (Libby et al, 2002)..........cccccovreirnnccnnnns 20
Figure 3: Représentation schématique des macrophages M1 et M2 (Claria et al, 2011) .......ccccennee 24
Figure 4: Classement des 10 facteurs de risque cardiovasculaire (OMS)........cccecervvevirinneneienecennnn. 30

Figure 5: L'inactivité physique favorise le stockage du tissu adipeux, le développement de la

résistance a l'insuline, I'athérosclérose, la dépression, les maladies dégénératives et le développement

des tUMEUIS PEAEISEN (2009)..........ccoueireiiiiieiiieieieieeeeset ettt sttt e 33
Figure 6: Structure du Peroxisome Proliferator Activated Receptor (Glass et al, 2006). ..................... 37
Figure 7: Activitées transcriptionnelles du PPAR (Ricote et Glass, 2007).....c.ccocvverienenenereeienienieneneens 38

Figure 8 : Cibles cellulaires et moléculaires anti-inflammatoires du PPAR (Straus et al, 2007). ........ 42



TABLE DES ILLUSTRATIONS ....ceeeiiiiiiiiiinttitiiiiinnntietssiisssansssessissssssssstsssisssssssssasssssssssssssassssssssssssssassssssssssnnnsnssssens 1

T U 5
B STRACT ..iiiiiiiiueiiiiiiirrrtussiiesitrrssasssstsstrrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnsnsssssss 6
REMERCIEMENTS ... .coiuuiiiiiiiiiiiueniiiiiiineieesisssiiirsssssssssssimmsssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 7
LISTE DES ABREVIATIONS.......cccetetrrereeertresssseessssssssesesssssssssssesesssssssssesesssssssesessssssssssssessssssssssesessssssssesssesssssssesssannns 9
INTRODUCTION GENERALE ......ccutnimininnincssisssissstssstsssstsssstassssssstsssssssstsssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssessasssssssssssssses 12
PARTIE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE..........ccoiiiiiiiiuiiiiiiiiniieesiesiiinssasssssssiinsssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssnns 14
1. LES MALADIES CARDIOVASCULAIRES. ...ccuuvterurieereesireesstesireesstesireessaeesineesmaeeseneesaseeseneesaneesareesaseesaneesaneesaneesaneesaneesneenan 15

2. L ATHEROSCLEROSE .....uveuviuritirtisteitetesstste st she st et et sa e b s b sbe et a e b sa s b s b e b e as e s e b e sh e e b e s b e ebe e b e b e b sa e eb e s besese s enaenbesae e 16
2.1 DESINIEION. ettt ettt ettt e et e bt e et e s bt e et e et e e be e e teeenee s 16

2.2 Description anatomique des I€sions QtREroOMQALEUSES. ..........cc.eeecueersieeesieieiieeee ettt 17

2.3 Physiopathologie de I'GtREIOSCIEIOSE. ...........cc..uueeeceeeeeeiie e et ee e e e e tta e et ee e e e ttaa e e e ssaaeestsaaaestsaaenssees 17

2.3.1 Pénétration et accumulation de lipoprotéines dans I'espace sous endothélial............cccccveieiiiiiniiieiiiiee e 17

2.3.2 Recrutement de monocytes circulants et la formation de cellules SPUMEUSES. .........coveerierrieerieeneeneeneeeeeie 17

3. EVOLUTION DES LESIONS ATHEROMATEUSES. ......v.vucuverassesessssesessssessssssessssssessssesessssesssssessssssessssesessssessssssessssssessssssasanes 18
3.1 Progression des [ESioNS QtNEIOMOLEUSES. ...........ceeecuueeeeeiiieeeiieeeseteeeettteeeetaeesstteaeessstaassasseassssseaasnssesesassees 18

3.2 Rupture de ISioNs QtRErOMALEUSES. .........c.ueeeecueeeesciieeeeiteeeetee e sste e e ettt e e stee e s ssteaessstaesasteassasseassnssesenassees 19

3.2.1 Facteurs de ruptures d’une plague d’athéroSCIErOSE. ........ooiiiiiiiieriiere e e e 19

4. L’ ATHEROSCLEROSE UNE PATHOLOGIE IMMUNO-INFLAMMATOIRE. ....veeuverurerurerieenseenstentenneeseesseesseenesnesnesenesaeesseesseenseenns 21
4.1 Lerdle des lymphocytes dans I'GtRErOSCIEIOSe. ..........uuecuuveeecieeeecieeeeeieeeete et e e st e e e etee e s saaeessteeesanaes 21

4.2 Leréle des monocytes, macrophages dans l‘inflammation et I’athérosclérose. .............ccoouevvvveeesvvveeannnen. 22

4.2.1 Les monocytes/macrophages, une population hELErOZENE. ........cceieeviereriierieieceete et e e s see e 22

4.3 L’activation hétérogene des MACIOPAGGES. ..........cccueeeeecuiieeeeieeessieeeectteeettteessteaeessstaaeseteassssseaessssseeesassees 23

431 L’activation classique des MAaCrOPNAEES. ...covuieiierieeree et ecte e et e st e e e e saee et essee e teessaeesseesreeenseeeseesseesnseessseenseesnees 24

4.3.2 L’activation alternative des MacrOPRAgES. . ...uiiiiiiiiiiie ettt e s e e s b ee e s steeessbeeesabaeesnstneeennne 25

4.3.3 M1/M2 Balance inflammatoires et AthEroSCIEroSe. ........oouuiiiiuiii ittt e e e e e s e s ssbaeeseanes 26

5. LES FACTEURS DE RISQUES DE L’ ATHEROSCLEROSE. ... uciuiiriitiiiiite it st st sas e sbs bbb s s s s 27

5.1 Les dyslipidémies, I'ODESItE, 1€ dIADELE. .............ueeeeeueeeeeeiieeeee ettt e e eee e see e e ettt e e st e e e aeesseaaenansees 27



Y0 -3 1 | Yo Lo RSP 29

5.3 L’hypertension et le systéme RENiNe —ANGIOtENSINE............ccccuureecreeeeeiiieesiieeeesteeeeeitteeesiteaeesseaaesssseaenassees 31

I N 1o o Tot 11V (= o 1 2 [0 [V -2 PSPPI 32

6. LES MOYENS DE LUTTE CLASSIQUES POUR LUTTER CONTRE LES MALADIES CARDIO-VASCULAIRES : ..c.uvevterueerieenieaeeeeesueesneenaeens 34
6.1  Les Stratégies MEAICAMENTEUSES. ............eeeeeeiveeeeeieeeeeieeeesette e e sttt e e s aeeeastseseaatseaesissaasassseseesssseessssssesssesanns 34

6.2 Le réle des récepteurs nucléaires dans I'GtREroSCIEIrOSe. ..........ccuuvieeceeeeeeiieeeeiiieeeceeeeesee e e et e eeereaeesraeaens 36

6.3 Structure et MOde d’ACLION AU PPAR.........oooueieeeeeeeeee ettt sttt sttt s e et e s eesaee e 36

6.3.1 L'activation dES GENES CIDIES. ...c.viiiiiieeciiee ettt et e et e e et e e e e tae e e e baeeeeabaeeestseeeabeeesabaeeenstaeeannes 37

6.3.2 La répression des GENES CIDIES. .....ciiiiiiiiiie ettt e et e et e e e et e e e e bae e e e baeeeeabaeesssteeeesseeesabaeesnstaeaannes 38

6.4 LA DIOIOGIE UOS PPAR........ooeeeeeeeeeee ettt ettt ettt st s e ettt ettt e ettt ettt e nat e e e enaeeeans 39

6.5 Le réle du PPAR-y dans l'inflammation: désactivation des M1 et formation des M2................c.cccovuveeevennn. 43

7. L’EXERCICE PHYSIQUE PREVIENT LE DEVELOPPEMENT DE L'ATHEROSCLEROSE ......veveiiiiureiiresinsre sttt sas e e 44
7.1  L’Exercice physique prévient et réduit les facteurs de riSQUES. .............cocueerueeriienieeniieenieenieesieesiee e 44

7.2 L'exercice physique prévient le processus QtREroMALEUX. ............ccccueeeeeeiveeeeiieeeeiiieeeesiseeeesissaeesisesaeesisesananns 45

7.2.1 L’exercice physique réduit la progression des [ésions athéromateuses ...........ccccvieeiiiiiiiieeciiie e 45

7.2.2 L’exercice physique stabilise les 16Sions ath&romMateUSES. ........ccevviiririiiriiitereee ettt 46

7.3 Les effets anti-inflammatoires de I’eXercice PRYSIQUE. ...........c.c..eeeecueeeeeceieeecieeeesieeeeesiteeeectiraaesitasaeesiseaeeaans 47
OBJECTIFS EXPERIMENTAUX ......cotiuetereeresentssensssesessssentssetssssessssessssentssessssesstasentssessassssnsssensssenssssssssssessssnssssssssasen 49
OBJECTIFS GENERAUX .uviiuuiiiutiiteeiitteiitte ettt s ststesiaesstssesaaessaa s e shaeseaa s e s aa e e saa s e s aa e e ba s e s aa e s ba s e s ab e e ba s e baeeba s e s bbeeba s e sabeesnasesaneenae s 49
DESCRIPTION DU MODELE EXPERIMENTAL LA SOURIS APOE” : ......vveooeveeeeseeeoeeseeeesseeeessssesssseseesssesssssss s sssesesesssnsssssnees 50
PARTIE 2 : TRAVAUX DE RECHERCHE...........uiiiiiiiiieiiiiiiineeeessis s s ss s sss s s e s s saas s s s s s e e s aas s s s s e e nnnnnssssssnnnns 53
PREMIERE PARTIE : ...ueeiiiiiteiiiittiiiiieeiiiinteiiisseneiisssneeiesssnessssssnesssssssesesssnesssssssessssssessesssnesssssstesesssnessesssnesssssnsesessansene 54

Swim Training Reduces Atherosclerosis Lesions in Apolipoprotein E Deficient Mice (ApoE-/-) Through Increase PPAR-y

Expression and Anti-INflammatory EFfECTS. .....eiiiiiieee ettt sttt saa e e reenneeenaee s 54
BUT DE L ETUDE ©ueteuteeieeteete et st st ee st et et set e seee st sa e sn e e et e et sae e e b e e n e ear e e et e s ea e s eee s he e sr e e et e et e me e ebe e n e e r e e reeanesmnesmnesmeenreeneenns 55
IMEETHODE © «.eteeiteeitte et st e sttt et e sttt et e sttt e bt e sab et e bt e s b et e abbeeabe e e bb e e abe e e b b e e b et e eb b e e bt e e ss b e e b et e shb e e enbeesabeeenbeesabeesabeesabeennneenan 55
RESULTATS PRINCIPAUX ET CONCLUSION : 4uvuuuuuussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnsnssnssnsnsssssnsnnnnnnnnne 56

DEUXIEME PARTIE: ....oueeiitiiiiiitttttiiiiiiiinettttsiisssisnetettesssssssssnnssessssssssssnssesssssssssssssaesssssssssssnsasssssssssssnnsasssssssssnnnnnns 78



Type of exercise training differently influences atherosclerosis progression and inflammatory markers in a mouse

Model Of adVanCed At IOSCIEIOSIS. ......cccuiieeieie ettt e et e e e et e e e eba e e e ebeeeeasseeeeesseeesteeaeastaeeensseeessaeasansaeaans 78

BUT DE L'ETUDE & .iuttteeeetteeeeuteeeeitteeeeassesesausseeasasseeeasssasesnssesassssseaanssssessssssassssssanssssessssessasssssssansssssssssssssssssesssnsnsesnsnenn 79
V=3 1T -SSP URP 79
RESULTATS PRINCIPAUX ET CONCLUSION : 1.uetetireueneeeeeetesaueseseessssanasseesssssssnsnsssssssssmsnsssesesssssmnnsesessssssnnssesesesssmssssesessssmnnns 81
PARTIE 3 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES .....cccctteeteeiirnncreneeencrenscrescrensesessssnsessssssnsessssssnsessssesssssassessssssnsesnssssnsenns 106
BIBLIOGRAPHIE........ccuiieiiieiiiiiiteieteniteeetenstsnseressssnssssssssnsssassessssssnssssssssnsessssssnsssassssnsssassssnsssassesnsssansesnsssansesnsssansenns 115

ANNEXE ....cooiiiiiiiinntiitiiiiiintiteeiiiiassseesssssssasssesssessssssssassssssssssannsassssssssssssssasssssssssssnnsassssssssssannsaessssssssnnnnnesssess 128



RESUME

L’athérosclérose est un processus inflammatoire chronique a l'origine des accidents cardiovasculaires qui
constitue 'une des premieres causes de mortalité en France. L'inflammation est le facteur essentiel dans
linitiation, la progression et l'instabilité des Iésions athéromateuses a l'origine des accidents aigus. Les
données récentes suggerent que l'activation des récepteurs nucléaires PPAR (Peroxysome-Proliferator
Activated Receptor) par des ligands pharmacologiques prévient le développement et la progression de
I'athérosclérose et diminue de maniére importante la mortalité cardiovasculaire. A coté de ces traitements

pharmacologiques, I'exercice physique prévient aussi la mortalité cardiovasculaire de maniére significative.

L’objectif de notre premier travail a été d’explorer les effets de I'exercice physique de natation, sur le déve-
loppement des Iésions athéromateuses d’'une part et d’autre part, sur I'expression des récepteurs nucléaires
PPAR. Nos résultats montrent que I'exercice physique de natation diminue la progression de
I'athérosclérose et stimule I’expression des PPAR-y vasculaires. De maniére intéressante, lorsque le
PPAR-y est inhibé avec I'antagoniste BADGE, les effets antiathérogénes de I’exercice physique sont
abolis.

L’hypertension est a l'origine des complications graves telles que la rupture de plaque d’athérosclérose.
L’objectif de notre deuxieme travail a été d’explorer I'implication des PPAR dans la progression et la stabilité
des Iésions athéromateuses chez des souris ApoE™” hypercholestérolemiques et hypertendues (2K1C),
soumises a des exercices physiques (volontaire ou imposé) ou traités avec le telmisartan, un antihyperten-
seur. Nos résultats montrent que I’exercice physique posséde différents mécanismes protecteurs. De
maniere similaire, I'exercice physique favorise la stabilité de lésions athéromateuses de maniére comparable
au traitement pharmacologique. De plus, nos résultats montrent que les souris traitées avec I'exercice
imposé ou le telmisartan présentent un mécanisme comparable qui permet de réduire significativement
'expression des cytokines pro-inflammatoire et d’activer les PPAR-y vasculaires. L’exercice volontaire
favorise I'expression des marqueurs des macrophages alternatifs M2 et des cytokines anti-inflammatoires
(CD 206, IL-1Ra). L’exercice volontaire diminue significativement I'extension des lésions athéromateuses de
maniére comparable au telmisartan. Ces résultats montrent que I’exercice physique volontaire et
I’exercice physique imposé ont deux mécanismes d’actions distincts. De plus, la surexpression des M2
en réponse a l'exercice volontaire modifie la balance inflammatoire en faveur des M2. Ce renversement de
la balance au profit des macrophages alternatifs M2 est significativement corrélé a la diminution de
la progression des lésions athéromateuses.

Les exercices imposé et volontaire possédent des mécanismes d’action distincts. L’exercice soumis diminue
I'expression des cytokines pro-inflammatoires tandis que I'exercice volontaire augmente I'expression des
cytokines anti-inflammatoires et favorise un phénotype anti-inflammatoire des macrophages M2 qui

s’accompagne d’une réduction des lésions athéromateuses.

Mots Clés : Exercice physique, Athérosclérose, Inflammation, PPAR, ApoE’



ABSTRACT

Atherosclerosis is a complex inflammatory process, leading cause of morbidity and mortality in France.
Inflammation is essential in initiation, progression and atherosclerosis plaque destabilization leading to acute
cardiovascular events. Recent studies suggest that pharmacological PPAR activation prevents ATH deve-
loppement and progression and decreased cardiovascular mortality. Compared to pharmacological treat-

ment, physical exercise also significantly prevents cardiovascular mortality.

The aim of the first study was to investigate the influence of physical exercise on ATS development and
PPAR expression in arterial wall. Our results had shown that physical exercise decrease ATH progression
and increase PPAR-y expression in arterial wall. Interestingly, PPAR-y inhibition with BADGE, a PPAR-y

antagonist abolishes these antiatherogenic effects.

Hypertension increase ATH complication such as plaque rupture. The aim of the second study were to inves-
tigate PPAR-y implication in progression and stabilization of ATH lesions in hypercholesterolemic and hyper-
tensive ApoE™ mice (2K1C) submitted to different exercises (voluntary wheel running and submitted tread-
mill running) or treated with telmisartan an anti-hypertensive drug. Our results shown that, physical exercise
prevents ATS cardiovascular events by several mechanisms. Similarly to telmisartan, physical exercises
stabilize ATH lesion. Moreover results shown that, submitted exercise and telmisartan have an comparable
mechanism. In fact, they significantly decrease pro-inflammatory cytokines expression and in the same time
activated PPAR-y expression in arterial wall. Contrary to submitted exercise, voluntary exercises increases
expression of anti-inflammatory cytokines IL-1ra and increase M2 marker CD206. These results suggest
that voluntary and submitted exercise have two different mechanism of action. Moreover, M2 surexpression
in response to voluntary exercise shift the inflammatory balance in favor to M2. Further, this change of bal-
ance in favor to M2, is significantly correlated to decrease of ATH progression. Voluntary exercises signifi-

cantly decreases ATH progression in the same levels like telmisartan treatment.

Voluntary and submitted exercise has two different mechanisms, submitted exercise decrease pro-
inflammatory cytokines expression whereas voluntary exercise increase anti-inflammatory cytokines expres-
sion and promote an anti-inflammatory phenotype of macrophages M2. The shift of M1/M2 balance towards

M2 decreases atherosclerosis progression.

Mots Clés : Physical exercise, Atherosclerosis, Inflammation, PPAR, ApoE™
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NFkB: Nuclear factor kB (Facteur de transcription)
NO: Monoxyde d’azote

OMS: Organisation mondiale de la santé

PPAR: Peroxisome Proliferator Activated Recepteur
PPRE: Peroxisome Proliferaor Response Element
PRC: Concentration en rénine plasmatique

SBP: Systolic Blood Pressure

SCID: Severe combined immunodeficiency

SHR: Spontaneous hypertensive Rat

SR-A: Scavenger recptor de type A

SRA: Systeme Renine Angiotensine

STAT: Signal Transducer and Activators of Transcription
TC: Total cholesterol

Th1: T helper cells 1

Th17: T helper cells 17

Th2: T helper cells 2

TLR: Toll like Receptor

TNF-a: Tumor Necrosis factor-a

VCAM: Vascular Cellular Adhesion Molecule

VLDL: Very Low Density Lipoprotein
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INTRODUCTION GENERALE

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique a l'origine des accidents cardiovasculaires

majeurs, qui constitue la premiére cause de mortalité en France.

Diminuer la morbidité et la mortalité liées a cette pathologie représente un enjeu important en termes
de santé publique. L'activité physique fait partie de ces moyens de prévention et de traitements. En effet,
des études expérimentales ont permis de mettre en évidence les effets bénéfiques de I'exercice physique
sur la progression de I'athérosclérose (Pellegrin et al, 2007). Les études cliniques confirment et montrent
que l'exercice physique diminue les accidents cardiovasculaires de 31% (Jolliffe et al, 2001) et diminue
considérablement la progression des lésions athéromateuses (Nordstorm et al, 2003). Au-dela de son
effet antiathérogéne, I'exercice physique, au méme titre qu’un traitement pharmacologique, posséde un
véritable effet anti-inflammatoire. L'exercice physique diminue de maniere significative la CRP et les
cytokines pro-inflammatoires plasmatiques. Si le réle bénéfique de I'exercice physique dans la prévention
et le traitement de l'athérosclérose est bien établi a I'heure actuelle, les mécanismes impliqués dans

cette protection restent inconnus.

Les données récentes suggerent la participation des récepteurs nucléaires PPAR (Peroxisome-
Proliferator Activated Receptor) dans le développement et la progression de I'athérosclérose, ceci par
répression des voies pro-inflammatoires protectrices vis-a-vis de I'athérosclérose (Barbier et al, 2002).
En effet, des études expérimentales et cliniques montrent que I'activation des PPAR par un traitement
pharmacologique diminue la progression de Il'athérosclérose et diminue l'inflammation associée. D’un
point de vue global, les bénéfices de I'exercice physique et des traitements pharmacologiques sur la

prévention du risque cardiovasculaire et la progression des lésions athéromateuses sont comparables.

L’objectif principal de notre projet d’étude est donc de démontrer que l'activité physique au méme titre
que le traitement pharmacologique stimule I'expression des PPAR au niveau du tissu vasculaire et que

cette modulation engendre les effets antiathérogénes majeurs.
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1. LES MALADIES CARDIOVASCULAIRES.
Les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de mortalité dans le monde. Elles sont
responsables chaque année du décés de 17 millions de personnes, soit 30 % de la mortalité dans le
monde, selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS). Les maladies cardiovasculaires (MCV) re-
présentent un ensemble de troubles du cceur et des vaisseaux sanguins. Elles sont la conséquence
d’'une ischémie ou insuffisance d'apport sanguin a I'organe irrigué par l'artére obstruée, causée par

I’Athérosclérose.
Tous les organes peuvent étre atteints par une ischémie, mais les trois cibles principales sont :

Le muscle cardiaque (myocarde) par l'obstruction des artéres coronaires. La manifestation la plus

commune est la maladie coronaire ou ischémie du myocarde. L'athérosclérose coronaire se manifeste
par une angine de poitrine (douleur vive, en étau, du thorax, irradiant parfois vers le bras gauche ou
vers la méachoire). Elle se traduit par une insuffisance temporaire de I'apport de sang au myocarde, ty-
piguement a I'occasion d'un effort physique, mais parfois aussi spontanément en dehors de tout effort.
Elle se traduit aussi par un accident aigu, quand une partie du myocarde est brutalement privée de
tout apport sanguin, ce qui provoque un infarctus du myocarde (mort ou nécrose du muscle), ou par-

fois un décées subit.

Le cerveau, par I'obstruction des artéres cérébrales. L'ischémie cérébrale se manifeste par des at-
taques (ictus, apoplexie), souvent une paralysie d'une moitié du corps (hémiplégie) qui peut étre du-
rable ou transitoire suite a une obstruction des artéres carotides ou vertébrales au niveau du cou, et
leurs branches dans le crane. L’obstruction des artéres cérébrales est plus communément appelée

« accident vasculaire cérébral ».

Les membres inférieurs : L'ischémie des membres inférieurs provoque une douleur musculaire a la

marche (claudication intermittente) et peut, quand elle est sévere, déterminer la survenue de gan-

grénes du pied.

15



L’ischémie du myocarde (Infarctus du myocarde) et les accidents vasculaires cérébraux (AVC) repré-
sentent la majeure partie des accidents cardiovasculaires. En effet, sur 17 millions de décés, envi-
ron 7,2 millions sont liés a une ischémie du myocarde et 5,7 millions a des accidents vascu-

laires cérébraux (OMS).

2. L’ATHEROSCLEROSE

2.1 Définition.
L'athérosclérose est la responsable majeure des accidents cardiovasculaires. L’athérosclérose est un
processus pathologique immuno-inflammatoire des artéres a localisation intimale, caractérisé par des
dépbts de lipides et d’éléments fibreux et le développement d’'une réaction inflammatoire dans la paroi
des arteres, obstruant au fur et a mesure la lumiere artérielle (Ross et al, 1999 ; Hansson et al, 2011,
Libby et al, 2011). L’agent d’agression entrainant la réaction inflammatoire est le LDL-cholestérol.
Schématiquement, la plaque d’athérosclérose évolue en plusieurs stades: des stries lipidiques, des

Iésions intermédiaires et des Iésions compliquées (Virmani et al, 2000).

Figure 1: Progression schématique de I'athérosclérose.
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2.2 Description anatomique des lésions athéromateuses.

La plaque d’athérosclérose adulte se développe au niveau de la paroi interne des artéres. Une artére
est constituée de trois tuniques la tunique interne (I'intima), la tunique intermédiaire (la média) et la tu-
nique externe ('adventice). Les Iésions athéromateuses se développent au niveau de l'intima. Elles se
caractérisent par la formation d’'un cceur lipidique et d’'une chape fibromusculaire qui « isole » le coeur

lipidique de la lumiere artérielle.

Le cceur lipidique est composé des cholestérols apportés par les lipoprotéines a faible densité (LDL),
des cellules circulantes et des cellules de 'immunité (macrophages 61 % Lymphocytes T 10 %) (Jonas-
son et al, 1986). La chape fibreuse est composée, quant a elle, de cellules musculaires lisses (environ
60 %) et de protéines de la matrice extracellulaire (collagéne, élastine, protéoglycanes) qui assurent la

stabilité des Iésions athéromateuses.

2.3 Physiopathologie de I’athérosclérose.

2.3.1 Pénétration et accumulation de lipoprotéines dans I'espace sous endothélial.

Le point de départ de I'athérosclérose est représenté par le passage au travers de I'endothélium, de
particules de LDL riches en cholestérol, et par leur accumulation au niveau sous-endothélial (Tedgui et
al, 2003). Apres leur pénétration, les LDL subissent une oxydation. Cette transformation est une étape
majeure dans la formation et le développement de la plaque. Du fait de cette oxydation, les LDL-ox per-
dent leurs aptitudes a se lier a leurs récepteurs (qui constituent la principale voie d’épuration des LDL.
Ces LDL-ox vont, non seulement s’accumuler au niveau des Iésions athéromateuses et former ce qu’on
appelle les « stries lipidiques », mais elles vont, en plus, stimuler I'inflammation par I'expression des
facteurs d’adhésion au niveau des cellules endothéliales, permettant I'attraction des monocytes et des

lymphocytes circulants, et leur passage dans le sous-endothélium (Kannel, 1998).

2.3.2 Recrutement de monocytes circulants et la formation de cellules spumeuses.

Une fois les LDL-ox séquestrées dans l'intima, elles vont sécréter les facteurs d’adhésion (VCAM-1,
ICAM-1 et MCP-1) favorisant I'attraction des monocytes circulant a la surface de I'endothélium (Libby et

al, 2010). Les monocytes circulants vont alors s'immobiliser a la surface de I'endothélium, la traverser



puis se transformer en macrophages. Les macrophages captent les LDL oxydées par l'intermédiaire de
récepteurs (SR-Al, CD-36, CD68) et se transforment en « cellules spumeuses ». Les cellules spumeuses
sont a l'origine de la formation du coeur lipidique de la Iésion, et entretiendront aussi la réaction inflamma-
toire (Ross et al, 1999). Les macrophages et les lymphocytes infilirés dans la paroi artérielle, vont sécré-
tés, par une activité paracrine, des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-13 (Interleukin 1-8), TNF-a
(tumor-necrosis factor-a), IL-8, IL-12, IFN-y (/nterféron gamma). La libération de ces molécules amplifie
I'effet des LDL-o0x, en favorisant I'expression des VCAM-1 et MCP-1 dans les cellules endothéliales. En
outre, ces cytokines pérennisent I'inflammation et entretiennent le processus athérogéne, en favorisant le
recrutement de leucocytes sur le site inflammatoire par la stimulation de MCP-1. Les cytokines pro-
inflammatoires peuvent, par ailleurs, déstabiliser les Iésions athéromateuses. En effet, les cytokines pro-
inflammatoires modulent I'activité des Cellules musculaires lisses (CML). La production du collagéne de
type | et Ill par les CML, est inhibée par IFN-y (Whitman et al, 2002), tandis que IL-13 et TNF-a induisent
la libération des métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9), capables de dégrader la matrice extracellulaire

(MEC), fragilisant ainsi la plaque.

3. EVOLUTION DES LESIONS ATHEROMATEUSES.

3.1 Progression des lésions athéromateuses.
Les lésions athéromateuses évoluent de maniére lente sur de nombreuses années. La progression de
la plaque athéromateuse vers la sténose est un phénoméne trés lent. Les deux composants de la
plague adulte, le centre lipidique et la chape fibreuse contribuent a la sténose, du fait de l'infiltration
lipidique, de 'accumulation de cellules spumeuses et de la prolifération de cellules musculaires lisses
avec une synthése de matrice extracellulaire. Dans un premier temps, la plaque se développe de ma-
niére silencieuse sans altérer le calibre vasculaire : c’est un processus d’adaptation des vaisseaux ap-
pelé remodelage vasculaire. Cependant, lorsque la masse intimale de la Iésion excede 40 % de la sur-
face totale de la paroi, le remodelage excentrique de la paroi n’est plus suffisant, son développement se
fait au dépens de la lumiére artérielle et conduit a son obstruction progressive (Duriez et al, 2004 ; Gla-
gov et al, 1987). Une lésion d’athérosclérose obstruant de maniére importante la lumiére artérielle en-

traine des manifestations douloureuses telles que I'angine de poitrine. Cependant, ce qui fait le danger
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des lésions athéromateuses n’est pas tant la taille que les complications possibles, telles que les hé-

morragies ou I'obstruction de I'artére due a I'érosion ou la rupture de plaque.

3.2 Rupture de lésions athéromateuses.
En effet, dans certains cas, les segments athéromateux ne vont pas évoluer vers la sténose, mais au
contraire dans certaines conditions et en fonction de leurs localisations, les lésions athéromateuses
vont se rompre et entrainer des complications graves (Davies et al, 1996). Les mécanismes physiopa-
thologiques mis en jeu ne sont pas encore élucidés, mais on sait que le développement des ané-
vrysmes nécessite une destruction et une désorganisation de la chape fibreuse et plus particulierement
des éléments structuraux de la matrice extracellulaire et des fibres d’élastine. Ces structures trés résis-
tantes peuvent étre dégradées par les MMP, a forte activité protéolytique. La rupture ou I'érosion se
situe au niveau de la chape fibreuse et met en contact le sang avec les éléments thrombogénes du
centre lipidique. La conséquence en est une thrombose (implication des plaquettes puis du systéeme de
la coagulation). La rupture de plaque est I'élément le mieux caractérisé pouvant conduire aux accidents

aigus.

3.2.1 Facteurs de ruptures d’une plaque d’athérosclérose.

Il existe des facteurs extrinseques pouvant expliquer une rupture de plaque : par exemple, poussée
hypertensive, le stress ou un effort important. lls augmentent les contraintes exercées sur la plaque
d’athérosclérose et peuvent favoriser la survenue d’accidents. Cependant, les facteurs intrinséques (taille
du noyau lipidique, la composition en CML et la réponse inflammatoire qui regne au sein de la plaque)
sont toutefois les plus importants. lls dépendent de la structure de la plaque et représentent la vulnérabili-
té de la plaque. D’un point de vue structural, l'indicateur de vulnérabilité d’'une plaque athéromateuse est
sa composition relative en lipides, en tissu fibreux et cellules inflammatoires (Naghavi et al, 2003). Des
études cliniques récentes ont montré que les lésions dites vulnérables présentent un noyau lipidique
large 30 a 40 % du total de la plaque, une chape fibreuse fine avec une faible composition en CML ainsi
gu’une accumulation importante en cellules inflammatoires (Naghavi et al, 2003). Une chape fibreuse fine

est une caractéristigue majeure des lésions vulnérables (Kolodgie et al, 2001).
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Figure 2: Caractéristiques d'une plaque stable et instable (Libby et al, 2002).

Par ailleurs, l'inflammation locale, due a 'accumulation des macrophages activés et des lymphocytes
T, jouent un rdle important dans linstabilité des Iésions athéromateuses. En effet, les macrophages
activés sécretent des MMP (Boyle et al, 2005), capables de dégrader la matrice extracellulaire. De
méme, IFN-y inhibe la synthése de collagéne par les CML et peut ainsi contribuer a diminuer la résis-
tance de la chape fibreuse et favoriser la rupture de plaque (Gupta et al, 1997 ; Amento et al, 1991).
Chez 'homme, les cellules inflammatoires sont beaucoup plus importantes chez les patients symptoma-
tiques que chez les patients asymptomatiques, ce qui confirme le role délétere de I'inflammation dans la
vulnérabilité des lésions athéromateuses (Van Der Wall et al, 1994). Les auteurs s’accordent a dire,
finalement, que l'activité des cytokines pro-inflammatoires telles que IFN-y, TNF-a, IL-183, est surexpri-
mée dans les lésions vulnérables. Ceci est la démonstration que le niveau inflammatoire local influence

la stabilité des lésions athéromateuses (Shah et al, 2007).

Des études récentes suggeérent, par ailleurs, que I'inflammation systémique joue un réle important dans
la déstabilisation de lésions athéromateuses et représente un facteur de risque important dans la surve-
nue d’accidents ischémiques (Libby et al, 2002 ; Maseri et al, 1997). En effet une concentration impor-

tante en CRP plasmatique est significativement associée avec la progression des lésions athéroma-
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teuses et l'instabilité de la plague chez les patients athéromateux (Schillinger et al, 2005 ; Schlager et al,

2007).

Les plaques les moins vulnérables, c'est-a-dire celles qui ont un risque faible d’évoluer vers un acci-
dent aigu, ont généralement un centre lipidique de petite taille isolé de la lumiére artérielle par une
épaisse chape fibreuse. Les lésions dites « stables » sont aussi peu inflammatoires (Van Der Wall et al,

1994 ; Naghavi et al, 2003).

4. L’ATHEROSCLEROSE UNE PATHOLOGIE IMMUNO-INFLAMMATOIRE.

4.1 Le réole des lymphocytes dans I’athérosclérose.

Les études expérimentales les plus récentes, faites sur des plaques d’athérosclérose, permettent
d’affirmer que I'athérosclérose est une maladie immuno-inflammatoire. L’analyse des Iésions athéroma-
teuses révele la présence de différents types cellulaires impliqués dans le développement et la pérenni-
sation de l'inflammation : on y trouve notamment des lymphocytes T, B, des cellules dendritiques, des
mastocytes et des macrophages (Weber et al, 2008). Jonasson et al, dés 1986, montrent cependant que
les macrophages et les lymphocytes T sont les cellules majoritairement exprimées, avec un pourcentage
d’expression de 60 % et 10 % respectivement. Les lymphocytes T, se différencient en deux sous-types
de lymphocytes, Th1 et Th2, caractérisés par un profil anti- ou pro-inflammatoire des cytokines qu'ils
produisent. Les lymphocytes Th1 sont de fagon prépondérante, des lymphocytes T CD4". Les lympho-
cytes Th1 se distinguent des Th2 par une sécrétion des cytokines pro-inflammatoires : IL-2, IFN-y, TNF-
a. A l'inverse, les lymphocytes Th2 ne sont pas pathogénes, ils se distinguent par la sécrétion majoritai-
rement de cytokines anti-inflammatoires : IL10, IL4, IL13. Le réle des Th1 dans la progression de
I'athérosclérose a notamment été démontré chez la souris ApoE” immunodéprimée. En effet, chez la
souris ApoE”/Rag-1 (immunodéprimée pour les cellules B et T et alimentée avec un régime gras), les
lésions athéromateuses sont deux fois moins développées que chez la souris ApoE™ (Dansky et al,
1997). D'autres études montrent des données similaires chez la souris Apo™ /SCID (Severe Combined
Immunodeficiency). Une déficience pour les lymphocytes B et T conduit a une réduction importante des
lésions athéromateuses. Par ailleurs, une reconstitution des cellules T CD4+ dérivées de la souris ApoE™

a la souris ApoE”/SCID renverse cette protection et augmente les Iésions athéromateuses de +164%

21



(Zhou et al, 2000). Le transfére de cellules T favorise leur infiltration au niveau des lésions athéroma-
teuses et augmente la sécrétion d’'IFN-y. L'IFN-y sécrétée par les lymphocytes T engendre des effets
proathérogénes majeurs, puisque chez la souris ApoE™ infusée avec IFN-y, on remarque une accéléra-
tion de Iésions athéromateuses (Whitman et al, 2000). L’implication de I'lFN-y dans la progression des
Iésions athéromateuses a été mise en évidence dans d’autres études (Gupta et al, 1997 ; Whitmann et
al, 2002). Par ailleurs, le blocage de IFN-y chez la souris INF-y R"/ApoE” montre une réduction dans la
progression des lésions athéromateuses et une stabilisation des lésions avec une augmentation du

collagéne (Koga et al, 2007).

Bien que les lymphocytes interviennent dans I'activité inflammatoire des lésions athéromateuses, les
macrophages représentent la majeure partie des cellules infiltrées dans ces lésions, ce qui leur confére
une place privilégiée dans le développement de la réaction inflammatoire et la progression de
I'athérosclérose. En effet, Moore et al (2011) montrent que l'inflammation est intimement liée au nombre
de macrophages infiltrés dans les Iésions athéromateuses. Les macrophages infiltrés sécrétent de nom-

breuses cytokines avec des effets proathérogénése, mais aussi antiathérogenes (Davies et al, 1993).

4.2 Le réle des monocytes, macrophages dans l‘inflammation et I’athérosclérose.

4.2.1 Les monocytes/macrophages, une population hétérogene.

Les monocytes et macrophages appartiennent au systéeme des phagocytes mononuclés. lls sont origi-
naires de cellules pluripotentes localisées dans la moelle osseuse qui se différencient successivement en
monoblastes, promocytes puis en monocytes. Les monocytes nouvellement formés migrent des lors
dans la circulation sanguine, ou ils représentent environ 5 a 10 % des leucocytes sanguins (Cole et al,
2010). Dans les conditions normales, les monocytes ne séjournent que 24 h dans le sang circulant. Chez
’'homme et chez I'animal, deux sous-types différents des monocytes et macrophages ont été identifiés en
fonction de leur taille, de I'expression des cytokines et de leurs capacités d’adhésion (Woollard et al,
2010). Dans les conditions non pathologiques, les deux sous-types de monocytes /macrophages sont
représentés de maniére égale au niveau sanguin. Cependant, lors de pathologies telles que
'hypercholestérolémie (Swirski et al, 2007), le diabéte (Kanter et al, 2012) I'obésité (Lumeng et al, 2007)

et I'athérosclérose (Khallou-Laschet et al, 2010) les monocytes se transforment majoritairement en un
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phénotype pro-inflammatoire. Grace a leurs capacités de diapédeése, les monocytes peuvent franchir la
barriere endothéliale des vaisseaux et migrer ensuite dans les tissus ou ils vont se différencier en macro-
phages. Bien que généralement caractérisés par I'expression de marqueurs de surface cellulaire CD68
ou Mac-2, les macrophages constituent une population trés hétérogéne. Leur état d’activation ainsi que

leurs fonctions sont profondément influencés par la présence des cytokines dans I'espace environnant.

4.3 L’activation hétérogéene des macrophages.

Les macrophages sont des cellules immunitaires, composantes essentielles des lésions athéroma-
teuses, et sont responsables de la majeure cause des événements cardiovasculaires. Les macrophages
jouent un réle central dans linitiation, la progression et la vulnérabilité de Iésions athéromateuses.
Comme les autres cellules du systéme immunitaire, les macrophages ne sont pas statiques, ils répon-
dent a une multitude de stimuli qu’ils percoivent de leur environnement et, en conséquence, montre une
grande plasticité et hétérogénéité (Stout et al, 2005 ; Khallou-Laschet et al, 2010). Les études récentes
montrent que, sous le terme général de macrophage, on trouve une population cellulaire trés hétérogene
(Geissmann et al, 2003 ; Gordon et al, 2005). En imitant la classification des cellules T, les macrophages
ont été classifiés selon une échelle linéaire simplifiée, ou les macrophages de type M1 représentent des
macrophages activés classiquement et donc pro-inflammatoires tandis que les macrophages de type M2

représentent des macrophages anti-inflammatoires, activés d’'une maniére alternative.
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Figure 3: Représentation schématique des macrophages M1 et M2 (Claria et al, 2011)

En réponse a des stimuli microbiens ou inflammatoires, les macrophages expriment des propriétés
fonctionnelles différentes et peuvent soit entretenir I'inflammation, soit résorber I'inflammation et réparer
les tissus (Tidball et al, 2010 ; Lee et al, 2011). Bien que cette désignation soit trop succincte, puisque les
macrophages alternatifs présentent de nombreuses différences biochimiques et biologiques, elle permet

néanmoins de définir I'état cellulaire inflammatoire.

4.3.1 L’activation classique des macrophages.

Les macrophages M1, activés classiquement, sont polarisés en réponse a des stimuli bactériens, des
lipopolysacharides (LPS) ou des cytokines pro-inflammatoires (Mantovani et al, 2004). En particulier,
IFN-y et TNF-a de type Th1, induisent un phénotype dit classique des macrophages (M1). Ces macro-
phages M1 sont des cellules effectrices, a fort pouvoir phagocytaire, qui détruisent les microorganismes,
virus et produisent a haut niveau des cytokines et médiateurs pro-inflammatoires tels que TNF-a, IL-6, IL-
18 (Gordon et al, 2003). Une maniére efficace de distinguer le phénotype des macrophages est

d’identifier le sécrétome (les cytokines et les chemiokines) ou d’identifier les mécanismes cellulaires et
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les facteurs de transcriptions associés. L’analyse du sécrétome des M1 montre que les macrophages M1
expriment majoritairement des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-13 (Arnold et al, 2007) et trés peu
des cytokines anti-inflammatoires. L’activation classique des macrophages dépend du Toll like Receptor
(TLR) ligand, qui agit sur le MyD88 en activant la transcription du TNF-a. Le TNF-a peut, a son tour,
activé de maniere autocrine IFN-y. Cependant, certains ligands du TLR peuvent activer le domaine TIR

et produire IFN-, qui peut remplacer IFN-y dans I'activation classique des macrophages.

D’autres cytokines telles que IL-13 sont également le signe d’une activation classique des ma-
crophages M1. II-1B exerce son action inflammatoire apres s’étre fixé sur son récepteur IL-1R. Cette
liaison engendre la production d’un large spectre de cytokines pro-inflammatoires, de chemiokines ainsi
que I'expression des molécules d’adhésion. De plus, IL-1B contribue au développement des dommages
vasculaires puisqu’elle favorise I'expression et la sécrétion des enzymes de dégradation cellulaires
(MMP) (Tedgui et al, 2006). En analogie avec les lymphocytes T, différents facteurs de transcription et
marqueurs de surface cellulaires sont associés avec M1. Il a ainsi été montré que le CD11c est un mar-
queur de surface des macrophages M1 (Lumeng et al (2007). CD11c est une intégrine exprimée sur la
membrane plasmique des monocytes et des macrophages tissulaires. Wu et al (2009) montrent d'une
part que le CD11c est bien présent au niveau des lésions athéromateuses. D’autre part, ils montrent que
les souris ApoE" déficientes en CD11C présentent des Iésions plus petites et moins sévéres que les
souris ApoE”/CD11c*. Les effets pro-inflammatoires des macrophages CD11c* ont été décrits chez
'homme (Hirata et al, 2011) ainsi que dans différents modéles animaux (Wu et al, 2009 ; Li et al, 2010 ;

Lumeng et al, 2007 ; Kawanishi et al, 2010).

4.3.2 L’activation alternative des macrophages.

La découverte récente des macrophages M2 dans les Iésions athéroscléreuses humaines démontre,
pour la premiére fois, une population hétérogéne de macrophages au sein des plaques d’athérosclérose
(Bouhel et al, 2007). Les macrophages alternatifs sont induits par les cytokines de type Th2, tel que IL-4,
IL-13 et IL-10. Les macrophages M2 sont des macrophages régulateurs qui tentent de résorber
I'inflammation Th1-dépendante, nettoient les débris cellulaires et favorisent la réparation tissulaire. Les

macrophages M2 se caractérisent par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires IL-10, IL-1Ra. IL-10
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est une cytokine anti-inflammatoire produite majoritairement par les monocytes et les macrophages. IL-
10 inhibe fortement la prolifération des lymphocytes de type Th1. Elle régule négativement de fagon
autocrine, la synthése de cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-12, IL-2 et IFN-y par les macrophages,
inhibe l'activation de Nf-kB et I'expression de MMP-1 et MMP-9 par les macrophages. IL-10 est, parmi
les cytokines Th2, celle qui a le plus puissant effet antiathérogéne. Mallat et al (1999) montrent qu’'une
déficience en IL-10 chez la souris, favorise la formation des |ésions athéromateuses par une augmenta-
tion de la production de cellules inflammatoires. Caliguiri et al (2003) confirment et montrent qu’une
déficience en IL-10 chez la souris ApoE”/IL-10"" engendre 'augmentation des lésions athéromateuses,
de LDL, et favorise la survenue de lésions de type vulnérable. Les effets anti-inflammatoires de M2 lui
conferent un réle antiathérogéne majeur (Gordon et al, 2003 ; Mantovani et al, 2004). Les M2 se distin-
guent fortement par I'expression de protéines transmembranaires spécifiques comme le CD163 et
CD206 (connu comme étant le macrophage mannose récepteur (MMR)). Le CD206 est une protéine
transmembranaire de 162-175 kDa. Des travaux récents sur la caractérisation des macrophages mon-
trent que le CD206 apparait comme un marqueur majeur des macrophages M2. Par ailleurs, des études
récentes (Bouhel et al, 2007 ; Odegaard et al, 2007, Chinetti et al, 2003) montrent que I'activation des

macrophages alternatives M2 stimule le facteur de transcription PPAR-y.

4.3.3 M1/M2 Balance inflammatoires et Athérosclérose.

Dans certaines pathologies, la balance inflammatoire M1/M2 joue un réle majeur dans la progression
de la maladie. Par exemple, dans le cadre de pathologies oncologiques, un déséquilibre en faveur des
macrophages M2 favorise la suppression du systéme inflammatoire et favorise la croissance tumorale
(Sica et al, 2008). A contrario, une réponse excessive des macrophages M1 provoque une production
excessive de radicaux libres et empéche la réparation et favorise des dommages tissulaires. Dans le
cadre des maladies métaboliques, I'obésité engendre une modification du phénotype des macrophages
vers un profil inflammatoire. En effet, Lumeng et al (2007) observent une augmentation des macro-
phages M1 CD11c" et une diminution des M2 chez la souris obése par rapport a la souris non obése.
D’autres études montrent que la déplétion des marqueurs M1, tels que TNF-a, CD-11c", normalise la

sensibilité a l'insuline (Patsouris et al, 2008). Les macrophages sont des cellules plastiques et il a été
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montré que, dans certaines conditions, une population de macrophages peut étre remplacée par une
autre, sous l'influence de stimuli du micro-environnement. Lee et al (2011) montrent, sur un modele
d'ischémie rénale, que les macrophages M1 sont recrutés dans les phases primaires de l'infection, tandis
que les macrophages M2 sont détectés plus tardivement, lors de la résolution de l'inflammation et de la
réparation tissulaire. Arnold et al (2007) observent un phénoméne similaire lors d’une ischémie des
membres inférieurs. L’athérosclérose est un processus inflammatoire qui peut étre la conséquence non
seulement d’'une réaction inflammatoire locale, mais aussi le résultat d’'une dérégulation de la balance

M1/M2.

5. LES FACTEURS DE RISQUES DE L’ATHEROSCLEROSE
Bien que, I'hypercholestérolémie est un facteur déclenchant de I'athérosclérose, d’autres facteurs de
risque modifiables sont susceptibles d’accélérer la progression et 'aggravation de la plaque par une
exagération de la réponse inflammatoire. Parmi ces facteurs, on peut citer, le diabéte, 'obésité, le ta-

bac, I'’hypertension et l'inactivité physique.

5.1 Les dyslipidémies, I'obésité, le diabéte.
Les anomalies du métabolisme lipidique sont a l'origine des perturbations biologiques avec des con-
séquences importantes en termes de santé publique. Elles sont, en grande partie, responsables du
développement de l'athérosclérose et des accidents cardiovasculaires. Les données épidémiolo-
giques ont montré, de facon constante, que le taux de cholestérol plasmatique élevé représente un
risque majeur d’accident cardiovasculaire. Stamler et al (2000) montrent qu’une réduction du LDL-
cholestérol s’accompagne d’'une augmentation de la longévité. En effet, I'incidence des accidents co-
ronariens est directement liée aux taux de LDL-cholestérol et inversement liée a ceux du HDL-
cholestérol (Assmann et al, 2004 ; Gordon et al, 1989). Les lipoprotéines HDL (High Density Lipopro-
tein) sont impliquées dans le "transport reverse" du cholestérol, permettant la récupération de celui-ci
en périphérie et son transport vers les organes chargés de son élimination. L'augmentation du HDL-
Cholestérol est donc a priori plutdét protectrice et ceci a bien été démontré dans de nombreuses

études épidémiologiques. L’étude REGRESS (Jukema et al, 1995) montre qu’une augmentation du
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HDL-Cholestérol de 10 % s'accompagne d'une diminution du risque coronarien de 39 %. Le traitement
pharmacologique des dyslipidémies repose essentiellement sur I'utilisation de deux grandes classes
de molécules, les statines et les fibrates qui tentent de réduire les dyslipidémies. L’Etude Helsinki
Heart Study montre une réduction significative de 34 % des infarctus du myocarde aprés cinq ans de
traitements par gemfibrozil (Frick et al, 1987). Ces deux classes de médicaments agissent sur le bilan

lipidique en contrélant I'expression de génes impliqués dans le métabolisme des lipoprotéines.

La surcharge pondérale, I'obésité, est associée a un risque coronarien nettement accru. Ce risque est,
en partie, dépendant de l'impact de la surcharge pondérale sur les autres facteurs de risque. Ainsi,
plus de 75 % des hypertensions sont liées a la surcharge pondérale. De méme, la surcharge pondé-
rale favorise 'émergence des dyslipidémies et du diabéte. Ainsi, une étude américaine portant sur les
hommes de 40 a 65 ans (Rimm et al, 1995), montre que le risque de maladie coronarienne augmente
avec l'indice de masse corporelle (IMC). En effet, chez les hommes, le risque relatif de maladie coro-
narienne passe de 1,72 pour les hommes ayant un IMC entre 25 et 29 ; a 2,61 entre 29 et 33 et a
3,44 pour les obéses avec un IMC > 33 kg/m?. Au-dela de la corpulence totale, il semblerait que la ré-
partition de I'adiposité ait un impact important sur le risque cardiovasculaire. L’excés d’adiposité ab-
dominale (répartition de type centrale ou androide) majore de facon beaucoup plus significative le
risque. On peut, en particulier, 'apprécier par le ratio tour de taille/tour de hanche (ou plus simplement
le tour de taille). Un ratio supérieur a 0,95 chez 'homme et supérieur a 0,80 chez la femme, constitue
un indicateur de risque cardiovasculaire important. En effet, 'excés d’adiposité abdominale est forte-
ment associé a un certain nombre de perturbations faisant partie (a des degrés divers selon les indivi-

dus) du syndrome métabolique.

Le risque d’accident cardiovasculaire est deux a trois fois plus important chez la personne diabétique.
Le diabéte est défini par une glycémie a jeun supérieure ou égale a 1,26 g/L. Au-dela, des complica-
tions microvasculaires, qui mettent en jeu la qualité de vie, les complications coronariennes sont la
premiére cause de mortalité des diabétiques. L’étude de Haffner et al (1998) montre que le taux de
mortalité chez le non-diabétique sans antécédents d’infarctus est de 3,5%. Il progresse a 18% chez le

non-diabétique avec antécédents, a 20 % chez le diabétique sans antécédents et il atteint les 45%

28



chez le diabétique avec antécédents. D’un point de vue physiopathologique, plusieurs parameétres
peuvent expliquer le poids important du diabéte en tant que facteur de risque : I'hyperglycémie et les
facteurs de risques associés. L’hyperglycémie est responsable d’'une athérosclérose accélérée, elle
augmente le stress oxydatif, la glycation des lipoprotéines, I'agrégation plaquettaire et favorise la
thrombose. Bien que I'hyperglycémie joue un réle important dans le risque cardiovasculaire, on estime
que 'augmentation de celui-ci, chez le diabétique de type 2, est provoquée par I'association accrue de
facteurs de risque traditionnels, principalement I'HTA, les dyslipidémies et le tabac. En effet, chez le
diabétique, les facteurs de risques traditionnels sont plus fréquents et plus graves. En 1998 Laasko et
al (1998) montrent que I'HTA, est retrouvée chez 60 % des diabétiques alors que sa fréquence n’est
que de 30 % chez les non-diabétiques. Les dyslipidémies jouent également un réle important dans les
complications cardiovasculaires du diabétique. Le profil lipidique est perturbé. On remarque une aug-
mentation des taux sanguins de triglycérides, des VLDL et une diminution des HDL. Ce qui augmente

le risque de complications.

5.2 Le tabac
Dans le cadre des maladies coronariennes, le tabac est un facteur de risque essentiel. En effet, TOMS
estime que la cigarette est responsable de 10 % des déces. Il existe dans la fumée du tabac plusieurs
milliers de composants qui font du tabac un inducteur de complications de I'athérosclérose (Ambrose
et al, 2004). De ce fait, TOMS place la cigarette comme deuxiéme facteur de risque cardiovasculaire,

derriére I'’hypertension artérielle.
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Figure 4: Classement des 10 facteurs de risque cardiovasculaire (OMS).

L’ensemble des données montre que, chez les sujets agés de 30 a 50 ans, le risque d’infarctus du
myocarde est multiplié par cinq chez le sujet fumeur (Johnson et al, 2012). Du point de vue moléculaire,
les glycoprotéines libérées par la combustion du tabac et les hydrocarbures sont responsables d’une
agression cellulaire endothéliale. Chez 'homme comme chez l'animal, des études ont montré que
'exposition a la fumée des cigarettes est responsable d’une altération de I'endothélium et d’'une diminu-
tion de la biodisponibilité du NO (monoxyde d’azote) (Mc Veight et al, 1996 ; Mayhan et al, 1996 ; Ota et
al, 1997). Par ailleurs, le tabac accentue l'inflammation et favorise I'athérosclérose. La fumée de cigarette
augmente de 70 % a 90 %, 'adhésion des monocytes a la surface endothéliale des cellules HUVEC en
culture (Kalra et al, 1994) et favorise ainsi I'inflammation. Par ailleurs, des études récentes (Amoruso et
al, 2009) montrent que la fumée de cigarette favorise la sécrétion de cytokines inflammatoires (TNF-a,
IL-6) par les macrophages. D’autres parts, I'expression de PPAR-y est significativement réduite chez les
sujets fumeurs. Chez la souris ApoE™ hypertendue, la fumée de cigarette favorise le développement des
Iésions athéromateuses, augmente I'expression de MMP-2, MMP-9 responsable de la rupture de plaque

et favorise la rupture d’anévrysme abdominale (Stolle et al, 2010). Au-dela des effets inflammatoires et
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vasomoteurs, la fumée de cigarette a un effet métabolique généralisé puisque le tabagisme favorise
'augmentation des taux sanguins de triglycérides, des LDL et une diminution du HDL cholestérol (Craig

et al, 1989).

5.3 L’hypertension et le systéme Rénine —Angiotensine
L’HTA est le risque majeur des accidents cardiovasculaires. Elle est responsable de 7.5 millions de
déces, soit 12,8 % des décés annuels. L’augmentation de la pression artérielle est positivement corré-
lée au risque d’AVC et d’accidents coronariens. L’HTA est définie lorsque la pression systolique (SBP)
dépasse 140 mm Hg ou lorsque la pression diastolique (DBP) dépasse 90 mm Hg. L'OMS estime que
le risque de faire un accident cardiovasculaire double lorsque la pression systoligue augmente de 20
mm Hg et/ou que la pression diastolique augmente de 10 mm Hg. L’Angiotensine Il est un puissant
agent hypertenseur qui influence I'athérogénicité, par un processus hémodynamique résultant d’une
augmentation de la pression artérielle (Weiss et al, 2001) et par des processus moléculaires lié a
l'action indépendante de 'ANG Il (Schmidt-Otto et al, 2000, Mazzolai et al, 2004). La déformation mé-
canique de la paroi artérielle, due a I'élévation des contraintes circonférentielle sur la paroi artérielle,
lorsque la pression augmente, stimule des molécules pro-inflammatoires MCP-1, VCAM-1, ICAM-1,
IL-6 au niveau aortique et augmente le stress oxydant favorisant ainsi une augmentation des Iésions
athéromateuses (Daugherty et al, 2000). Cependant, des études montrent que les effets pro-
athérogénes majeurs de [I'hypertension sont principalement liés a l'augmentation de la ré-
nine/angiotensine Il circulante qui favorise le recrutement et I'activation des monocytes circulants,
augment le stress oxydant et moins a I'effet hémodynamique exercé sur la paroi artérielle. En effet,
chez la souris perfusée avec un agent hypertenseur rénine-dépendante (Ang Il) ou non rénine-
dépendante (la noradrénaline), la pression artérielle est comparable entre les deux groupes tandis
que I'étendue des lésions athéromateuses est significativement plus importante chez la souris ApoE™
perfusée avec l'angiotensine Il. Des investigations récentes confirment cet effet proathérogéne de
'angiotensine Il et montrent que 'ANG Il a un effet pro-inflammatoire majeur. L’angiotensine Il aug-
mente [l'activation des cellules pro-inflammatoires Th1 (Guzik et al, 2007), (augmentation de

I'expression de CD69, un marqueur de I'activation des cellules T), augmente la production de cyto-



kines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a) et augmente I'activité des MMPs (MMP-9) responsable de la
dégradation de la matrice extra cellulaire (Boyle et al, 2005 ; Rabbani et al, 1999). Dans un modéle
d’auto-immunité, l'inhibition du systéeme SRA est associée a une réduction de I'expression des cyto-
kines Th1 et Th17 et a linhibition du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-kB (Gage et al,
2004). Linhibition du SRA diminue la production des cytokines pro-inflammatoire et diminue le Ratio
Th1/Th2 chez des patients atteints d’'une insuffisance cardiaque (Gage et al, 2004). Au-dela de son
réle pro-inflammatoire, Mazzolai et al (2004) montrent que I'angiotensine |l favorise le développement
de Iésions vulnérables chez la souris ApoE™. - Cette étude confirme que I'ANG Il augmente la vulné-
rabilité des Iésions et donc le risque d’accident cardiovasculaire. Des études expérimentales, sur diffé-
rents modéles d’animaux, montrent, a contrario, que l'inhibition des récepteurs AT1 avec des antago-
nistes atténue le développement (Charpiot et al, 1993 ; Ikeda et al, 2009 ; Lu et al, 2011, 2012) et la
vulnérabilité des lésions athéromateuses (Nussberger et al, 2008), témoignant de I'importance du

SRA dans la progression et la vulnérabilité des lésions athéromateuses (Lu et al, 2011, 2012).

Au niveau clinique, le méme constat peut étre effectué, les études CONSENSUS (1987), HOPES
(Yusuf et al, 2000) et SAVE (Moye et al, 1994) démontrent que le traitement des patients avec des in-
hibiteurs du SRA réduit significativement l'incidence des événements coronariens de 30%, suggerant

que linhibition du SRA peut prévenir les complications antérothrombotiques.

5.4 L’inactivité physique.

L’inactivité physique est aujourd’hui présentée comme une épidémie silencieuse des temps modernes
(Booth et al, 2000). L’inactivité physique est aujourd’hui reconnue par ’TOMS comme un risque cardio-
vasculaire majeur. L’inactivité physique est classée au quatrieme rang des risques cardiovasculaires.
L’OMS définit I'inactivité physique comme une activité inférieure a 30 minutes d’activité physique
modeérée 5 fois par semaine ou 20 min d’activité intensive 3 fois par semaine. Des études expéri-
mentales ont montré que l'inactivité physique affecte rapidement le métabolisme glucidique et lipidique.
Chez le rat naturellement actif, les études expérimentales montrent que I'inactivité simulée par un blo-
cage de la roue d’entrainement (pendant 5 heures, 29 heures ou 53 heures) entraine une réduction de la

sensibilité a I'insuline, une réduction du nombre des récepteurs a l'insuline (IRbeta) et une réduction des
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transporteurs du glucose GLUT4, aprés 53 heures d’inactivité (Kump et Booth, 2005). Des résultats
similaires ont été retrouvés chez 'homme. L’inactivité provoque de maniére spectaculaire la résistance
du muscle a l'insuline (Smorawinski et al, 2000), ce qui contribue au développement du syndrome méta-

bolique, des maladies vasculaires et du diabéte de type 2 (Mokdad et al, 2005).
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Figure 5: L'inactivité physique favorise le stockage du tissu adipeux, le développement de la résistance a l'insuline, I'athérosclérose, la

dépression, les maladies dégénératives et le développement des tumeurs Pedersen (2009).

Les études épidémiologiques confirment et montrent que 20% des femmes les plus inactives ont un
risque de diabéte qui est multiplié par deux. De maniére similaire, 20% des femmes, dont les parents
présentent un diabete de type Il, les plus inactives ont 65% de risque de développer le diabéte de type 2
(Hu et al, 2001). En effet, un faible niveau d’activité, associé a une faible dépense énergétique, accroit

de maniere importante le risque de maladies cardiométaboliques et cardio-vasculaires chez des sujets
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sains, mais également chez les sujets présentant des pathologies (Blair et al, 1989 ; Manson et al, 2002).
Kump et Booth (2005) montrent que 53 heures aprés larrét de [lactivité physique sur roue
d’entrainement, le tissu adipeux abdominal du rat augmente de 25% a 48%. Chez 'homme, Slentz et al
(2005) observent une augmentation de 9% de tissus adipeux abdominal aprés six mois d’inactivité phy-
sique chez les sujets en surpoids (IMC>25-35kg/m2), en comparaison a un sujet pratiquant modérément
la course a pied a raison de 12 miles/semaine. Globalement, les sujets qui sont physiquement inactifs
ont deux fois plus de risque de développer des maladies cardio-vasculaires, en comparaison avec les
sujets physiquement actifs. Dans le cadre de I'athérosclérose, l'inactivité physique favorise la dysfonction
endothéliale et la progression de I'athérosclérose (Laufs et al, 2005). A contrario, I'activité physique
diminue l'inflammation (Okabe et al, 2007), la progression de I'athérosclérose (Pellegrin et al, 2007 ;) et
diminue le développement des Iésions vulnérables (Pellegrin et al, 2009). Chez la souris ApoE™, Okabe
et al (2007) montrent que I'exercice de nage diminue l'infiltration des macrophages ainsi que de lympho-
cytes pro-inflammatoires. Chez la souris ApoE™ ou LDL”, I'exercice physique diminue I'extension des
lésions athéromateuses (de 30 % a 50%) (Pellegrin et al, 2007 ; Okabe et et al, 2007 ; Napoli et al, 2006)
et diminue la vulnérabilité des Iésions athéromateuses (Pellegrin et al, 2009). Au regard des maladies
cardio-vasculaires, l'inactivité physique apparait comme le premier maillon responsable d’une dérégula-
tion métabolique, puis inflammatoire responsable de [linitiation la progression et la déstabilisation des

|ésions athéromateuses.

6. LES MOYENS DE LUTTE CLASSIQUES POUR LUTTER CONTRE LES MALADIES CARDIO-
VASCULAIRES :

6.1 Les stratégies médicamenteuses.

Les stratégies médicamenteuses reposent essentiellement sur la réduction des facteurs de risque. Le
traitement des dyslipidémies est assuré par l'utilisation de trois types de traitement: les statines, les
fibrates et les résines. Les statines ont un effet hypocholestérolémiant essentiellement di a une inhibition
enzymatique de la HMG CoA. Cette inhibition arréte la synthése du cholestérol endogéne par les hépa-

tocytes et diminue le taux du cholestérol plasmatique. Par ailleurs, les statines favorisent une augmenta-
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tion des récepteurs LDL-cholestérol au niveau des hépatocytes et favorise la capture et la dégradation
des LDL circulants. L’effet majeur des statines, chez les patients hypercholestérolémiques, est de dimi-
nuer le cholestérol circulant d’environ 20 a 50% selon la molécule utilisée (Davignon et al, 2001). L’effet
hypolipémiant et cardioprotecteur des statines a été prouvé dans diverses études épidémiologiques. On
observe une diminution de 27% a 30% du nombre des événements cardiovasculaires et de déces chez
les patients traités avec les statines (Hebert et al, 1997 ; Ross et al, 1999). Cette efficacité fait des sta-

tines un médicament de choix pour la prévention des complications athéromateuses.

L'utilisation de fibrates est indiquée dans I'hypertriglycéridémie. Les fibrates stimulent 'hydrolyse des
triglycérides, des chylomicrons et des VLDL en modulant I'expression des génes qui contrdle cette lipo-
lyse et en diminuant la sécrétion de la I'apolipoprotéine C-lll (apoC-IIl) qui inhibe la dégradation des
VLDL (Staels et al, 2008 ; Duval et al, 2004). Les fibrates augmentent également les concentrations du
HDL (chez 'homme), en stimulant la synthése de 'apoA-1 et de I'apoA-Il (Fruchart et al, 1999). Les
fibrates sont des activateurs des récepteurs nucléaires du type PPAR-a (Desvergne et al, 1999). En plus
de leurs effets métaboliques, les fibrates ont des effets antiathérogénes puisqu’ils diminuent

linflammation et stabilisent les Iésions athéromateuses (Delerive et al, 2001 ; Duval et al, 2004).

La réduction des facteurs de risque implique également une diminution de la pression artérielle. Les
antihypertenseurs regroupent sept grandes familles de médicaments. Les diurétiques, les béta-
bloquants, les antagonistes calciques, les inhibiteurs de I'enzyme de conversion, les antagonistes des
récepteurs AT1 de I'ANG Il les antihypertenseurs centraux et les alpha-bloquants. Le r6le majeur de ces
antihypertenseurs est d’abaisser la pression artérielle par divers mécanismes moléculaires. Les études
cliniques CONSENSUS (1987) ; HOPES (Yusuf et al, 2000) et SAVE (Moye et al, 1994) démontrent que
le traitement des patients hypertendus avec des inhibiteurs de I'enzyme de conversion réduit significati-
vement l'incidence des événements coronariens (30%), suggérant que l'inhibition du SRA peut prévenir
les complications antérothrombotiques. Les études expérimentales montrent que la normalisation de la
pression artérielle réduit de 50 a 80% I'extension des Iésions athéromateuses et favorise des lésions
stables (avec moins de macrophages et plus de cellules musculaires lisses), chez la souris 2K1C et chez

la souris ApoE™ (Nussberger et al, 2008 ; Blessing et al, 2008).
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Au regard de la littérature, I'activation des PPAR, du fait de leurs effets anti-inflammatoire et antiathéro-

génes apparaissent comme une cible privilégiée dans le traitement de I'athérosclérose.

6.2 Le role des récepteurs nucléaires dans I'athérosclérose.

Les récepteurs des facteurs de prolifération des peroxysomes (Peroxisome Proliferator-Activated Re-
ceptors ou PPARs) sont des facteurs de transcription ligand inductible qui appartiennent a la superfamille
des récepteurs nucléaires. lls sont situés au carrefour du métabolisme lipidique et du processus inflam-
matoire (Castrillo et al, 2004 ; Glass et al, 2010 ; Bensinger et al, 2008). Les récepteurs nucléaires PPAR
modulent de nombreuses fonctions cellulaires et les premiéres identifiées furent, pour le PPAR-y, la
différenciation des adipocytes, ainsi que le métabolisme des acides gras et du glucose. Cependant, les
PPAR sont également exprimés au niveau d’autres cellules, telles que les cellules endothéliales, les
macrophages (Ricote et al, 1998 ; Jiang et al, 1998), les lymphocytes T (Marx et al, 2002) et B (Padilla et
al, 2000), ce qui leur confére un statut privilégié susceptible d’influencer la réponse immuno-
inflammatoire dans la pathologie de I'athérosclérose. Trois isoformes ont été identifiés chez la souris et

’homme, PPAR-a, PPAR-B, et PPAR-y.

6.3 Structure et mode d’action du PPAR.

Les récepteurs nucléaires PPAR ont une structure hautement conservée des récepteurs nucléaires,
avec cing domaines fonctionnels distincts. Un premier domaine, situé en position N-terminal, correspond
a un site d’activation indépendant du ligand, appelé AF1. Un second domaine, composé de deux struc-
tures, constitue la région de fixation a ’ADN (DBD pour DNA Binding Domain), est conservé par les trois
isoformes du PPAR. Ce domaine comprend des séquences d’acides aminés cruciales pour la spécificité

de fixation du récepteur a I’'ADN et la dimérisation des récepteurs.
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Figure 6: Structure du Peroxisome Proliferator Activated Receptor (Glass et al, 2006).

Le domaine Carboxy-terminal correspond au site de fixation du ligand LBD (Ligand Binding Domain). |l
contient la région AF2, domaine d’activation dépendant du ligand. La séquence LBD détermine les inte-
ractions avec les co-activateurs et les co-répresseurs et module la transcription de géenes cibles en indui-
sant des changements allostériques de la région AF2. La derniére région F correspond a une région

charniére.

6.3.1 L’activation des genes cibles.

Comme pour tous les récepteurs nucléaires, I'activité transcriptionnelle des PPAR dépend de la fixation
d’un ligand. La transactivation implique la dimérisation avec un autre récepteur nucléaire, le RXR (Reti-
noide acid X Receptor), afin de faciliter la fixation de 'ensemble PPAR/RXR sur I'élément de réponse de
la séquence promotrice des génes cibles, appelée PPRE (Peroxisome Proliferator Responsive Element).
Ces PPRE sont des déclinaisons de la séquence AGGTCA, répétées en tandem et séparées par un
nucléotide. La fixation d’un ligand implique la libération du complexe co-répresseur qui, via leur associa-
tion avec les histones desacétylases, maintiennent la transrépression du géene. Le co-répresseur est
alors ubiquitinylé et dégradé par le protéasome (Zieleniak et al, 2008). Les 3 isoformes du PPAR couplés
a RXR reconnaissent le méme PPRE. L’hétérodimére PPAR-RXR, fixé a ’'ADN, peut alors interagir avec
des complexes co-activateurs pour assurer son activité transcriptionnelle des génes cibles (CD36, LPL,

SR-B1) (Castrillo et Tantoz, 2004).
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Le mécanisme majeur qui souligne 'habilité du PPAR a agir sur le mécanisme et la signalétique in-

flammatoire est la répression.

Ligand-dependent Transactivation ~ Ligand-dependent Transrepression Ligand-independent Repression

\ Co-Repressors

Co-Activators PPAR
b

- TATA—Z

PPRE NFxB
AP-1
PPAR/RXR PPAR/RXR

Figure 7: Activitées transcriptionnelles du PPAR (Ricote et Glass, 2007).

6.3.2 La répression des genes cibles.

La répression ligand-indépendante

En effet, les PPAR ont la capacité de réprimer I'expression de génes pro-inflammatoire par différents
mécanismes indépendants de la liaison du ligand et/ou indépendants de la liaison a 'ADN (Ricote et
Glass 2007). Le premier mécanisme est une répression active indépendante du ligand. Cette répression
est liée au recrutement des co-répresseurs qui antagonisent I'action des complexes co-activateurs (Gerry
et al, 2008). Les co-répresseurs des PPAR les mieux caractérisés, sont le NCoR (nucléaire récepteur
corépresseur) et le SMRT (le médiateur silence connexe de l'acide rétinoique, de la thyroide et des
hormones récepteurs). Le passage de la répression a I'activation est ligand-induit et entraine un chan-
gement allostérique dans la région C-terminale du domaine de liaison de ligand, qui réduit I'affinité pour

le co-répresseur et augmente I'affinité pour le co-activateur.
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La répression ligand-dépendante

Le second mécanisme est la transrépression, ce processus ne correspond pas a une interaction
PPAR/RXR-PPRE mais reste dépendante de la fixation d’'un ligand. La transrépression ligand-
dépendante agit sur plusieurs niveaux afin de réduire la transcription de génes pro-inflammatoires (Pas-
cual et al, 2005). L’activation des PPAR, par un ligand spécifique, permet d’inhiber 'activité des autres
facteurs de transcriptions pro-inflammatoires telles que : AP-1, NF-Kb, STAT-1 (Chinetti et al, 2000) .
Dans ce cas, linteraction directe du PPAR avec les autres facteurs de transcriptions est protéine-
protéine dépendante. Cette interaction empéche la fixation de ces facteurs de transcriptions sur le PPRE
du géne cible. Il a ainsi été montré que I'activation du PPAR inhibe l'inflammation vasculaire par une
interaction directe protéine-protéine avec p65 et cJun. Cette fixation protéine/protéine entraine la forma-
tion d’'un complexe PPAR/p65/cJun et évite la transcription du géne pro-inflammatoire (Pascual et al,
2005). Par ailleurs, l'activation du PPAR favorise I'expression d’lkpa. L’induction d'IkBa permet a son
tour de maintenir le complexe des unités de NF-Kb p65/cJun/ IkBa séquestré dans le cytoplasme et
empéche ainsi son activité transcriptionnelle pro-inflammatoire. L’activation de PPAR permet aussi de
réguler l'activité des enzymes et notamment de la MAPK (protein kinase régulé par les mitogénes). En
effet, l'activation des PPAR réduit I'activité du c-Jun N-terminal kinase (JNK), MAPK et p38, entrainant
une diminution de I'expression des génes pro-inflammatoires. PPAR-y peut inhiber les réponses inflam-
matoires en bloquant la dégradation du NCoR co-répresseur. En effet, la stimulation par les lipopolysac-
charides (LPS) favorise la dégradation protéosomale du complexe NCoR (Gerry et al, 2008 ; Pascual et
al, 2006). En présence de ligand, le PPAR-y est sumoylé et ciblés sur le complexe co-répresseur et sur
le promoteur des génes. Ceci empéche le dégagement de NCoR des complexes adjacents et sa dégra-

dation.

6.4 La biologie des PPAR.
Les trois isoformes identifiées chez la souris et 'homme sont les PPAR-a, PPAR-B, et PPAR-y. Le
PPAR-a est fortement exprimé dans les tissus avec des taux élevés d'oxydation mitochondriale des
acides gras, tels que le foie, le cceur, les muscles, les reins et les cellules de la paroi artérielle (macro-

phages, cellules musculaires lisses et endothéliales). Il est activé par les fibrates, les acides gras (oxy-

39



dés), les eicosanoides tel que 15-D Pstg (15-désoxy-Delta prostaglandine-J2) (Desvergne et al, 1999). Il
régule I'expression de genes impliqués dans le métabolisme des lipoprotéines, il augmente la transcrip-
tion des apolipoprotéines Al et All, importantes apolipoprotéines des HDL favorisant le transport inverse
du cholestérol. Le PPAR-a régule l'expression de génes impliqués dans la béta-oxydation mitochon-
driale. Il active I'acyl-CoA oxydase et ['énoyl-CoA hydratase/déshydrogénase, enzymes multifonction-
nelles impliquées dans la dégradation des acides gras. En modifiant la transcription de ces genes, le
PPAR-a conduit a la dégradation accrue des triglycérides et des acides gras. L’implication du PPAR-a
dans le métabolisme du cholestérol a été mis en évidence chez la souris PPARa”. En effet, la délétion
du PPAR-a engendre une diminution de la béta-oxydation et une augmentation du cholestérol plasma-

tique (Staels et al, 2008).

Le PPAR-y a été initialement découvert au niveau du tissu adipeux, lui conférant un réle-clé dans
I'adipogénese et le stockage du tissu adipeux. Le PPAR-y est aussi exprimé dans les principales cellules
du systéme vasculaire, y compris les cellules endothéliales, les CMLV et les monocytes/macrophages.
Les ligands naturels du PPAR-y sont les prostaglandines, les dérivés de I'acide linoléique. Les ligands
synthétiques sont les antidiabétiques : glitazones : Troglitazone, Pioglitazone et Rosiglitazone (Touyz et
al, 2006). Des mutations qui modifient la fonction de PPAR-y provoquent un syndrome de résistance a
l'insuline, une HTA, une dyslipidémie, caractéristiques du syndrome cardiométabolique (Barrosso et al,
1999). L'activation de PPAR-y inhibe des réactions inflammatoires au niveau des monocytes, des ma-
crophages, des cellules endothéliales, en empéchant I'activation de facteurs de transcription nucléaires,
comme NF-kB, AP-1 et STAT1 (Desvergne et al, 1999 ; Chinetti et al, 2000). Au niveau des cellules
endothéliales, I'activation du PPAR-y inhibe VCAM-1, ICAM-1 et MCP-1, diminuant I'attraction des ma-
crophages au niveau de l'intima (Tantoz et al, 2008).

Le PPAR-B est exprimé dans de nombreux tissus incluant le tissu adipeux et le muscle squelettique.
Bien que son role physiologique reste incertain, il semblerait qu’il soit impliqué dans la régulation du
métabolisme des acides gras. En effet, I'activation du PPAR- contrdle I'expression des génes impliqués
dans la captation des acides gras et la B-oxydation (Luquet et al, 2005).

Au-dela de leurs réles dans le métabolisme lipidique, les PPAR-a, PPAR-B et PPAR-y sont im-

pliqués dans le processus inflammatoire (Szanto et al, 2008).
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Les PPAR dans I'inflammation et I’athérosclérose.

L’athérosclérose est un processus pathologique inflammatoire impliquant l'attraction des mono-
cytes/macrophages dans la paroi vasculaire. L’expression des PPAR-a a été mise en évidence au sein
des lésions athéromateuses et des macrophages spumeux (Tantoz et al, 1998 ; Ricote et al, 1998 ; Marx
et al, 1998), suggérant ainsi que les PPAR peuvent jouer un r6le majeur dans le processus inflammatoire
et athéromateux. Au niveau clinique, cet effet protecteur de l'activation des PPAR-a a été rapidement
observé puisque, des études montrent que les fibrates, activateurs de PPAR-q, et le troglitazone, ago-
niste de PPAR-y, diminuent la progression de I'athérosclérose et I'épaisseur de l'intima-média au niveau
des carotides humaines (Langenfeld et al, 2005). Dés lors, les effets antiathérogénes de I'activation des
PPAR ont été examinés dans de nombreux modéles animaux d’athérosclérose et d’'HTA. Des études
expérimentales, chez la souris LDL” ou ApoE™, montrent que 'administration de Troglitazone ou Rozigli-
tazone diminue de 30 a 80% la formation de lésions athéromateuses (Collins et al, 2001 ; Chen et al,
2001 ; Li et al, 2000). Dans le cadre de 'HTA, chez la souris LDL" infusée avec l'angiotensine II,
l'activation du PPAR-y, avec 'agoniste Merck L645, diminue de 60% lI'étendue des Iésions athéroma-
teuses (Collins et al, 2001). Chez le rat DOCA-sel hypertendu, I'activation du PPAR-y par Roziglitazone
engendre une diminution de la pression artérielle ainsi qu’'une diminution de I'expression des ARNm de
'endothéline 1 (Iglarz et al, 2003). Finalement, pour confirmer le réle protecteur des PPAR dans la pro-
gression de l'athérosclérose, I'étendue des Iésions athéromateuses a été aussi étudiée chez la souris
LDLR™ déficiente pour I'expression du PPARa™ et du PPARy” au niveau des macrophages (Babaev et
al, 2005; 2007). Les auteurs observent une augmentation des Iésions athéromateuses de plus de 40%.
Ceci démontre bien le réle préventif des PPAR-a et PPAR-y dans la progression de I'athérosclérose.
D’autres études montrent que I'activation du PPAR-y réprime la transcription de MCP-1 et de son récep-
teur CCR2 au niveau des macrophages, inhibant ainsi le recrutement et la pénétration des macrophages
sur le site de linflammation et prévenant le développement des Iésions athéromateuses (Babaev et al,
2005 ; Chen et al, 2005). L’'ensemble de ces études montre finalement que I'activation des PPAR—ﬂet
PPAR-a par des agonistes spécifiques freine le développement de I'athérosclérose. Les auteurs ajoutent
que la diminution de la progression de I'athérosclérose est essentiellement liée a une baisse accrue de

linflammation. En effet, les agonistes de PPAR diminuent I'activation des facteurs de transcriptions NF-
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kB, AP-1, STAT-1 au niveau des macrophages, inhibant ainsi la production macrophagique des cyto-
kines pro-inflammatoires IL-1B, TNF-a, IL-6 au niveau des lésions athéromateuses (Jiang et al, 1998 ;
Straus et al, 2007 ; Welch et al, 2003, Matsumura et al, 2011 ). Li et al (2004) confirment et montrent que
l'activation du PPAR-y diminue la production d’IL-13, TNF-a et IL-6 par les macrophages et diminue la
transcription du MCP-1. Par ailleurs, des études in vitro, sur des macrophages stimulés avec IFN-y,
montrent que le PPAR-y inhibe I'expression de la iNOS et du récepteur Scavenger A (Ricote et al, 1998).
L’activation des PPAR au niveau des macrophages entraine des effets anti-inflammatoires accrus. Clark
et al (2000) montrent que I'activation du PPAR inhibe la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les
Lympocytes T. En effet, des études réalisées sur le systéeme Th1/Th2 montrent par ailleurs que
l'activation des PPAR et notamment du PPAR-y et -a inhibe la production des cytokines Th1 telles que

IL-2 et IFN-y (Clark et al, 2000).
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Figure 8 : Cibles cellulaires et moléculaires anti-inflammatoires du PPAR (Straus et al, 2007).

Au niveau clinique, diverses études montrent que I'activation du PPAR-y s’accompagne d’une diminu-
tion de marqueurs de l'inflammation systémique. En effet, un traitement de 26 semaines avec Rosiglita-
zone diminue la concentration plasmatique de CRP et MMP-9, le nombre de leucocytes circulants, signi-

ficativement corrélés avec la diminution du risque cardiovasculaire (Haffner et al, 2002). Par ailleurs, les
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patients diabétiques présentent une élévation de la cytokine pro-inflammatoire plasmatique CD40, indé-
pendamment des autres facteurs de risque (cholestérol total, LDL, IMC). Un traitement de 12 semaines
avec Troglitazone a des patients diabétiques permet de réduire le CD40 plasmatique circulant, suggérant
un mécanisme anti-inflammatoire systémique (Marx et al, 2003, Varo et al, 2003). De plus,
'administration de Roziglitazone diminue I'épaisseur de lintima-média (IMT) considérée comme un
marqueur de maladies cardiovasculaires réduit la E-selectine, le fibrinogéne plasmatique et la résistance

a l'insuline. (Sidhu et al, 2003).

6.5 Le role du PPAR-y dans l'inflammation: désactivation des M1 et formation des M2.
Le récepteur nucléaire PPAR-y, utilisé dans le traitement du diabéte, est exprimé dans les macro-
phages de la lésion athéromateuse ou il module la réponse immuno-inflammatoire et engendre des
effets antiathérogénes. En effet, dans les macrophages classiques M1, les agonistes synthétiques de
PPAR-y répriment la transcription de génes pro-inflammatoires. Cette désactivation des macrophages
inflammatoire engendre une diminution de la capacité des macrophages a sécréter des cytokines pro-
inflammatoires (Ricote et al, 1998, Bouhlel et al, 2008). En effet, les auteurs confirment la désactivation
des macrophages M1 pro-inflammatoires et montrent que les agonistes du PPAR-y suppriment le phé-
notype M1, par une inhibition de I'expression des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-18
et IL-6 (Jiang et al, 1998). D’autres auteurs montrent que, dans les macrophages activés M1, le méca-
nisme d’action de la transrépression du PPAR-y est assuré par le maintien du complexe co-répresseur
NoCr sur I'élément de réponse PPRE du géne NF-kB. Cette régulation négative des génes pro-
inflammatoires NF-kB, STAT 1, AP-1 est le mécanisme anti-inflammatoire principal qu’assurent les

PPAR (Pascual et al, 2005 ; Bouhel et al, 2008).

Le PPAR-y a récemment été identifi€¢ comme un récepteur important dans la détermination du phéno-
type des macrophages et de leur fonction (Charo et al, 2007 ; Chinetti et al, 2003). Bouhlel et al (2007)
ont montré récemment que l'activation du PPAR-y, au cours de la différenciation des monocytes en
macrophages, amplifie le phénotype M2. Par ailleurs, une forte corrélation entre I'expression du PPAR-y
et les marqueurs des macrophages M2, CD206 et CD36, a été mise en évidence dans les lésions athé-

romateuses (Bouhel et al, 2007). L'importance du PPAR-y dans la polarisation des macrophages vers un
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phénotype M2 a été confirmée chez la souris transplantée avec des macrophages déficients pour le
PPAR-y. Chez cette souris déficiente pour le PPAR-y, on observe au niveau des macrophages, un défaut
de maturation des macrophages M2 et une prédominance des macrophages présentant un phénotype
M1 « pro-inflammatoire » (Odegaard et al, 2007). Cependant, Bouhel et al (2007) tempérent et montrent
que l'activation du PPAR-y influence la formation des macrophages M2 dans les monocytes sanguins et
non des macrophages résidents ou déja programmés M1. Néanmoins, ils ajoutent que le PPAR-y permet
de réduire 'activation des M1 en diminuant I'expression des cytokines pro-inflammatoires chez les ma-

crophages différenciés M1 au niveau des lésions athéromateuses.

7. L’EXERCICE PHYSIQUE PREVIENT LE DEVELOPPEMENT DE L’ATHEROSCLEROSE

7.1 LU’Exercice physique prévient et réduit les facteurs de risques.

A Theure actuelle, les données scientifiques mettent en avant les effets bénéfiques de I'activité phy-
sique sur les facteurs de risques cardiovasculaires (Thompson et al, 2003). L’activité physique réduit la
concentration sanguine du LDL-c et augmente celle du HDL-c. En effet, une meta-analyse réalisée a
partir de 4700 sujets montre que I'exercice physique augmente le HDL-c de 4,6% et réduit le LDL-c et les
triglycérides de 3,7% et 5% respectivement (Leon et al, 2001). Des résultats similaires ont été mis en
évidence dans I'étude HERITAGE, réalisée sur 675 sujets sains pratiquant un exercice physique pendant
cing mois. Les auteurs observent 'augmentation de HDL-c de 3% alors que les triglycérides et le LDL-c
diminue de 2,7% et 0,8% respectivement (Leon et al, 2001). D’autres études confirment I'effet bénéfique

de I'exercice physique sur le profil lipidique (Mora et al, 2006; Balardinelli et al, 2001).

L’exercice physique diminue la pression artérielle systolique et la pression artérielle diastolique chez
les sujets normo tendus et les sujets présentant une HTA. En effet, Fagard et al (2007) ont comparé
I'effet hémodynamique de I'exercice physique sur 2674 sujets. lls montrent que I'exercice physique dimi-
nue la pression artérielle systolique et diastolique d’environ 3,4 mm Hg et 2,4 mm Hg respectivement.
Par ailleurs, ils montrent que la baisse de la pression artérielle est plus importante chez les sujets hyper-

tendus (Fagard et al, 2006).
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L’exercice physique diminue le risque de diabéte. En effet, Lindstrom et al (2006) montrent que 150
minutes d’activité de marche par semaine peuvent réduire de moitié le risque de développer un diabéte
de type Il. Par ailleurs, des études réalisées chez le rat, montrent que I'exercice physique augmente la
sensibilité a I'insuline, I'expression des récepteurs a l'insuline (IR-beta) et le transport du glucose via une
augmentation des molécules transporteuses (GLUT 4). D’autres études montrent, par ailleurs, que
I'activité physique peut s’avérer plus pertinente que le traitement pharmacologique dans la prévention du

diabéte chez les patients a haut risque (Tuomilehto et al, 2001 ; Knowler et al, 2002).

Une méta-analyse (Jolliffe et al, 2000) a comparé l'effet de I'exercice et d’'une prise en charge multifac-
torielle sur la mortalité globale et la mortalité cardiovasculaire. Cette étude inclut des patients coronariens
provenant de 36 essais cliniques (n=8440). L'objectif était de mesurer l'efficacité des programmes
d’exercices seuls (EX) ou associés a une prise en charge multifactorielle (PM). Elle montre une réduction
significative de la mortalité totale (respectivement, 27 % EX et 13 % PM), ainsi qu’'une réduction de la
mortalité cardiovasculaire (respectivement, 31 % EX et 26 % PM). Les auteurs concluent que I'exercice
physique est plus efficace pour réduire la mortalité chez les patients a risque cardiovasculaire qu’une

prise en charge multifactorielle.

Il est intéressant de noter que, malgré des effets modestes de I'exercice physique sur le LDL-C, le HDL-
C ou encore la pression artérielle (Leon et al, 2001 ; Fagard et al, 2001 ; Green et al, 2003 ; Turnbull et

al, 2003), les effets bénéfiques de I'activité physique sur le risque cardiovasculaire restent majeurs.

7.2 L'exercice physique prévient le processus athéromateux.

7.2.1 L'exercice physique réduit la progression des lésions athéromateuses

De nombreuses études cliniques et expérimentales se sont intéressées aux effets de I'exercice phy-
sique sur la progression de I'athérosclérose. Chez 'homme, la mesure de I'épaisseur de l'intima-média,
au niveau de la carotide, est un marqueur aisément utilisé pour quantifier 'athérosclérose et évaluer le
risque ischémique tel que linfarctus du myocarde ou 'AVC (Park et al, 2011). L’étude Framingham
montre qu’une épaisseur supérieure a 1,5 mm au niveau de la carotide interne, est un facteur prédictif

indépendant des AVC (Polak et al, 2011). En effet, lors du processus athéromateux, on observe un
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épaississement de l'interface intima-média d0 a l'infiltration des cellules inflammatoires. L’inactivité phy-
sique augmente I'épaisseur intima-média au niveau de la carotide, suggérant ainsi que l'inactivité favo-
rise le développement des plaques athéromateuses (Kadoglou et al, 2008). A contrario, I'exercice phy-
sique prévient I'épaississement de l'intima-média (IMT). La progression de I'épaisseur de l'intima-média
diminue avec la pratique de I'exercice physique. En effet, I'épaississement de lintervalle intima-média
augmente de 14.3 um/an chez les sédentaires, de 10,2 um/an chez les sujets modérément actifs et de
5,5 um/an chez les sujets trés actifs (Nordstorm et al, 2003). Chez le patient diabétique et obese, un
programme d’exercice physique combiné avec une modification du style de vie diminue la progression de
I'épaisseur intima-média au niveau de la carotide (-0,004+0,136 versus +0,083+0,167) et stoppe la pro-
gression de I'athérosclérose (Kim et al, 2006). Wildmann et al (2004), confirment et montrent qu’une
dépense énergétique de 1000 a 1500 Kcal/semaine diminue la progression de I'épaississement de

l'intima-média de 0,008 a 0,004 mm/an chez la femme ménopausée.

Des études expérimentales rapportent des données similaires. En effet, Napoli et al (2006) montrent
chez la souris LDL™, qu'un exercice physique de nage réduit significativement I'épaisseur de la paroi
artérielle, réduit les lésions athéromateuses. De nombreuses données expérimentales ont montré un
effet direct de I'exercice physique sur la progression de I'athérosclérose sans pour autant modifier les
facteurs de risques. Ainsi, les effets bénéfiques directs de I'exercice physique sur la progression de
I'athérosclérose ont été vérifiés chez la souris LDL” (Napoli et al, 2004 ; Ramachandran et al, 2005),
ainsi que chez la souris ApoE™ (Pellegrin et al, 2007 ; Okabe et al, 2006, 2007) alors que linactivité

physique accélére la progression de I'athérosclérose (Laufs et al, 2005).

7.2.2 L'exercice physique stabilise les lésions athéromateuses.

Les lésions, sous l'influence de facteurs inflammatoires, peuvent se transformer en plaque vulnérable
(Naghavi et al, 2003). Des données récentes montrent que I'entrainement prévient la progression, mais
aussi le développement des Iésions vulnérables. En effet, Pellegrin et al (2009) montrent que I'exercice
physique de nage, chez la souris ApoE” 2K1C, diminue linfiltration des macrophages inflammatoires,
diminue la dégénérescence de la média, augmente le nombre de CML et I'épaisseur de la chape fi-

breuse, conduisant ainsi a une stabilisation des Iésions athéromateuses. Des données similaires ont été
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trouvées dans d’autres études expérimentales. En effet, Napoli et al (2006) montrent qu’un programme
d'entrainement de nage diminue l'infiltration des macrophages, diminue le risque de thrombus et pro-
longe la survie. L’ensemble de ces études montre que I'exercice physique prévient de maniére significa-
tive la progression des lésions athéromateuse et leur vulnérabilité, sans corriger les facteurs de risques
classiques tels que les dyslipidémies, la pression artérielle, ou encore la dysfonction endothéliale. Ceci
suggere que lI'exercice physique peut directement affecter la composition et le phénotype des Iésions

athéromateuses et prévenir la survenue des accidents cardio-vasculaires.

7.3 Les effets anti-inflammatoires de I’exercice physique.

De nombreuses études cliniques et expérimentales les plus récentes permettent d’affirmer que
I'athérosclérose est un processus immuno-inflammatoire. Ces études montrent par ailleurs que
l'inflammation contribue au développement et a la progression de l'athérosclérose, module la matrice
extracellulaire et accroit sa vulnérabilité. L'exercice physique permet de réduire ce processus inflamma-
toire. En effet, quelques études expérimentales (Niebauer et al, 2008 ; Pellegrin et al, 2009 ; Fukao et al,
2010) montrent que I'exercice physique réduit l'infiltration de cellules inflammatoires dans les Iésions
athéromateuse. Chez la souris ApoE”, Okabe et al (2007) montrent que I'exercice de nage diminue
linfiltration des macrophages ainsi que de lymphocytes pro-inflammatoires Th1 CD4". Par ailleurs, Fukao
et al (2010) ajoutent que I'exercice physique a un effet anti-inflammatoire systémique. En effet, il observe
chez la souris ApoE”" une diminution de la sécrétion des cytokines inflammatoires telles que TNF-a, IL-6
et MCP-1. Ces cytokines jouent un réle important, dans I'athérosclérose puisqu’elles sont augmentées, et
leur augmentation accentue la dysfonction endothéliale. Chez 'homme, des effets similaires ont été
constatés, puisqu’on observe une réduction significative de 25% a 50% de la CRP plasmatique en ré-

ponse a un exercice d’endurance (Lakka et al, 2005 ; Goldhammer et al, 2005).

Par ailleurs, des études récentes montrent que I'exercice physique au-dela d’un effet anti-inflammatoire
systémique favorise la polarisation des macrophages anti-inflammatoire M2 (Yakeu et al, 2010, Kawa-
nishi et al, 2010 ; Gleeson et al, 2011). Bouhel et al (2007) montrent que les |ésions athéromateuses
sont composées des deux populations des macrophages : M1 et M2. lls montrent que les M2 sont majo-

ritairement présents au niveau des lésions dites stables (Bouhel et al 2007). Ces données suggérent que
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les macrophages peuvent jouer un role déterminant dans la progression et la stabilité des lésions athé-
romateuses. Des études récentes montrent que I'exercice physique permet d’'induire un phénotype anti-
inflammatoire (M2) des macrophages. En effet, I'exercice de course, chez la souris C57BL/6, augmente
I'expression des marqueurs des macrophages de type M2 (CD163), tandis que les marqueurs M1
(CD11c) sont fortement réduits (Kawanishi et al, 2010). Yakeu et al (2010) confirment chez 'homme, que
I'exercice physique de marche (10 000 pas a raison de 3 fois par semaine), augmente I'expression des
marqueurs des macrophages alternatifs M2 (IL-4, CD206) et diminue les marqueurs de type M1 (IL-6,

TNF-a et MCP-1).

L’ensemble des données bibliographiques montre que I'exercice physique a un effet bénéfique anti-
inflammatoire et antiathérogene. Les PPAR et les macrophages jouent un r6le primordial dans
l'inflammation lors du processus athéromateux. De ce fait, nous allons étudier I'implication du PPAR

dans la cardioprotection induite par I'exercice physique.
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OBJECTIFS EXPERIMENTAUX

OBJECTIFS GENERAUX :
Au regard de notre travail bibliographique, 'ensemble des données cliniques et expérimentales
montre que I'exercice physique réduit de maniére significative la mortalité cardiovasculaire, pré-

vient la progression de la Iésion athéromateuse et la vulnérabilité de la plaque.

Bien que de nombreuses études aient observé une diminution de la réaction inflammatoire sys-
témique et locale, pouvant sous-entendre une activation ou un effet direct des récepteurs nu-
cléaires PPAR, il n'existe aucune production scientifique qui met en évidence un effet direct de
I'exercice physique sur I'expression et I'activation des récepteurs nucléaires PPAR au niveau vas-
culaire. L’objectif de notre premier travail a donc été d’examiner, a partir d'un modéle murin
d’hypercholestérolémie et d’athérosclérose, la souris ApoE™, I'effet de I'exercice physique sur
I'activation des récepteurs nucléaires PPARs et le processus inflammatoire. Par ailleurs, nous
avons investigué, par RT-PCR et par analyse immunohistochimique, le role des récepteurs nu-

cléaires PPAR-y dans la progression de I'athérosclérose.

D’autre part, s'il est aujourd’hui bien démontré dans la littérature que I'exercice physique inhibe la
progression de I'athérosclérose et stabilise les |ésions vulnérables, il nous semblait intéressant
d'évaluer ces effets protecteurs majeurs avec diverses formes d'exercices (imposé et volontaire)
tout en les comparant a un traitement pharmacologique. Notre objectif, dans cette deuxieme par-
tie, a donc été de comparer l'effet de différents types d’exercice physique (imposé sur tapis rou-
lant et volontaire sur roue libre) contre un traitement pharmacologique de type inhibiteur du SRA :
Telmisartan, dans la progression et la stabilité des Iésions athéromateuses chez la souris ApoE-/-

hypercholestérolémique et hypertendue générée par I'équipe du Pr. Mazzolai.
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Afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires, nous avons étudié
I'implication des PPAR dans l'inflammation, l'induction des marqueurs de macrophages M2 et le

rle de la balance inflammatoire M1/M2 dans le processus athéromateux.

DESCRIPTION DU MODELE EXPERIMENTAL LA SOURIS APOE™" :
Lors de notre étude expérimentale, nous avons utilisé la souris ApoE-/- qui est un modéle expéri-
mental d’athérosclérose le plus communément utilisée. La souris ApoE™ a été développée dans
le laboratoire du Dr Nobuyo Maeda a I'Université de Caroline du Nord. L’apolipoprotéine E joue
un réle critique dans le métabolisme des lipoprotéines. Ces fonctions sont extrémement impor-
tantes dans le transport et le métabolisme des lipides et du cholestérol dans la circulation san-
guine. En présence de lipides, I'apoE est un ligand pour la plupart des récepteurs de la famille
des récepteurs LDL. L’apolipoprotéine E permet I'élimination du cholestérol de la circulation san-
guine. La souris ApoE” présente, de ce fait, une accumulation de cholestérol, engendrant des
changements importants dans le métabolisme des lipides : le taux sanguin de cholestérol total est
5 fois supérieur (ApoE” 400-500 mg/dl versus C57BI/6 60-80 mg/dl), le taux de HDL-c chute de
50 % (O’Neill 1997). Cette augmentation exagérée du cholestérol se poursuit par un développe-
ment accru des Iésions athéromateuses. En effet, les études scientifiques montrent que la souris

ApoE" développe des Iésions athéromateuses dés I'age de 10 semaines.

Les accidents cardiovasculaires sont la conséquence d’une déstabilisation de Iésions vulnérables.
L’ANG Il est un agent hypertenseur qui favorise les lésions vulnérables (Mazzolai et al, 2004).
Dans la deuxieme partie de notre étude, nous avons investigué le réle des différents traitements
(exercices physiques volontaire soumis et traitement pharmacologique) sur la progression des 1é-
sions athéromateuses et sur la stabilité des Iésions, chez la souris ApoE” 2K1C. La souris ApoE™
2K1C est un modele de souris hypercholestérolémique avec en plus une hypertension rénovascu-
laire, qui a I'avantage de présenter un phénotype de plaques instables. Cette souris a été générée
dans le laboratoire du Pr Mazzolai (Angiologie Batiment Nestlé NES/06CH-1011 Lausanne, Swit-

zerland) par une intervention chirurgicale au niveau du rein. Cette intervention consiste a compri-

50



mer I'artére rénale par la pose d’un clip. La pose du clip va engendrer une diminution de la perfu-
sion rénale. En réponse a cette sténose, le rein sécrete alors la rénine. La rénine sera clivée par
I’Angiotensinogéne (sécrété par le foie) et transformée en Angiotensine | (inactive), puis en ANG
Il grace a 'enzyme de conversion de I'angiotensine (AEC). Cette ANG Il se fixera sur ses récep-

teurs spécifiques AT1.

Les souris 2K1C présentent une élévation de la pression artérielle et un phénotype de plague ins-
table avec une accumulation accrue de macrophages et une réduction du contenue en CML de la

chape fibreuse.
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PARTIE 2 : TRAVAUX DE RECHERCHE
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BUT DE L’ETUDE :
Le but de cette étude a donc été d’examiner I'effet de I'exercice physique sur I'activation des récep-

teurs nucléaires PPAR et leurs implications dans la progression de I'athérosclérose.

Notre hypothése de travail était que I'exercice physique stimule I'expression des PPAR vasculaire,
engendre des effets anti-inflammatoires a l'origine d’'une diminution de la progression de

I'athérosclérose.

METHODE :

Lors de ce travail, nous avons utilisé des souris ApoE™, nourries avec un régime gras pendant 13
semaines et ayant suivi un entrainement de natation (5 fois/semaine ; 50 minutes/jour). Les souris
ApoE™ sont divisées en groupes sédentaires et exercices. Afin de mieux comprendre I'implication du
PPAR-y dans la progression de I'athérosclérose, le groupe exercice présente en plus un groupe

supplémentaire des souris traité avec un antagoniste de PPAR-y : le BADGE (Bisphenol A Diglycidyl

Ether).
En fin de protocole expérimental, nous avons analysé :
I La taille des lésions athéromateuses au niveau de la racine aortique.

I L’expression des ARNm des récepteurs nucléaires PPAR et de son gene cible CD36 a été
analysé au niveau de la paroi aortique par RT PCR et I'expression par immunohistochimie
de la protéine PPAR-y dans la plaque d’athérosclérose située au niveau de la racine aor-

tique.

I L’expression des ARNm des cytokines pro-inflammatoires IL-18, TNF-a et anti-
inflammatoires IL-10, IL-1Ra a été analysée au niveau de la paroi aortique par RT PCR.
Nous avons également analysées par immunohistochimie, I'expression de la protéine IL-1(3

au niveau des lésions athéromateuses de la racine aortique.
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RESULTATS PRINCIPAUX ET CONCLUSION :
L’exercice physique de natation réduit la progression des Iésions athéromateuses. Dans le méme
temps, l'exercice augmente l'expression des ARNm des PPAR-y vasculaires et augmente
I'expression de la protéine PPAR-y au niveau de la racine aortique. Par ailleurs, I'exercice physique
stimule I'expression du CD36 ce qui témoigne de I'activité transcriptionnelle de PPAR-y et donc de
son activation. L’exercice physique diminue I'expression des cytokines pro-inflammatoires IL-1( et

tend a augmenter I'expression des cytokines anti-inflammatoires IL-1Ra.

De maniére intéressante, chez les souris traitées avec le BADGE (inhibiteur de PPAR-y) on

n’observe pas d’effets bénéfiques de I'exercice physique sur les lésions athéromateuses.

Cette étude montre pour la premiére fois que I'exercice physique de natation permet d’activer les
PPAR-y au niveau vasculaire et que les effets antiathérogenes de I'exercice dépendent de I'activa-

tion des PPAR-y.
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Abstract

Objective: Physical exercise prevents cardiovascular risk and atherosclerosis lesions. However, the
precise mechanisms are still unknown. Vascular Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
(PPARs) seem to exert anti-atherogenic effects. We assessed the hypothesis that exercise training
reduces atherosclerosis in apolipoprotein E deficient (ApoE™) mice through PPARs implication and

anti-inflammatory effects.

Methods: Male ApoE™ mice were fed with a high fat diet and randomized into two groups: one trained
group underwent exercise training for 3 months, and one sedentary group. Sedentary and trained
C57BL/6J mice were used as control. PPAR-q, -B/6 . and -y mRNA were measured by quantitative

PCR in aorta. Inflammatory cytokines (IL-10, TNF-a, IL-1B, IL-1Ra) mRNA were also measured.

Results: Atherosclerotic lesions were significantly lower in aorta from trained ApoE™ mice. In contrast,
exercise in mice supplied with Bisphenol A-Diglycidyl Ether (BADGE), an antagonist of PPAR-y, did
not prevent the appearance of atherosclerotic lesions. Exercise significantly increased expression of
PPAR-y in aorta. PPAR-y in aortic atherosclerosis lesions was inversely correlated with the athero-
sclerotic plaque area. Vascular PPAR-B/6 and -a mRNA were not changed in response to exercise
training. Atherosclerosis increased the aortic mRNA expression of TNF-a, IL-1B, IL-10, and IL-1Ra.
Swimming training decreased IL-18 mRNA expression in aorta from ApoE™ mice, but not the others

cytokines. IL-1B was also significantly lower in aortic atherosclerosis lesions from trained ApoE™.

Conclusion: These results are in favour of PPAR-y participation in the anti-inflammatory and anti-

atherogenic effects of physical exercise to prevent progression of atherosclerosis.

Key-words: Peroxisome Proliferator-Activated Receptors — Interleukin — Exercise — Aorta — Inflamma-

tion.
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Introduction

Atherosclerosis is a long-term chronic disease characterized by the accumulation of lipid and
fibrous connective tissue in the arterial wall accompanied by a local inflammatory and immune re-
sponse. Physical inactivity and sedentary lifestyle are believed to be independent risk factors for the
occurrence of metabolic disorders leading to atherosclerosis and cardiovascular complications (1). On
the other hand, there is a body of clinical and experimental evidence showing that voluntary and im-
posed physical exercises prevent the progression of vascular diseases and reduce cardiovascular
morbidity and mortality (2, 3) Based on experimental data, it is demonstrated that exercise slows the
progression of atherosclerosis in a variety of hypercholesterolemic animal models such as apolipo-
protein E deficient (ApoE™) and LDL receptor deficient (LdIr”) mice (4-5). Furthermore, exercise pre-
vents conversion of plaques to a vulnerable phenotype, thus preventing the appearance of fatal le-
sions (6). However, the mechanisms by which physical activity exerts anti-atherogenic effects are not

fully understood.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are ligand-dependent transcription factors
of the nuclear hormone receptor superfamily. These nuclear receptors are characterized by their abili-
ty to bind to specific DNA sequences and regulate gene expression when activated by ligands. The
PPAR subfamily comprises three isoforms PPAR-a, PPAR-B/8, and PPAR-y. They are involved in
numerous cellular functions, including insulin sensitivity, glucose homeostasis and fatty acid oxidation.
Experimental evidence supports a beneficial role for PPARs in atherosclerosis in attenuating the de-
velopment of this disease. In ApoE” mice, activation and overexpression of PPAR (especially PPAR-
y) attenuate atherosclerosis progression and stabilizes vulnerable plagues (7, 8). PPARs activation
reduces leukocyte recruitment and cell adhesion, down-regulates matrix metalloproteinases (MMP),
tissue factor and PAI-1 expression suggesting that PPARs activation prevents plaque rupture and
atherothrombosis events subsequent to plaque rupture (9-11). PPARs have also anti-inflammatory
properties. They inhibit the expression of genes coding for range of pro-inflammatory cytokines such

as TNF-q, IL-6, IL-1B and MCP-1 (12, 13).

PPARs enable the cell to respond to extracellular stimuli such as steroids, fatty acids and xeno-

biotics through transcriptional regulation of gene expression. Less is known about the effect of exer-
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cise as stimulus. PPAR family may represent a new target for pharmacological intervention in chronic
diseases, in order to counter-regulate signalling pathways involved in the initiation of inflammation.
Therefore, it would be of interest to know whether the athero-protective effect of exercise training is

accompanied by change in vascular PPARs expression in ApoE™ mice.

Methods
Animals

Three-month-old male C57BL/6 (Wild Type) control mice and homozygous ApoE™ mice were used
(Charles Rivers Laboratories, L'Arbresle, France). Animal care and experimental procedures were
conducted in compliance with the European convention for the protection of vertebrate animals used
for experimental and other scientific purposes (European Union Directive 86/609EEC, 1986). ApoE™
mice were backcrossed to the C57BL/6 genetic background for at least eight generations. Mice were
maintained on a 12h light-dark at 21°C, and free access to food and water through the study. ApoE™
mice were fed with a lipid-rich Western-type diet containing 0.2% cholesterol (UAR, Epinay-sur-Orge,
France) to accelerate the development and progression of spontaneous atherosclerotic lesions (4).

Mice were randomized into four groups and were submitted to experimental protocol for 3 months.

Sedentary control group (WTsed) on a normal mouse chow.

1. Exercise control group (WTex) on a normal mouse chow.
2. Sedentary ApoE™ group (ApoE"'sed) on the lipid rich Western diet containing 0.2% cholesterol.
Exercise ApoE™ group (ApoE”"ex) on the lipid rich Western diet containing 0.2% cholesterol.

In one set of experiment, ApoE” mice were submitted to the same training protocol and conco-
mitantly supplied with Bisphenol A-Diglycidyl Ether 4,4’-ISOPROPYLIDENEDIPHENOL DIGLYCIDYL ETHER
(BADGE), a PPAR-y specific antagonist (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, L'Isle d'Abeau Chesnes, France).

BADGE (2 g/kg/day) was dispensed in mouse chow.

Exercise protocol

Mice in the exercise groups underwent a 3-month endurance swimming program (5 days/week) in wa-

ter at 35-36°C. To allow for acclimatization, the length of swimming time was gradually increased be-
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ginning with a 30 minute training period at 1 week and ending with a 60 min training period after 3
weeks (4). Mice were towel-dried after each training session. At the end of the experimental protocol,
mice were anesthetized with isoflurane. Blood samples were drawn from the retro-orbital sinus for
measurement of lipid concentrations. Aorta was taken, cleaned and placed into individual sterile polye-
thylene tubes. Samples were immediately quenched in liquid nitrogen and stored at —80°C until analy-
sis.

Histology and quantification of plaque size

Aortic sinus were fixed in 4% paraformaldehyde and then embedded in paraffin. They were serially cut
into 3 um sections and processed for light microscopy using standard Movat pentachrome staining.
The middle sections of the biggest atherosclerosis plague were used for atherosclerosis quantification
after staining with Movats pentachrome. The preceding and following 3-um-thick sections were used
for immunohistochemistry. The cross-sectional area of the intima (total area between the lumen and
the internal elastic lamina) was measured by using a digitizing morphometry image-analysis system
Qwin software (Leica DC Camera, Leica system). The surface areas covered by fatty streak lesions at
3 months were quantified in oil red-O-stained samples, and specimen from exercise treated mice were
compared with those from exercise untreated control or supplemented with PPAR-y antagonist.
Stained lesions were quantified with image-analysis system Qwin software (Leica DC Camera, Leica
system).

Immunohistochemistry

Serial 3-um paraffin sections of aortic sinus were dewaxed and rehydrated. Endogenous peroxidase
activity was inhibited by incubation with 3% hydrogen peroxide. After blocking sections with 20% goat
serum in phosphate-buffered saline, sections were incubated 5 hours at 37°C with mouse PPAR-y (sc-
7273 SantaCruz Biotechnology 1:50), rabbit IL-13 (sc-7884 Santacruz Biotechnology 1:50 Santa Cruz
SA). Sections were then washed and incubated with the appropriate biotinylated secondary antibo-
dies. The activity of peroxidase was revealed with diaminobenzidine (Vector Peroxidanse Substrat
Kit). Slides were counterstained with Mayer's hematoxiline and mounted with Eukitt™ mounting me-

dium. Positive areas were counted Qwin software (Leica DC Camera, Leica system) and expressed

61



as percentage of the whole plaque area. Negative control, included section with the IGg of another

species.

Real-Time Polymerase Chain Reaction

Total RNA was isolated and purified from aorta using RNeasy® Fibrous Tissue kit according to the
manufacturer’s protocol. Total RNA quantity, purity were assessed by OD260/280 absorbance mea-
surements. The isolated 500 ng RNA was converted into cDNA, by use “i Script cDNA Synthesis Kit”
(BIO-RAD). Incubation was realized using thermo cycler (5min 25°C, 30min 42°C and 5min 85°C).
Real-time PCR was carried aut by using the CFX96 system (BIORAD). Concentration scale was rea-
lized. Reaction was performed in the 96-well format with free water, 0.3pmol/ul of forward and reverse
primer and 12.5ul of syber green SYBER Green (BIORAD) SYBER Green PCR Mastermix. Protocol
start by denaturation cycle at 95°C for 3 min, cycle 2 followed by 40PCR cycles 95°c for 10sec follow
of 1minute to 60°C, cycle 3 95°C for 1 min, followed by step 4 1min to 60°C and cycle 5 80 PCR
cycles consisting of 10 sec to 60°C and ultimate cycle 20°C as cold. 36b4 was used as a control to
account for any variation due to efficiencies of reverse transcription and PCR and has previously been
shown to remain stable (14). For confirming the amplification specificity, the PCR product was sub-
jected to a melting curve analysis. Gene were expressed as mRNA level normalized to a standard
houskepping gene (36B4) using the delta CT method. The primer sequences are the following:

NM-001144 PPAR-EF-TATTCGGCTGAAGCTGGTGTAC-3' 5-CTGGCATTTGTTCCGGTTCT -3’
NM-011145 PPAR-/JF-TTGAGCCCAAGTTCGAGTTTG -3’ 5-CGGTCTCCACACAGAATGATG -3’
NM-001146PPARy 5CACAATGCCATCAGGTTTGG3'5GCTGGTCGATATCACTGGAGATC-3’
NM-007475 36B4 5-ATGGGTACAAGCGCGTCCTG-3' 5-GCCTTGACCTTTTCAGTAAG-3
NM-013693 TNF-a 5-TCAGCAAGGACAGCAGAGGAC-3’' 5-TGGAGCCGTGGGTCAGTATG-3'
NM-008361 IL-18 5-TCGCAGCAGCACATCAACAAG-3'5-TCCACGGGAAAGACACAGGTAG-3’
NM-001039701 IL-1Ra 5’-TTCTTGTTGCCTCTGCCACTCG-3'5-GATTGGTCTGGACTGTGGAAGTG-3’
NM-010548 IL-10 5-GCACTACCAAAGCCACAAAGC-3 '5-GTCAGTAAGAGCAGGCA-3’

NM-001159555 CD36 5-CCTCCAAACACAGCCAGGAC-3’ 5-CCGGGCCACGTAGAAAACA -3
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Skeletal muscle oxidative enzyme activity

The activity of citrate synthase, a representative inducible mitochondrial enzyme, as an indicator of
muscle oxidative capacity, was measured in gastrocnemius muscle. Maximal citrate synthase activity
was assayed spectrophotometrically on muscle homogenates as previously described (15).

Lipids measurements

Blood samples were collected in test tubes containing heparin and were centrifuged at 4000 tr/min for
10 min. Plasma was stored at -80°C until assayed. Total cholesterol, triglyceride, and high-density li-
poprotein (HDL) cholesterol levels were determined enzymatically (ADVIA® 1650).

Statistical analysis

Data are expressed as mean + S.E.M. Comparisons of single means from multiple groups were made
by two-way ANOVA followed by Tukey's test. Significance was considered present when probability

values were <0.05. The statistical software XLSTAT was used for analysis.
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Results

Quantification of physical activity and lipid levels

Body weight was significantly greater in ApoE”sed mice than WTsed mice (p<0.05). Physical exercise
did not change body weight in WT mice. However, it was significantly smaller in ApoE”"ex mice com-

pared to ApoE”sed mice (p<0.05).

Citrate synthase activity in gastrocnemius muscle was significantly increased in response to the
exercise training in both WT and ApoE™ groups (p<0.05). Citrate synthase activity was not affected by

genotype mouse (Table 1).

Plasma levels of total cholesterol, LDL-cholesterol and triglycerides were significantly greater in
ApoE™ mice than WT mice (p<0.05) (Table 1). Plasma HDL-cholesterol was however significantly low-
er in ApoE”sed mice compared to WTsed mice (p<0.05). Exercise training had no effect on total cho-
lesterol, LDL- and HDL-cholesterol concentrations in both WT and ApoE™ mice. However, training sig-

nificantly reduced the level of triglycerides in comparison to sedentary groups (p<0.05).

Effect of exercise training on Atherosclerosis lesion area

Histological examination of aorta revealed the absence of atherosclerotic lesions in the aortic
roots of WT mice, whereas ApoE™ mice developed atheromateous plaques. Aortic root plaque area
was significantly lower in ApoE™ex as compared to ApoE”sed mice (p<0.05) (Fig 1A). Similar de-
crease of atherosclerosis lesions in ApoE” exercised mice were found in oil red O-stained samples
(Fig.1B). Atherosclerotic lesions size was similar between ApoE"ex mice supplemented with BADGE
and ApoE”sed mice.

PPAR expression and activation in aorta

Atherosclerosis and/or training did not significantly modify aortic PPAR-a and - mRNA expres-
sion in arterial wall. PPAR-y mRNA expression was not different between WT and ApoE™ mice. How-
ever, swimming training significantly increased PPAR-y. expression in both: WT and ApoE” mice
(p<0.05) (Fig 2A). A positive correlation was found between PPAR-y and CD36 mRNA (p<0.001) (Fig

2B). PPAR-y protein was present in atherosclerosis lesion of the aorta and immunohistochemical
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staining revealed that PPAR-y was increased by 57% in response to training in ApoE” mice (Fig.3A).
PPAR-y mRNA expression in aortic atherosclerosis lesions was significantly and inversely correlated
with the size of atherosclerosis lesion (p<0.05) (Fig.3B).

Effect of exercise on cytokines levels in Aorta

Atherosclerosis increased the aortic mRNA ratio of the pro-inflammatory cytokines TNF-a (5fold) and
IL-1B (10 fold), and the anti-inflammatory IL-10 and IL-1Ra (Fig 4). Swimming training did not change
aortic mMRNA TNF-a, IL-10 and IL-1Ra expression. IL-18 mRNA expression was, however, significantly
lower in aorta from ApoE”ex than in ApoE”sed. Exercise did not modify IL-18 mRNA expression in
WT mice (Fig.4).To confirm gPCR data, we also measured tissue protein IL-1( level in aortic atheros-
clerosis lesions. IL-1B was significantly lower in aorta from ApoE”ex mice compared to ApoE”sed

mice (p<0.01) (Fig.5).
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DISCUSSION

In the present study, it is shown that swimming training prevents atherosclerosis progression in ApoE™
mice and stimulates expression of vascular PPAR-y whose anti-atherogenic and anti-inflammatory ef-
fects seem to be well-established. Furthermore, it is noteworthy that the athero-protective effect of
training requires necessarily PPAR-y since aortic atherosclerotic lesions were not prevented in trained

ApoE™ mice treated with BADGE.

Compelling evidence shows that physical activity is clearly effective in primary and secondary
prevention of cardiometabolic and atherosclerotic cardiovascular diseases (16). Physical exercise at-
tenuates the cardiovascular risk of morbidity and mortality by reducing all the atherosclerotic risk fac-
tors such as elevated blood pressure, insulin resistance and glucose intolerance, decreased HDL-
cholesterol concentrations, elevated LDL-cholesterol and triglyceride concentrations, and obesity (3).
Based on experimental data, it is demonstrated that exercise slows the progression of atherosclerosis
in a variety of hypercholesterolemic animal including ApoE™ mice, promotes plaque stabilization and
prevents plaque rupture (4-6, 17). It is noteworthy that exercise prevents plaque vulnerability and athe-
rosclerosis progression without necessarily correcting classic risk factors such as high blood pressure,
dyslipidemia, and high caloric intake (6), suggesting that exercise can directly act on endothelium and

vascular wall and affect plaque composition and phenotype.

The precise molecular mechanisms behind the athero-protective effect of exercise are largely
unknown. Among molecules potentially candidate, PPARs appears to be important transcription fac-
tors that regulate lipid and lipoprotein metabolism, glucose homeostasis, hemostasis and the inflam-
matory response, and are involved in atherosclerosis progression (18). In the present study, aortic
PPAR-a and -B mRNA expression are not changed by exercise and atherosclerosis. However, vascu-
lar mRNA expression of PPAR-y is increased with training in both wild-type and ApoE™ mice. It is also
shown that protein expression of PPAR-y is greater in existing atherosclerotic plague from trained
ApoE" than in those from sedentary ApoE™ mice and is inversely related to the atherosclerotic lesion
size. These data are in accordance with others showing that activation of PPAR-y by synthetic agon-
ists, such as thiazolidinediones, increases its expression and reduces atherosclerosis in ApoE” and

LdIr” mice (19, 20). Recently, it has been shown that PPAR-y1 gene therapy not only reduces plaque
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size but also reverses plaque instability in ApoE™ mice (7) indicating that PPAR-y is effective against
atherosclerosis. In the present study, the fact that the beneficial effect of swimming training against the
progression of atheroma did not appear when ApoE™ mice received BADGE, a specific PPAR-y anta-
gonist, strongly suggests that PPAR-y might play a pivotal role in the athero-protective effect of train-
ing.

PPAR-y is expressed by endothelial cells. Strong evidence supports the importance of laminar
flow or shear stress applied on endothelial cells, to sustain a natural anti-atherogenic phenotype of
endothelial cells and prevent atherosclerosis development (21). Elevation of shear stress contributes
to preserve biovailability of nitric oxide (NO) - a critical mediator in the maintenance of normal vascular
biology — via stimulation of endothelial mechano-receptors and activation of an anti-atherogenic cas-
cade, the akt/eNOS signaling pathway (22). It has been shown that shear stress applied on endotheli-
al cells activates Peroxisome Proliferator Response Element (PPRE), leading to the increased ex-
pression of PPAR-y target genes such as CD36 and suppression of cytokine-induced NF-kB activation
(23). Furthermore, studies show that PPAR-y agonists stimulate the endothelial akt/eNOS signalling
pathway phosphorylation and production of NO (24, 25), and improve impaired endothelial function
(26). All these findings suggest that elevation of shear stress by exercise may directly stimulate endo-
genous endothelial PPAR-y which modulates expression of genes leading to anti-inflammatory and

anti-atherogenic effects.

In atherosclerotic lesions and activated macrophages, PPAR-y is markedly expressed. In the
vessel wall, PPAR-y seems to decrease accumulation of atherogenic oxidised LDL-cholesterol by in-
creasing both macrophage uptake and efflux via upregulation of CD36 gene (27). It also inhibits the
monocyte activity of NF-kB, transcription factor (13). Furthermore, PPAR-y promotes differentiation of
pro-atherogenic M1 macrophages into an alternative anti-inflammatory phenotype M2 in human athe-
rosclerotic lesions (28). PPAR-y agonists reduce monocyte/macrophage secretion and gene expres-
sion of specific M1-phenotype cytokines (TNF-a, IL-1B), and increase M2-phenotype markers (man-
nose receptor CD206, CD36, Arginase-1) (28-29). In the present study, swimming exercise is able to
decrease aortic mMRNA expression and protein production of IL-1B in atherosclerotic lesions of ApoE™

mice. Furthermore, it is demonstrated a significant positive relation between PPAR-y and CD36 mRNA
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expressions in aorta. Recently, it has been shown that exercise increases human leukocytes PPAR-y
activation and up-regulates markers providing from M2 macrophages and down-regulated those from
M1 markers (30). The same authors propose an association between PPAR-y activation and M2 ma-
crophage polarisation during exercise, and suppression of pro-inflammatory signalling. All these find-
ings clearly support the notion that exercise can modify phenotype of monocytes/macrophages sub-
populations by a biological mechanism which remains to determine. Although others studies are
needed, it is speculate that exercise, via cellular PPAR-y activation, can mediate macrophage activity

and function which could protect against the development of atherosclerosis and plaque vulnerability.

In conclusion, swimming training prevents atherosclerosis lesion progression through PPAR-y
activation. It is shown that the protective effects of exercise are linked to the up-regulation of PPAR-y

mRNA in arterial wall, which could initiated local anti-inflammatory and anti-atherogenic effects.
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Table 1:

Citrate Synthase

Body Weight | Total cholesterol HDL-chol LDL-chol Triglycerides
Activity
(9) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

(umol/min/g)

WT SED 26.78 2 1 Ho.1 0551 0381 0981 8755 1

WT EX 251 9.4 0891 045 0.2 1 0681 11456

APO E”SED 3468 5% 11.35p.o* 0151 10.98p.o* 1.68p2*= 88.8 .3
APO E"EX 2850 2" 925" 015" s.c4p.s* 128p.1* 119.98 4B.33

Table 1: Body Weight, Lipid profile (g/l) and Citrate Synthase Activity measured in sedentary (WT SED), trained
(WT EX) C57BL/6 control mice, sedentary (ApoE'/'SED) and trained (ApoE'/'EX) ApoE'/' mice. (n=8 to 12 mice
per group) *p<0.05 versus WT groups; « p<0.05 versus corresponding exercise group.
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Figure 1:
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Figure 1: (A) Effect of exercise training on extension of atherosclerotic lesions measured by Movats staining
in aortic sinus (n=5 to 7 mice per group) and (B) extension of ATH measured by oil-red-stained percentages of
plaques aver the total surface area of aorta (n=3 to 4 per group) from sedentary (ApoE” SED), trained (ApoE”
EX), and trained ApoE™ EX mice treated with BADG *p<0.05 versus ApoE”sed mice.



Figure 2:
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Figure 2: A) Effect of exercise training on mRNA expression of peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR-a,
PPAR-B, PPAR-y) in arterial wall of sedentary (WT SED), trained (WT EX) wild type mice, and sedentary (ApoE”SED) and
trained (ApoE'/‘EX) ApoE‘/' mice. B) Positive correlation between PPAR-y and CD36 mRNA expression in arterial wall
p<0.05 (n=4 to 7 per group).
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Figure 3: A) Effect of exercise training on PPAR-y protein expression in atherosclerosis lesions within aortic sinus of se-
dentary (ApoE”SED) and trained (ApoE”EX) ApoE™ mice *p<0.01 versus sedentary group. B) Pearson negative correlation
between PPAR-y mRNA expression and atherosclerotic lesions extension p<0.05 (n=5 to 8 per group).
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Figure 4:
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Figure 4: Effect of exercise training on pro-inflammatory (TNF-a, IL-1B) and anti-inflammatory (IL-10, IL-1Ra) cytokines
mRNA expression in arterial wall of sedentary (WT SED), trained (WT EX) wild type mice, and sedentary (ApoE‘/'SED) and

trained (ApoE”EX) ApoE” mice *p<0.01 versus respective control group; $p<0.01 versus ApoE™ SED group (n=4 to 7 per

group).
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Figure 5: Effect of exercise training on IL-1f3 protein expression in aortic root of atherosclerosis lesions of sedentary
(ApoE™"SED) and trained (ApoE” EX) ApoE” mice *p<0.01 versus sedentary group. Black arrow shows a positive staining
for IL-1B in atherosclerosis lesions (n=5 to 8 per group).
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BUT DE L’ETUDE :
Le but de cette étude était d’étudier le réle des différents types d’exercice physique (volontaire et
soumis) sur la progression et la stabilité des Iésions athéromateuses en comparaison a un traitement

pharmacologique de type inhibiteur du SRA : Le Telmisartan, un antagoniste des récepteurs AT1.

Nous supposons que I'exercice physique permet de réduire et stabiliser la progression des lésions
athéromateuses d'une maniere comparable a ce qu'un traitement pharmacologique Telmisartan
pourrait induire. Nous supposons que I'activation du récepteur nucléaire PPAR-y, au niveau vascu-

laire, pourrait étre responsable en partie des bénéfices observés.

METHODE :

Lors de cette étude nos allons utiliser les souris ApoE” 2K1C :
Les souris 2K1C seront randomisées en groupes sédentaires, exercice ou traitement pharmacolo-

gique, pendant une période de 5 semaines.

I Le groupe contréles représenté par des souris sédentaires sans accés a 'exercice phy-

sique.
I Le groupe exercice qui comprend :

- un groupe de souris soumises a un protocole d’exercice de course (5 fois/semaine, 60min/jour)
sur tapis a une vitesse de 14 m/min (ce qui correspond a 50-60 % de la VO.,Max). Les capacités de
Vo2 Max des souris ont été déterminées préalablement en collaboration avec le Metabolic Eva-
luation Facility (MEF), au Centre Intégratif de Génomique (CIG) a I'Université de Lausanne.
Le protocole consistait a placer la souris dans une cage calorimétrique étanche, équipé d’un tapis de
course individuelle incliné a 25° et relié a des capteurs de mesures d’'oxygéne O, et de dioxyde de
carbone CO,, Les mesures de O, et de CO, ont été réalisées toutes les minutes (model CT-2, Co-
lumbus Instrument). Les valeurs basales de O, et CO, ont été prélevées aprés une période

d’acclimatation de 15 minutes. Le protocole démarre par une vitesse de 5m/min, augmentée toutes
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les deux minutes de 3m/min jusqu’a épuisement. La fin du protocole était achevée lorsque la souris

ne parvenait plus a se réengager sur le tapis de course.

-un groupe de souris ayant a leurs dispositions une roue d’entrainement dans la cage avec un libre

acces a la roue.

I Le groupe traitement pharmacologique : les souris seront traitées pendant 5 semaines avec
un inhibiteur des récepteurs AT1 : Telmisartan (Micardis® Boehringer Ingelheim 80mg). La

dose de 25 mg/kg/day était délivrée dans la boisson.

En fin de protocole expérimental, nous avons mesure :
Les paramétres hémodynamiques (pression artérielle, fréquence cardiaque) et les concentrations

plasmatiques de la rénine.

La taille et la vulnérabilité des lIésions athéromateuses au niveau du sinus aortique, par une méthode
immunohistochimique. La taille a été évaluée en mesurant la surface des lésions athéromateuses.
La vulnérabilité des Iésions athéromateuses a été mesurée aprés quantification de I'inflammation par
'analyse de linfiltration des macrophages au niveau des lésions athéromateuses, et apres quantifi-
cation du nombre de cellules musculaires lisses (CML) qui donne des précisions sur la stabilité de la

plaque (Naghavi et al, 2003)

L’expression des ARNm des récepteurs nucléaires PPAR-y et du géne cible CD36 au niveau de la

paroi vasculaire par RT PCR.

L’expression des ARNm des cytokines pro-inflammatoires IL-1B3, TNF-a, IL-2 et anti-inflammatoires

IL-10, IL1Ra ont été analysé au niveau de la paroi artérielle.

L’expression des ARNm des marqueurs de l'activation des macrophages M1/M2 Macrophages
classiques M1 : CD11c et Macrophages alternatifs M2 : CD206 ont été analysé au niveau de la paroi

artérielle.
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RESULTATS PRINCIPAUX ET CONCLUSION :

L’exercice physique permet de stabiliser les lésions athéromateuses de maniére comparable au
traitement pharmacologique Telmisartan. On observe une diminution de [linfiltration des macro-
phages et une augmentation de la quantité de cellules musculaires lisses comparable entre les
groupes « exercices » et le groupe « Telmisartan ». Par ailleurs, les résultats montrent que,
« I'exercice volontaire » diminue la progression des Iésions athéromateuse de maniére comparable
au « Telmisartan ». « L’Exercice volontaire » semble plus efficace que « I’Exercice soumis »

pour réduire la progression de lésions athéromateuses.

L’étude des mécanismes cellulaires montre des mécanismes distincts entre les deux types
d’exercices physiques. En effet, on remarque que I'expression aortique du récepteur PPAR-y et de
son gene cible CD36 sont augmentée dans le groupe « exercice soumis » et dans le groupe « telmi-
sartan ». Cette activation du PPAR-y témoigne d’'un mécanisme protecteur similaire entre le « telmi-
sartan » et « |'exercice soumis ». L’'analyse de I'expression de cytokines pro-inflammatoires montre
que « I'exercice soumis » sur tapis roulant réduit 'expression des cytokines pro-inflammatoires IL-
18, TNF-a et IL-2. Des données similaires ont été retrouvées dans le groupe « telmisartan ». Ces
résultats renforcent I'idée que les mécanismes protecteurs avec une diminution de I'expression de
cytokines pro-inflammatoires sont comparables dans le groupe « telmisartan » et « exercice sou-
mis ». Par ailleurs, ces données suggérent que les cellules inflammatoires a I'origine de la sécrétion
de ces cytokines présente un profil moins inflammatoires et pourrait étre la cause d’'une désactiva-
tion des cellules inflammatoires (macrophages et lymphocytes T) favorable a la stabilisation des
lésions athéromateuses. Cependant chez les souris avec « exercice volontaire », il n’y a pas de
modification de I'expression des PPAR-y au niveau aortique, ni de modification des cytokines pro-
inflammmatoires. Ceci renforce I'idée que les mécanismes mis en jeu lors d’'un « exercice volon-

taire » et « soumis » ne sont pas les mémes.

De maniére intéressante, « I'exercice volontaire » augmente de maniére significative I'expression

de la cytokine anti-inflammatoire IL-1Ra. Par ailleurs, I'analyse des marqueurs de macrophages M1
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et M2 montre que « I'exercice volontaire » augmente de maniére significative I'expression des mar-
queurs de macrophages anti-inflammatoire M2 : CD206. De plus, I'analyse de la balance inflamma-
toire M1/M2 montre que les groupes « telmisartan » et « exercice volontaire » induisent une ba-
lance en faveur des macrophages M2. Plus précisément, le telmisartan diminue I'expression des
marqueurs M1 tandis que « I'exercice volontaire » induit 'expression des marqueurs M2. Par ail-
leurs, cette balance est significativement corrélée a la diminution de la progression de

I'athérosclérose, observée dans les groupes exercice volontaire et telmisartan.

Les exercices physiques « volontaire » et « soumis » possédent donc des mécanismes d’actions
distincts. Bien que « I'exercice soumis » permette d’inhiber le processus pro-inflammatoire vasculaire
favorable a la stabilité des |ésions athéromateuses, « I'exercice volontaire » de longue durée appa-

rait plus efficace pour réduire la progression de I'athérosclérose.

Par ailleurs, I'exercice physique « volontaire » est aussi efficace que le traitement pharmacologique

« telmisartan » dans le traitement de I'athérosclérose.
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ABSTRACT

Aims: Regular exercise is recommended for the Atherosclerosis treatment because of the
benefits on atherosclerosis initiation, progression and plaque stabilization. Exercise decrease
ATH progression, decrease inflammation and modulated macrophages polarisation (Yakeu et al,
2010; Kawanishi et al, 2010; Brechot et al, 2008). The present study was designed to compare
and evaluate the effect and mechanism of voluntary wheel exercise, forced treadmill exercise
and pharmacological Telmisartan treatment on ATS progression, stability and inflammatory
markers. Our hypothesis is that voluntary and forced training exercises have beneficial effect on
ATH in the comparable level that pharmacological treatment, whereas mechanisms diverge.

Methods and Results: In this study we have used a model of mice with advanced plaque
ApoE™ 2K1C. 2K1C mice were divided into 4 groups: 1) sedentary (n=10), 2) forced treadmill
exercise (n=10), 3) voluntary wheel exercise (n=10), and 4) and Telmisartan treated (n=10). Ex-
perimental protocol lasted 5 weeks. Results shown, that wheel and treadmill exercise regimens
have different beneficial effects on ATS. Both treadmill and wheel exercise prevent plague vulne-
rability in the comparable manner like Telmisartan. But, lesion size was only significantly de-
creased in mice undergoing wheel training, in the same level like Telmisartan. Mechanisms of
ATS protection diverge between voluntary wheel and submitted treadmill exercise. Treadmill
training increase PPAR-y expression and decreased pro-inflammatory cytokines expression in
arterial wall whereas wheel exercise have any effect on these pathways but increased anti-
inflammatory cytokines and affected macrophage polarization towards the M2 anti inflammatory
phenotype. Moreover macrophages polarization towards M2 decrease atherosclerosis progres-
sion in wheel and telmisartan treated mice.

Conclusion: Voluntary and forced exercise present two different mechanisms. Forced
treadmill exercise decrease plague inflammation and support plaque stability. Whereas, wheel
exercise shift macrophages towards an M2 phenotype which decrease atherosclerosis progres-

sion

Keywords: Atherosclerosis, Inflammation, Exercise, Macrophages, ApoE”
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INTRODUCTION

Atherosclerosis (ATS) is the leading cause of morbidity and mortality in developed nations.
Atherosclerotic plaque rupture leads to arterial occlusion, myocardial infarction, and stroke. Pla-
que rupture prevention, through vulnerable plaque stabilization, is therefore a major challenge in
cardio-vascular medicine. Management of cardio-vascular patients includes, in addition to phar-
macological and interventional treatment, exercise training. In clinical studies, physical exercise
decreases ATS progression and cardio-vascular events. This is especially true for diabetic and
overweighs man (Kim et al, 2006). Observational and experimental studies indicate that regular
exercise has beneficial effects on many ATS risk factors such as arterial blood pressure (Fagard
et al, 2007), LDL-c (Mora et al, 2006), diabetes (Lindstrom et al, 2006). Physical exercises was
also shown to be accompanied by a decrease in carotid intima media thickness, a parameter
correlated with cardio-vascular events (Kadoglou et al, 2008). Moreover, numerous studies have
shown that exercise, swimming, voluntary wheel running, or treadmill training, slow down ATS
progression in a variety of hypercholesterolemic animal models such as the apolipoprotein E
(ApoE™) and LDL receptor (LdLr") deficient mice (Napoli et al, 2006; Okabe et al. 2007; Pelle-
grin et al, 2009; Pynn et al, 2004; Ramachandran et al, 2005). Exercise is a general term includ-
ing physical training of various modalities and intensities ranging from active life-style to cycling,
swimming, treadmill training etc. Choice of exercise type may be particularly important in treat-
ment and prevention of ATS disease. Indeed, several lines of evidence suggest that “voluntary”
(spontaneous wheel running) exercise wheel exercise is more optimal because he increase sur-
vival and keept body fat lower than “forced” (treadmill training) in Sprague-Dawley rats (Narath et
al, 2001; Ploughman et al, 2005). The reasons remain unclear, but recent studies have reported
the potential importance of neurotrophins, such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF), in
atherosclerosis and related disorders. BDNF might be a protective biomarker for the clinical mani-
festation of atherosclerosis. It would be of paramount importance to compare various types of
exercises, performed under controlled experimental conditions, assessing their relative contribu-
tion to ATS burden reduction (i.e. “forced” vs “voluntary”). This would allow determining optimal

management strategy for our cardio-vascular patients.

Additionally, studies addressing the question of mechanisms of beneficial effects are war-
ranted to better design appropriate therapeutical strategies. Recent works have suggested a role
for exercise in pro-inflammatory cytokines reduction using ATS mouse models (Fukao et al, 2010;
Ajijola et al, 2009; Kawanishi et al, 2010). Moreover, in human, 8 weeks of low intensity exercise
program (walking 10,000steps/day, three times/week) modulated macrophage polarization: de-
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creasing pro-inflammatory M1 macrophages markers and increasing the M2 macrophages mark-
ers in circulating leucocytes (Yakeu et al, 2010) The effect of exercise on ATS can also be attri-
butable to an anti-oxidant effect (Pellegrin et al, 2007; Napoli et al, 2006; Shimada et al, 2007).

In light of these observations aim of present study was to evaluate the effect of two types of
exercise: voluntary wheel running (mimicking active way of life in humans) and forced treadmill
training (mimicking sustained work load in humans) on ATS progression using a mouse model of
advanced ATS: the ApoE™ two-kidney, one clip (2K1C) (Mazzolai et al, 2004). Effect of these
two types of exercise on inflammatory profile was also assessed; sedentary and pharmacy

treated animals were used as controls.

MATERIALS AND METHODS

Mouse models

Fourteen-16 week-old ApoE” (C57BL/6J) mice were used to generate a model of advanced
atherosclerosis: the renovascular hypertension two-kidney, one clip-2K1C model as previously
described. Briefly, mice were anesthetized by halothane inhalation (1% to 2% in oxygen), left
kidney exposed and left renal artery clipped to reduce renal perfusion (Mazzolai et al, 2004).
ApoE” 2K1C mice were fed regular rodent chow and water ad libitum throughout the study. Both
male and female mice were used. All experiments were approved by local institutional animal

committee.

Study protocol

ApoE™ 2K1C mice were divided into 4 groups: 1) sedentary (n=10), 2) forced treadmill exer-
cise (n=10), 3) voluntary wheel exercise (n=10), and 4) Telmisartan treated (n=10). Experimental
protocol lasted 5 weeks. Forced treadmill exercise mice were trained on a motorized treadmill
(Columbus Instruments, Columbus OH) for 60 min/day at 50-60 % Vo2 Max (14m/min). Vo2 Max
capacity was determined in a pilot experiment in collaboration with the metabolic evaluation facility of
our institution (Centre Intégratif de Génomique, Lausanne University). Briefly, ApoE™ 2K1C mice
were placed on a treadmill at a constant 25° angle enclosed by a metabolic chamber allowing
oxygen (O.) and carbon dioxide (CO,) outflow measurements once every minute (model CT-2,
Columbus Instrument). After a 15-min period of acclimatation, basal measurement of O, and CO,
were obtained. Subsequently, mice were started on the treadmill at 5m/min and speed was in-

creased 3m/min every 2 minutes until exhaustion. Exhaustion was defined as spending time on
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the shocker plate without attempting to reengage in the treadmill. O, uptake, CO, production,
running distance, and running speed data were collected and analyzed to determine VO2 max.

For the voluntary wheel running exercise, ApoE” 2K1C mice were housed in custom-made
cages with a freely 24h/day accessible running wheel. Total wheel revolutions were recorded
daily by a magnetic switch. Daily distance was calculated by multiplying the number of wheel ro-
tations by wheel circumference.

Pharmacological treatment with the Ang Il AT1 blocker Telmisartan (Micardis® Boehringer In-
gelheim) was administered at a dose of 25 mg/kg/day in drinking water.

Body weight, heart rate, mean blood pressure, plasma renin concentration

After 5 weeks from clipping, mean arterial blood pressure (MBP), and heart rate (HR) were
measured as previously described (Mazzolai et al, 2004).

Plasma renin concentration (PRC) was determined at the end of the 5-week experimental pe-
riod using a modified microassay based on Ang | trapping by an antibody developed in our labor-
atory (Nussberger et al, 2008).

Histology, immunohistochemistry and quantification of plaques

Hearts were dissected, fixed in 4% paraformaldehyde and subsequently paraffin embedded.
Hearts were serially cut into 3 um sections and processed for Movats pentachrome staining and
immunohistochemistry as previously described (Mazzolai et al, 2004). For immunohistochemistry,
the macrophage Anti -Mouse Mac-2 monoclonal antibody 5 pg/ml (CL-8942AP Rattus) Ceder-
lane, and the a-SM actin (1/200) antibodies provided by the Pathology Service Geneva were
used. Macrophage and smooth muscle content were quantified using the Qwin software (Leica
DC Camera, Leica system) and expressed as percentage of the whole plaque area. Cross-
sectional plaque area (total area between the lumen and the internal elastic lamina) was meas-
ured by using digitizing morphometry image-analysis system Qwin software (Leica DC Camera,
Leica system).

Real-Time Polymerase Chain Reaction

Total RNA was isolated and purified from aortas of mice using “RNeasy® Fibrous Tissue kit”
(Cat. No 74704 QIAGEN GmbH, D-40724 Hilden) according to manufacturer’s protocol. Total
RNA quantity and purity were assessed by OD260/280 absorbance measurements. One ug RNA
was then reversed transcribed into cDNA, by using the “iScriptT™ cDNA Synthesis Kit” (BIO-RAD
170-8891, Laboratories AG Reinach, Switzerland) following manufacturer’s protocol. Real time

PCR was performed on the CFX96 Real-Time PCR Detection System (BIORAD, Laboratories AG
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Reinach, Switzerland) using the “iQ™ SYBER Green PCR Mastermix” (BIORAD, 170-8884,
Laboratories AG Reinach, Switzerland) according to manufacturer’s protocol. Reaction was per-
formed in the 96-well format and PCR started with a standart protocol. To confirm the amplifica-
tion specificity, the PCR product was subjected to a melting curve analysis. Genes (PPAR-y,
CD36, TNF-q, IL-1B, IL-1Ra, IL-10, CD11c, CD206) were expressed as mRNA level normalized
to a standard houskepping gene (36B4) using the o T hethod (Livak et al, 2001).

The primer sequences are as follows:

NM-001146 PPAR-y 5-CACAATGCCATCAGGTTTGG-3 5-GCTGGTCGATATCACTGGAGATC-3’
NM-007475 36B4 5-ATGGGTACAAGCGCGTCCTG-3' 5-GCCTTGACCTTTTCAGTAAG-3

NM-013693 TNF-a 5-TCAGCAAGGACAGCAGAGGAC-3' 5-TGGAGCCGTGGGTCAGTATG-3
NM-008361 IL-18 5-TCGCAGCAGCACATCAACAAG-3'5-TCCACGGGAAAGACACAGGTAG-3
NM-001039701 IL-1Ra 5-TTCTTGTTGCCTCTGCCACTCG-3' 5-GATTGGTCTGGACTGTGGAAGTG-3’
NM-010548 IL-10 5’-GCACTACCAAAGCCACAAAGC-3 '5-GTCAGTAAGAGCAGGCA-3

NM-021334 CD11c 5-ACACAGTGTGCTCCAGTATGA-3’ 5-GCCCAGGGATATGTTCACAGC-3’
NM-008625 CD206 5’CATGGATGTTGATGGCTACTGGAG-3' 5-GTCTGTTCTGACTCTGGAACACTTG-3’
NM-001159555 CD36 5-CCTCCAAACACAGCCAGGAC-3 5-CCGGGCCACGTAGAAAACA -3

Statistical analysis

Data are expressed as mean * SEM. Comparisons of single means from multiple groups
were performed by two-way ANOVA analysis followed by Fisher test. Significance was consi-
dered when probability values were <0.05. The statistical software XLSTAT Pro (Addinsoft 40,
rue Damrémont 75018 PARIS, France) was used for analysis.
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RESULTS

General characteristics of mice are described in table 1. Body weight was not significantly dif-
ferent among the 4 groups of mice while HR significantly decreased in wheel exercised compared
to telmisartan treated animals. As expected, sedentary 2K1C mice were hypertensive and
showed significantly increased PRC levels (Table 1). Exercised animals remained hypertensive
although MBP in wheel exercised mice was significantly lower than in those undergoing treadmill
training. As expected, telmisartan treatment normalized MBP and significantly further increased
PRC levels (Table 1).

Distance covered and time spent running

Treadmill exercise is a shortly lasting (60 min) effort compared to voluntary wheel training (24
hrs). Distance covered by mice undergoing wheel voluntary exercise was almost twice that ob-
served in treadmill animals (1718,94 + 149,63 m/day in wheel exercised mice versus 960 m/day

in treadmill exercised mice).

Atherosclerosis extension and plaque vulnerability

ATS extension and plaque phenotype were assessed in all groups of mice. Analysis of cross-
sectional lesion area showed a significant 40-50% decrease in ATS extension of free wheel exer-
cised and telmisartan treated mice compared to sedentary ones (Fig. 1A-B). On the contrary, no
significant change was observed in mice undergoing forced treadmill training compared to seden-
tary animals (Fig. 1A-B). Plaque phenotype analysis showed a significant decrease in plaque
macrophage content, accompanied by a significant increase in plaque a-SMA content in all exer-
cised and telmisartan treated mice compared to sedentary ones (Fig. 2A-B). a-SMA/Mac 2 ratio
was therefore significantly increased in wheel (2.8 fold), treadmill (3.4 fold), and telmisartan (2.4
fold) groups of mice (Fig. 2C).

Effect of exercise on PPAR-y and AT-1 expression in arterial wall

Treadmill exercise significantly increased PPAR-y expression as well as that of its CD36 tar-
get gene by 1.52-fold and 1.44 fold, respectively (Fig. 3AB). Also in telmisartan treated mice
PPAR-y significantly increased 1.3-fold and CD36 1.37 fold. Wheel exercise did not seem to af-
fect PPAR-y expression in arterial wall (Fig. 3AB). Neither exercise nor telmisartan affected AT-1
or AT-2 expression in arterial wall (data not shown).
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Effect of exercise on inflammatory cytokine profile and macrophage polarization

Treadmill exercise significantly reduced pro-inflammatory TNF-q, IL-2, and IL-1 expression
by 47%, 47%, and 63%, respectively (Fig 4. A-C). Wheel exercise did not show any significant
effect on these cytokines (Fig. 4 A-C) while telmisartan treatment significantly decreased IL-2 and
IL-18 expression levels (Fig. 4B-C). Anti-inflammatory IL-10 expression was not affected by
wheel exercise and telmisartan treatment (Fig. 4D). On the contrary, treadmill training significant-
ly decreased, by 50%, IL-10 mRNA expression compared to sedentary animals (0.50+0.06 vs
1+0.17, respectively) (Fig. 4D). Wheel exercise increased anti-inflammatory IL-1Ra cytokine ex-
pression by 43% compared to sedentary mice (sedentary 1+0.07, wheel 1.431£0.015) (Fig. 4E).
Treadmill exercise and telmisartan treatment on the contrary, showed no effect on IL-1Ra
(treadmill 1.08+0.09, and telmisartan 0.98+0.13) (Fig. 4E). Net balance between pro-inflammatory
IL-18 and anti-inflammatory IL1Ra was significantly in favor of anti-inflammatory status in wheel
and treadmill exercised mice. Telmisartan didn’t significantly affect IL-1B/IL-1Ra ratio (Fig. 4F).
Analysis of arterial macrophage phenotype showed a significant decrease in pro inflammatory M1
macrophages in telmisartan treated animals only (Fig. 5A). On the contrary, wheel exercised
mice presented a significant increase in anti inflammatory M2-type macrophages (Fig. 5B).
Therefore, in this latter group of mice a significant 43% decrease in macrophage M1/M2 ratio was
evident compared to the other groups (Fig. 5C). A similar trend, although not significant, was ob-
served also in telmisartan treated mice (Fig. 5C). Treadmill exercised mice showed no significant
change in M1/M2 ratio compared to sedentary animals (Fig. 5C). A significant correlation be-
tween atherosclerosis extension and M1/M2 ratio was observed (Fig. 6).
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DISCUSSION

The present study shows the beneficial effect of voluntary wheel and forced treadmill exercise
on ATS progression and plaque stability in a mouse model of advanced ATS. Compared to se-
dentary mice, plaques from animals undergoing exercises displayed a more stable phenotype,
similar to that observed in animals treated with the Ang Il AT1 receptor blocker telmisartan. Addi-
tionally, wheel voluntary exercised mice displayed significantly less extended ATS burden similar-
ly to what observed after telmisartan treatment.

Inflammation plays a major role in ATS progression and destabilization. Recent research
showed that inflammation, hyperlipidemia, obesity, and hypertension are associated with an in-
crease of pro-inflammatory cytokines and an increase of M1 polarized macrophage further contri-
buting to disease progression (Devaraj et al, 2011; Swirski et al, 2007; Lumeng et al, 2007, Fuji-
saka et al, 2009; Feig et al, 2011). Pharmacological treatment like used in ATS complication pre-
vention like Troglitazone or Telmisartan (PPAR-y agonist or AT1 antagonist) (Bouhlel et al, 2007;
Fujisaka et al, 2009; Fujisaka et al, 2011; Matsumura et al, 2011) and physical exercise in mice
(treadmill at 12-20 m/min for 60 min/day for 16 weeks) or in human (8-week low-intensity exercise
programme (walking 10,000steps/day, three times/week) decrease inflammatory cytokines ex-
pression and modulate macrophage polarization by a decrease expression of M1 macrophages
markers and by an increase of M2 macrophages markers (Kawanishi et al, 2010, Yakeu et al,
2010). In the present study, not only the beneficial effect of exercise on ATS progression is fur-
ther substantiated but evidence is provided suggesting that treadmill and wheel exercise appear
to differently affect inflammation profile in ATS mice. Forced treadmill exercise, similarly to what
observed with telmisartan treatment, significantly increased arterial PPAR-y expression and up
regulated PPAR-y CD36 target gene. This suggests that treadmill exercise can selectively, simi-
larly to a pharmacological treatment, activate nuclear PPAR-y receptor. On the contrary, wheel
exercise did not show any effect on PPAR-y activation. Along with PPAR-y activation, similarly to
what observed with telmisartan treatment, treadmill forced exercise also strongly inhibited pro-
inflammatory genes expression such as TNF-a, IL-2, and IL-1B. This decrease in pro-
inflammatory cytokines may be secondary to PPAR-y activation. In fact, Li et al, (2004) showed
that PPARs agonists may inhibit inflammatory gene expression including TNF-a, IL-18 and IL-2 in
macrophages. Wheel exercise had no effect on pro-inflammatory gene expression but modulated
anti-inflammatory ones significantly increasing IL-1Ra, the natural inhibitor of IL-1B. IL-1Ra plays
an important role in ATS progression. In fact, subcutaneous administration of slL-1Ra in mice or
genetic IL-1Ra over expression decreased ATS lesions size both in the ApoE™ or LDL” mouse
models (Elhage et al, 1998; Devlin et al, 2002). Interestingly, analysis of IL1B/IL1Ra ratio showed

a similar significant net anti-inflammatory effect both in wheel and treadmill exercise. However,
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mechanisms diverged depending on type of exercise performed (wheel vs treadmill). Another
divergent effect depending on type of exercise was noticed on macrophage polarization. Mice
undergoing wheel exercise showed a shift of macrophage polarization towards an M2 dominant
anti-inflammatory phenotype compared to both sedentary and treadmill teraines animals. Macro-
phage M1/M2 ratio was in fact significantly decreased in this former group of mice similarly to
what observed (although not significantly) in the telmisartan treated animals. However, once
again, mechanisms diverged since telmisartan treatment, contrary to wheel exercise, mainly af-
fected pro-inflammatory macrophage phenotype. A positive correlation between M1/M2 ratio and
ATS lesion size (p<0.023) was observed suggesting a role for macrophages in ATS development.
Khallou-Laschet et al (2010) showed an increase of M1/M2 ratio with increase of ATS size in
ApoE™ older 55 weeks mice in comparison to young 20 weeks old mice. Recently, Feig et al
(2011) have shown reduced macrophage M1 markers expression and up regulated M2 markers
during plaque regression. Along the same line, Bouhlel et al, (2007) showed that a shift towards
M2 polarization may prevent ATS progression. Taken together, these results suggest a pivotal
role of M1/M2 shift towards an M2 phenotype in ATS regression. Indeed, in our study, treadmill
trained mice in which M1/M2 ratio was unchanged, showed no decrease in lesion size. The di-
vergent, more beneficial effect of wheel compared to treadmill training on ATS progression can
be partially explained by the different pattern, duration, and hemodynamic effect of exercise
modality. Wheel exercised mice run with a “stop and go” motion at intermittency all day whereas
treadmill training requires sustained short timed workload once daily. Wheel voluntary running
appears more physiological since mice exhibit an intermittent, “stop and go” motion. This may
improve wheel running performances and lead to higher endurance levels (Ghosh et al, 2010).
The more beneficial effect of voluntary running has also been shown by others in contexts other
than ATS. Sennott et al (2008) showed that running wheel but not forced treadmill training im-
proved blood glucose levels and decreased body weight in db/db mice over a 12 week period.
Pattern of wheel exercise (longer distance covered in a longer laps of time) may modulate cyto-
kines expression towards an increase in anti-inflammatory (IL-4; IL-13) and a decrease in pro-
inflammatory ones (TNF-a; IL-18) which can polarize native monocytes towards an M2 pheno-
type (Bouhlel et al, 2007; Ajijola et al, 2009). Moreover, longer distance covered in wheel volunta-
ry exercise can explain a decrease on ATS progression. In fact, beneficial effect of exercise are
proportional to distance covered. In fact, Myers et al, (2002) showed that more distance covered
by exercise are important more survival are increased. He showed that, 1-MET increase in exer-
cise capacity conferred a 12 percent improvement in survival.

Stress experienced during forced treadmill training may also affect hemodynamic parameters

in mice. In our study, treadmill training increased MBP by 6 mmHg, compared to sedentary ani-
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mals, and by 12 mmHg compared to wheel exercised mice. Higuchi et al 1985 showed similar
MBP increases (+ 12,8 mmHg) in response to treadmill training vs wheel using spontaneously
hypertensive rats (SHR). We and others, (Mazzolai et al, 2004, Weiss et al, 2000, Daughert et al,
2000) have previously shown the role of hypertension in ATS progression in mouse models of
atherosclerosis as well as the beneficial effect of blood pressure lowering on ATS progression
(Mazzolai et al, 2004, Daugherty et al, 2000). The increased blood pressure in mice undergoing
treadmill training may partially explain the lack of effect of this exercise modality on ATS lesion
size. Contrarily, ATS lesion reduction observed after wheel exercise may be favoured by the con-
comitant MBP decrease.

In conclusion, results presented herein demonstrate that 1) exercise can be as effective as
pharmacological treatment in ATS plaque development progression, and 2) that type of exercise
is important when determining beneficial effects on ATS. Furthermore, we show for the first time
that different types of exercise induce (beneficial) effects on ATS by different mechanisms. We
previously reported (Pellegrin et al, 2009) the beneficial effect of swimming on ATS progression
using the same mouse model described herein. In these swimming mice a significant decrease in
AT1 vascular expression was observed. In the present study, neither telmisartan nor exercise
regimens affected vascular AT1 or AT2 mRNA expression This once more confirms the hypothe-
sis that different types of exercises (swimming, wheel, treadmill...) reduce ATS by different me-

chanisms.

These results may have important clinical implications, if confirmed in clinical studies, for our
cardio-vascular patients with ATS guiding physicians in the choice of exercise treatment. In fact,
based on our results one would rather suggest to patients a form of “voluntary” exercise characte-

rized by regular walking exercise and an active life style rather than “forced” training.
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FIGURE LEGEND

Figure 1: Atherosclerosis evaluation. A) Effects of exercise training and Telmisartan treatment on athe-
rosclerosis lesions surface in aortic root. B) Representative Movat’s stained lesions in aortic roots of se-
dentary, exercised and telmisartan treated mice. The values are the means £ SEM * p.05 versus seden-

tary. N=8 to 10 mice in each group.

Figure 2: Macrophages and smooth muscle actin content in ATS plaques. A) Macrophages content,
B) a-SMA content, C) a-SMA/ macrophage ratio. The values are the means + SEM * p.05 versus seden-

tary. N=8 to 10 mice in each group.

Figure 3: Effects of exercise training and telmisartan treatment on PPAR-y and CD36 mRNA expres-
sion in arterial wall. A) PPAR-y mRNA folds expression. B) CD36, PPAR-y target gene mRNA folds ex-
pression. The values are the means + SEM * p.05 versus sedentary; 1p<0,05 versus wheel. N=8 to 10

mice in each group.

Figure 4: Effects of exercise training and telmisartan treatment on pro-inflammatory A) TNF-a; B) IL-2
; C)IL-1B and anti- inflammatory D) IL-10; E) IL-1Ra cytokines mRNA gene fold expression in arterial wall.
F) Effects of different treatment on inflammatory [11B/IL1Ra balance in arterial wall. The values are the
means + SEM * p.05 versus sedentary; ¥ p.05 versus wheel; T p.05 versus telmisartan N=8 to 10

mice in each group.

Figure 5: Effects of exercise training and telmisartan treatment on A) pro-inflammatory activated ma-
crophages (M1:CD11c) B) anti-inflammatory activated macrophages (M2: CD206) markers and C) M1/M2

Ratio in arterial wall. The values are the means + SEM * pB.05 versus sedentary. N=6 to 8 mice in each

group.

Figure 6: Correlation between atherosclerosis extension and M1/M2 Ratio. The values are the means

+ SEM * p.05 versus sedentary.
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Table 1:

BW HR MBP PRC

(9) (bpm) (mm Hg) (ng/ml per h)
SEDENTARY 24,7+1 619,9+13.2 142,1+2.5t 1765,1+291.8t
WHEEL 27,7+1.4 585,8+20.81 136,8+2.8 § T 2034,9+302.21
TREADMILL 26,7+1.3 623,8+16.9 148,8+2.7t 1334,5+¢377.8 1
TELMISARTAN 25,4+1 653,2+33.4 113,945.2 11622,3+1560.8

Body Weight (BW), Hemodynamic profile Hear Rate (HR), Mean Blood Pressure (MBP), Plasma Renin Con-

centration (PRC). The values are the means + SEM 1p<0,05 versus telmisartan. § p<0,05 versus treadmill.
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L’industrialisation et le progrés technique ont complétement modifié le mode de vie des popula-
tions en termes d’activité physique. La voiture, le bus et les jeux vidéo ont remplacé les activités phy-
siques. Cette sédentarisation de la population est responsable en partie du développement des maladies
métaboliques et cardiovasculaires. L'OMS estime que 60% de la population mondiale a une activité
physique insuffisante. Bien que les firmes pharmaceutiques rivalisent en mettant sur le marché des
traitements médicamenteux novateurs pour prévenir la mortalité cardiovasculaire, il semblerait que ces
traitements ne soient pas suffisants pour réduire l'incidence du mode de vie sur la mortalité. En effet,
malgré les traitements médicamenteux variés la mortalité cardiovasculaire reste la premiére cause de

mortalité en France.

Les récepteurs PPAR sont une cible thérapeutique privilégiée dans le traitement des maladies
métaboliques et cardiovasculaires. Afin de mettre en avant, I'exercice physique comme outil thérapeu-
tigue des maladies cardiovasculaires, nous avons essayé de comprendre 'implication des récepteurs
nucléaires PPAR dans la cardioprotection induite par I'exercice physique. Nous avons, de ce fait, mis en
évidence deux mécanismes majeurs qui pourraient expliquer les effets bénéfiques de I'exercice physique

dans la progression et la stabilité des Iésions athéromateuses.

Le premier mécanisme qui pourrait expliquer I'effet bénéfique de I'exercice physique est relatif a
l'activation des récepteurs nucléaires PPAR vasculaires et l'inhibition de I'activité pro-inflammatoire en
réponse a « I'exercice soumis ». Nos résultats montrent, pour la premiére fois, que I'exercice physique
augmente I'expression et 'activité des PPAR-y vasculaires. En effet, nous avons montré que I'expression
du PPAR-y, ainsi que du géne cible CD36 vasculaire, sont augmentés en réponse a 'exercice de nage et
de course sur tapis. Ces résultats ont été mis en évidence aussi bien chez la souris ApoE” que chez la
souris 2K1C soumise a des exercices imposés de types différents. Par ailleurs, pour la premiere fois, il a
été démontré que, chez la souris ApoE™, I'activation des récepteurs nucléaires en réponse a une activité
physique de nage est directement responsable d’'une diminution de I'extension des lésions athéroma-
teuses. En effet, cette diminution de I'athérosclérose semblerait PPAR-y-dépendante, puisque I'inhibition
du PPAR-y, aprés administration de BADGE, abolit les effets antiathérogénes induits par I'exercice. Ces
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résultats, montrent le role majeur de l'activation des PPAR-y dans la prévention de la progression de

I'athérosclérose.

L’inflammation est la responsable majeure de la progression et la rupture de plaque
d’athérosclérose a l'origine des accidents cardiovasculaires. L’exercice physique permet de diminuer
'inflammation locale et favorise ainsi la stabilité des lésions d’athérosclérose. En effet, lors de ce travail,
nous avons pu montrer que différentes modalités d’exercice physique permettent de réduire de maniére
significative I'inflammation vasculaire chez la souris ApoE™. Il a ainsi ét¢ montré que 13 semaines
d’exercice physique de natation chez la souris ApoE” ou 5 semaines d’exercice de course sur tapis chez
la souris 2K1C, réduisent de maniére significative I'expression des cytokines pro-inflammatoires. Cet
effet anti-inflammatoire de I'exercice physique a été montré dans différents modeles d’animaux (Okabe et
al, 2007 ; Napoli et al, 2006). Nos résultats montrent par ailleurs que I'exercice de course sur tapis est
tout aussi efficace que le traitement pharmacologique pour réduire l'inflammation locale. On observe,
effectivement, que la réduction des cytokines pro-inflammatoires IL-1B, TNF-a, IL-2 en réponse a
I'exercice de course sur tapis est comparable a celle rencontrée lors d’un traitement pharmacologique
avec le telmisartan. De maniére intéressante, I'activation du PPAR-y semble étre le mécanisme majeur a
l'origine des effets anti-inflammatoires. En effet, chez la souris traitée avec le «telmisartan » ou
« 'exercice soumis » (nage ou tapis), on observe une activation des PPAR-y et une diminution compa-
rable des cytokines pro-inflammatoires IL-1(3, IL-2, TNF-a. De maniére surprenante, « I'exercice volon-
taire » n’engendre ni I'activation du PPAR-y, ni la diminution des cytokines pro-inflammatoires. Ceci
suggére un mécanisme d’action antiathérogéne différent entre les deux types d’exercice physique. Pas-
cual et al (2005) montrent que, sur les macrophages activés M1 l'activation du PPAR-y engendre des
effets anti-inflammatoires qui sont liés a la transrépression et plus particulierement au maintien du co-
répresseur sur I'élément de réponse de NF-kB. Dans notre étude, I'activation du PPAR-y pourrait étre
responsable d’'une désactivation des cellules inflammatoires et notamment des macrophages présents
au niveau des lésions athéromateuses lors du traitement « telmisartan » ou « exercice soumis ». Bien

que de nombreuses études montrent que les effets antiathérogenes sont essentiellement lies & une
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baisse de l'inflammation (Fukao et al, 2010), notre étude montre qu’'une diminution significative des
cytokines pro-inflammatoires ne s’accompagne pas d’une réduction des Iésions athéromateuses chez la
souris 2K1C soumise a un exercice de course sur tapis. L’absence d’effet bénéfique sur la progression
de I'athérosclérose chez la souris 2K1C soumise a l'exercice sur tapis pourrait étre expliquée par la
présence d'une pression artérielle élevée. En effet, 'exercice sur tapis a augmenté de maniére significa-
tive la pression artérielle de 12 mm Hg par rapport a I'exercice sur roue. Cet effet hémodynamique de
I'exercice forcé a notamment été mis en évidence chez le rat SHR. En effet, Higuchi et al (1985) mon-
trent que I'exercice sur tapis augmente de 12.8 mm Hg la pression artérielle chez le rat soumis a un
exercice sur tapis par rapport a un exercice volontaire. Cet effet hypertenseur peut étre responsable du
maintien de la progression des lésions athéromateuses. En effet, des études montrent que
laugmentation de la pression artérielle par un effet hémodynamique favorise I'extension des Iésions
athéromateuses (Mazzolai et al, 2004, Daugherty et al, 2000 ; Weiss et al, 2001). Cet effet hémodyna-
mique pourrait étre notamment lié a un stress en réponse a I'exercice soumis. En effet, Yancey et al
(1993) montrent que I'exercice sur tapis de course augmente de maniére significative la pression arté-
rielle et la fréquence cardiaque en réponse au stress. Par ailleurs, ce stress peut étre responsable d’'une
défaillance du systéme immunitaire qui pourrait concurrencer les effets bénéfiques de I'exercice phy-
sique. En effet, des études réalisées chez la souris ou le rat, sur tapis de course, montrent une diminu-
tion de I'activité du systéme immunitaire et du poids de la rate (Hoffman et al, 1986 ; Brown et al, 2007 ;
Moraska et al, 2000). Les facteurs du stress (catécholamines et corticoides, connus pour leurs effets

immunosuppresseurs) n'ont pas été mesurés pour répondre a cette hypothese.

Au-dela de cet effet hémodynamique « I'exercice soumis » posséde de maniere intéressante, un méca-
nisme comparable au traitement pharmacologique « telmisartan », essentiellement lié a I'activation du

PPAR-y et a l'inhibition de I'expression des cytokines pro-inflammatoires.

Le deuxiéme mécanisme athéroprotecteur pourrait impliquer la polarisation des macrophages M2 et la
stimulation du systéme anti-inflammatoire. En effet, « I'exercice volontaire » permet d’induire de maniéere
significative I'expression de la cytokine anti-inflammatoire IL-1Ra et du marqueur CD206 des macro-
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phages M2. Contrairement a « I'exercice forcé » « I'exercice volontaire » n’a aucun effet sur I'expression
des PPAR-y vasculaire et des cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, TNF-a, IL-2). ll-1Ra est une cytokine
anti-inflammatoire sécrétée majoritairement par les monocytes/macrophages anti-inflammatoires M2
(Chinetti-Gbaguibi et al, 2007). Elle inhibe I'action pro-inflammatoire de IL-1B. L'effet antiathérogéne de
IL-1Ra a été démontré dans diverses études. L'infusion de slL-1Ra ou la surexpression de IL-1Ra dimi-
nue la progression de I'athérosclérose (Elhage et al, 1998; Devlin et al, 2002). L’analyse de la polari-
sation des macrophages (M1 : cd11c) et (M2 :CD206) confirme cet effet anti-inflammatoire et montre, de
maniére surprenante, que « I'exercice volontaire », bien qu’il n’ait aucun effet sur I'expression du PPAR-
Y, augmente de maniére significative les marqueurs des macrophages alternatifs M2, tels que le CD206
et I'lL-1Ra. Par ailleurs, I'analyse de la balance inflammatoire M1/M2 (CD11¢/CD206) montre une ba-
lance inflammatoire en faveur des M2 chez la souris traitée avec I'exercice volontaire et le telmisartan.
De plus, cette balance inflammatoire est significativement corrélée avec I'extension des lésions. En effet,
plus les M2 sont exprimés, moins les lésions athéromateuses sont importantes. Ceci montre que la
prévention de la progression de 'athérosclérose est tributaire de la polarisation des macrophages au

profit des M2 anti-inflammatoires.

De maniére intéressante, notre étude montre pour la premiére fois que I'exercice « physique soumis »
et « volontaire » posséde des mécanismes cardioprotecteurs distincts. D’une part, I'exercice « soumis »
agit sur les récepteurs nucléaires PPAR-y et diminue I'activité du systéme pro-inflammatoire de maniéere
comparable au telmisartan. D’autre part, I'exercice « volontaire » favorise le systéeme anti-inflammatoire

et la polarisation des M2 avec un mécanisme PPAR-y—indépendant.

Théories explicatives :

L’exercice « volontaire » favorise la formation des macrophages anti-inflammatoire M2.
L’exercice physique « volontaire » modéré et de longue durée favorise un milieu systémique anti-

inflammatoire. En effet, de nombreuses études montrent que I'exercice physique modéré favorise la
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diminution de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-6, TNF-a et stimule la sécrétion de cyto-
kines anti-inflammatoires IL-4 (Giraldo et al, 2009 ; Yakeu et al, 2010). Les macrophages sont des cel-
lules plastiques capables de se différencier en fonction du milieu dans lequel ils évoluent (Wolfs et al,
2011 ; Gordon et al, 2003). Cette sécrétion de cytokines anti-inflammatoires en réponse a un exercice
modérée pourrait, de maniére favorable, influencer le milieu systémique et induire une polarisation des
monocytes en faveur d’'un phénotype anti-inflammatoire et induire I‘effet antiathérogéne observé lors de
notre étude. En effet, des études in vitro (Coste et al, 2003) montrent qu’lL-4 et IL-13 sont des induc-
teurs des macrophages M2. Les études expérimentales montrent que l'induction des macrophages anti-
inflammatoires M2, en réponse a un exercice physique, dans le tissu adipeux (Lumeng et al, 2007) ou
dans un modéle de patte ischémique chez la souris en réponse a un exercice physique (Brechot et al,
2008), diminue linflammation et freine la progression de la maladie. Bien que, de nombreuses études
montrent que I'induction des M2 stimule I'expression des PPAR-y, lors de notre étude, nous n’avons pas
observé ce phénomeéne. L’absence de modification de I'expression de PPAR-y en réponse a I'expression
du Mannose récepteur CD206 n’est pas surprenante. En effet, en présence d’IL-4 et IL-13, I'activation du
PPAR-y n’est pas nécessaire pour induire des M2. Nous supposons, de ce fait, que I'induction des M2 en
réponse a « I'exercice volontaire » est PPAR-y indépendant et pourrait étre liée a une stimulation plas-
matique des cytokines anti-inflammatoires. Cependant, nous ne pouvons vérifier cette hypothese et cette
corrélation puisque I'expression vasculaire des IL-4 et IL-13 (principales cytokines inductrices de la pola-
risation des macrophages) ou leurs concentrations systémiques n'ont pas été mesurées dans notre

étude.

D’autre part, I'exercice physique pourrait étre a 'origine de la synthése d’un ligand endogéne du
PPAR-y responsable de son activation. En effet, des études récentes montrent que, lors de I'exercice
physique, l'activité du PPAR-y est stimulée (Thomas et al, 2012, Yakeu et al, 2010). L’activation de ce
dernier peut engendrer des effets protecteurs anti-inflammatoires, notamment au niveau des macro-
phages. Bien que diverses études mettent en avant le réle-clé du PPAR-y dans la polarisation des ma-

crophages alternatifs M2 (Coste et al, 2003 ; Bouhlel et al, 2007 ; Chinetti et al, 2003 ; Fujisaka et al,
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2011 ; Gordon et al, 2003), notre étude montre que I'activation du PPAR-y dans le groupe « telmisartan »
et »exercice soumis » sur tapis, ne permet pas d’induire des macrophages M2 au niveau des Iésions
athéromateuses. Ces résultats rejoignent ceux de I'étude de Bouhlel et al (2007) qui montrent que
l'activation des PPAR-y, suite a un traitement pharmacologique, ne permet pas non plus d’induire des
marqueurs de macrophages M2 au niveau des lésions athéromateuses. Cependant, I'activation du
PPAR-y s’accompagne d’'une désactivation des macrophages M1 (Bouhel et al, 2007 ; Pascual et al,
2005) et engendre une diminution des médiateurs inflammatoires (Ricote et al, 1998 ; Matsumura et al,
2011 ; Blessing et al, 2007). Notre étude montre par ailleurs que le telmisartan permet de modifier le ratio
M1/M2 (CD11C/CD206) en faveur des M2. De maniere intéressante, le « telmisartan » diminue de ma-
niére significative les marqueurs de macrophages de type M1, sans modifier I'expression des M2. Nos
résultats rejoignent ceux de Fujisaka et al (2009, 2011) qui montrent que le traitement avec le telmisartan
ou un activateur de PPAR-y chez la souris alimentée avec un régime gras diminue les marqueurs des
macrophages M1 au niveau du tissu adipeux. Par ailleurs, dans notre étude, les souris traitées avec le
telmisartan présentent une baisse significative de la pression artérielle et des cytokines pro-
inflammatoires au niveau vasculaire. De maniére, intéressante malgré cet effet cumulé, I'extension des
lésions athéromateuses est comparable entre le groupe « exercice volontaire » et le « telmisartan ». Ceci
suggére que « I'exercice volontaire » peut s’avérer aussi efficace que le « traitement pharmacologique
telmisartan » pour réduire la progression de I'athérosclérose. De plus, la baisse de la progression des
|ésions athéromateuses est fortement corrélée a un ratio anti-inflammatoire M2. Ceci met en évidence un

r6le important des macrophages anti-inflammatoires dans la progression de I'athérosclérose.

Lors de cette étude, nous avons montré que « I'exercice physique volontaire » diminue la progression
des lésions athéromateuses, de maniére similaire au traitement pharmacologique « telmisartan ». D’autre
part, cette étude montre, pour la premiére fois, que I'exercice physique stimule les PPAR-y vasculaires et
engendre des effets anti-inflammatoires. Par ailleurs, au-dela d’un effet anti-inflammatoire, I'exercice

physique est capable de moduler le phénotype des macrophages.
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L’exercice physique pourrait constituer une stratégie thérapeutique d’intérét pour le contréle de la ré-
ponse inflammatoire des lésions athéromateuses. En effet, I'exercice physique agit de fagon ciblé sur les
PPAR-y et cytokines pro-inflammatoires, au niveau des Iésions athéromateuses sans aucun effet secon-
daire (prise de poids, cedéme) et favorise la stabilité des lésions athéromateuses de maniére comparable
au traitement pharmacologique. D’autre part, dans certaines conditions, I'exercice physique agit directe-
ment au niveau du systeme immunitaire inné puisqu’il stimule le systéme anti-inflammatoire via la syn-
thése des macrophages M2. La modulation du systéme immunitaire inné apparait comme une stratégie

novatrice dans le traitement des maladies cardio-métabolique.

Lors de cette étude, nous avons essentiellement travaillé au niveau vasculaire sur les mar-

queurs des macrophages M1 et M2. Afin de mieux comprendre le réle de I'exercice sur la polarisation
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des macrophages lésionnels, il me semble intéressant de cibler plus précisément des macrophages
présents au niveau des lésions inflammatoires athéromateuses afin de mieux comprendre leurs implica-
tions. D’autre part, afin de déterminer si la polarisation des macrophages en faveur des macrophages
M1 ou M2 est réalisée au niveau local ou au niveau systémique, il nous semble intéressant d’étudier le
phénotype des monocytes/macrophages présent au niveau sanguin. Puis pour conclure, il me semble

captivant d’étudier I'effet d’un retour d’un style de vie inactif sur la polarisation des macrophages.
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