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Liste des abréviations

ADP : Adénosine DiPhosphate

AgRP : Agouti-Related Protein = Protéine liée au phénotype Agouti

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique

AN : Area of Necrosis = Aire de nécrose

AT1R : récepteur de type 1 de I'angiotensine II

ATP : Adénosine TriPhosphate

BSA : Bovine Serum Albumine = Albumine de sérum bovin

CAC : Control Adopted by Control = petit né de mere controle adopté par une autre mere
controle

CBF : Coronary Blood Flow = Débit coronaire

CaMKII : Ca?*-Calmoduline dependant protein kinase II = Protéine Kinase dépendante de la
Ca?*-calmoduline 1I

CMLs : Cellules Musculaires Lisses

CMO : Control Mother Offspring = petit né de mere contrdle

COX : cyclo-oxygénase

DiasP : Diastolic Pressure = Pression diastolique

DMS : Differentially Methylated Site = Site de Méthylation Différenciée

EDHFs : Endothelium Derived Hyperpolarizing Factors = Facteurs Hyperpolarisants Dérivés de
I'Endothélium

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinases = Kinases régulées par des signaux
extracellulaires

ETTs : acides époxyeicosatriénoiques

FE : Fractional Ejection = Fraction d’Ejection

Foxo3a : forkhead-3a

FR : Fraction de Raccourcissement

FS : Fractional Shortening = Fraction de Raccourcissement

GMPc : Guanosine Monophosphate cyclique

GPx : Glutathion Peroxydase

GTP : Guanosine Triphosphate
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H,0; : Peroxyde d'hydrogéne
HO*: Radical hydroxyle
HFpEF : Heart Failure with preserved Ejection Fraction = Insuffisance cardiaque avec fraction
d'éjection préservée
HFrEF : Heart Failure with reduced Ejection Fraction = Insuffisance cardiaque avec fraction
d'éjection réduite
HR : Heart Rate = Fréquence cardiaque
ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule 1 = Molécule d’Adhésion Intercellulaire 1
IGF-1 : Insulin-like Growth Factor 1
INDO : Indométacine
IkB : Inhibiteur de NF-kB
IKK : Protéine Kinase d'IkB
INK : Protéine kinase c-Jun N-terminal
L-NAME : L-N®-Nitro Arginine Methyl Ester
LV: Left Ventricle = Ventricule Gauche
LVDD : Left Ventricular (end) Diastolic Diameter = Diametre télédiastolique du ventricule
gauche
LVEDP : Left Ventricular End-Diastolic Pressure = Pression télédiastolique du ventricule gauche
LVPWDT : left ventricular posterior wall diastolic thickness = Epaisseur télédiastolique de la
paroi postérieure du ventricule gauche
LVPWST : left ventricular posterior wall systolic thickness= Epaisseur télésystolique de la paroi
postérieure du ventricule gauche
LVSD : left ventricular (end) systolic diameter = Diametre télésystolique du ventricule gauche
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases = Protéines Kinases des voies Activées par des
facteurs Mitogenes
MHC : Myosin Heavy Chain = Chaine Lourde de Myosine
MLCP : Myosin-Light-Chain Phosphatase = phosphatases des chaines légéres de myosine
MMP : Métalloprotéase
mTOR : mammalian Target Of Rapamycin = cible de la rapamycine chez les mammiferes
NAFLD : Non-Alcoholic Fatty Liver Disease = stéatopathie non alcoolique
NCX : échangeur Nat/Ca%*
NFATc3 : Nuclear Factor of Activated T-cells 3 = Facteur Nucléaire des Cellules T Activées 3
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*NO : monoxyde d'azote

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B = Facteurs nucléaires améliorateurs de chaine Iégére kappa
de cellules B activées

NPY : Neuropeptide Y

02*": Anion superoxyde

O3: Ozone

OAO : Obese Adopted by Obese = petit né de mére obése adopté par une autre mére obese
OMO : Obese Mother Offspring = Petit né de mére obese

ONOO : Anion Peroxynitrite

PBS : Phosphate Buffered Saline = Tampon phosphate salin

PGI> : Prostaglandine I,

PKA : Protéine Kinase A

Pi : Phosphate Inorganique

PI3K : Phosphoinositide 3-Kinase

POMC : Proopiomélanocortine

RCPG : Récepteurs couplés aux protéines G

ROS : Reactive Oxygen Species = Especes Réactives de I'Oxygene

RyR2 : Récepteur de la Ryanodine de type 2

SDT : Septum Diastolic Thickness = Epaisseur du septum en diastole

SERCA2 : Sarcoplasmic Reticular Ca?*-ATPase 2 = ATPase calcium-dépendante du réticulum
sarcoplasmique

SOD : Superoxyde Dismutase

SR : Sarcoplasmic Reticulum

SST : Septum Systolic Thickness = Epaisseur du septum en systole

STAT3 : Signal Transducer and Activator of Transcription 3 = Signal transducteur et activateur
de la transcription 3

SysP : Systolic Pressure = Pression systolique

TGF : Transforming Growth Factor = Facteur de croissance transformant

TLR4 : Toll-Like Receptor 4 = Récepteur de type Toll 4

TNF : Tumor Necrosis Factor = Facteurs de nécrose tumorale

TTC : 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride

TTE : Transthoracic echocardiography = Echocardiographie transthoracique



VEGFA : Vascular Endothelial Growth Factor A = Facteur de Croissance Endothéliale Vasculaire
A
WGA : Wheat Germ Agglutinin = Agglutinine de germe de blé
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INTRODUCTION

Chapitre 1 : Programmation feetale de maladies métaboliques
et cardiovasculaires

Au cours de la grossesse, le foetus va pouvoir voir son développement modifié par les différents stimuli
du milieu intra-utérin avec lequel il sera en contact jusqu’a sa naissance. L'état de santé de la mere joue en effet
un role important dans le développement feetal. Plusieurs facteurs peuvent rendre |'environnement utérin
défavorable au bon développement du feetus : un déséquilibre nutritionnel (sous- ou suralimentation/obésité,
induisant carences ou au contraire, hyperglycémie et hyperlipidémie), une consommation d‘alcool, un surdosage
de médicaments, le tabagisme, I'exposition a des toxines environnementales, a des maladies chroniques de la
mere (diabéte, hypertension, infections virales comme le VIH ou le Zyka) ou encore des accidents gestationnels
(hypoxie intra-utérine, décollement ou lésion placentaire, pré-éclampsie). Le feetus doit alors s'adapter pour
garder un développement optimal dans ce nouveau milieu. Cette adaptation, généralement anormale, provoque
des changements d’ordre structurel et fonctionnel de certains organes du feetus qui pourront se prolonger jusqu‘a
I'age adulte, et influencer son état de santé sur le long terme. Plusieurs études ont ainsi mis en avant un lien
entre des conditions de développement foetal défavorables, voire déléteres, et I'apparition de pathologies,

notamment cardiovasculaires et métaboliques, a I'age adulte (Ramirez-Velez, 2012).

De ces différentes observations est née I'hypothése de « programmation feetale » selon laquelle un
développement feetal perturbé par des stimuli intra-utérins anormaux est susceptible d'induire une adaptation
structurelle et fonctionnelle irréversible du foetus, dont les effets perdureraient jusqu‘a I'age adulte en favorisant

I'apparition, parfois précoce, de diverses pathologies.

En 1989, David Barker fut le premier a évoquer une potentielle origine feetale de I'apparition de
pathologies de |'adulte. Dans une premiere étude, il émit I'hypothése selon laquelle les conditions
environnementales ayant un effet négatif sur la croissance et le développement prénatal pourraient étre des
facteurs de risque dans le développement de troubles ischémiques cardiaques. Pour étayer cette hypothése, lui
et son équipe ont étudié 5654 hommes nés entre 1911 et 1930 dans le comté d'Hertfordshire en Angleterre et
ont mis en évidence que ceux nés a terme avec un plus faible poids de naissance (inférieur a 2,5 kg) avaient trois
fois plus de risques de décéder de pathologies ischémiques cardiaques (Barker et al., 1989a). Ce faible poids de
naissance, malgré une naissance a terme, semblait aussi indiquer un retard de croissance au stade feetal. Ces
premiers travaux permirent par la suite d'associer le faible poids de naissance a plusieurs type de pathologies a

I'age adulte, telle que I'nypertension (Barker and Osmond, 1988 ; Barker et al., 1993 ; Manning and Vehaskari,



2001), le diabéte de type 2 (Barker et al., 1993 ; Burke et al., 2004), les troubles cardiovasculaires (Rich-Edwards
et al., 1997 ; Barker, 1997) ou encore le cancer (Spector et al., 2009 ; Spracklen et al., 2014).

Les travaux de Barker mirent ainsi en lumiére un lien entre milieu foetal et développement de multiples
pathologies au cours de la vie adulte, ce qui a donné naissance au concept de la « programmation feetale » de

diverses maladies de I'adulte.

1.2. Hypothese mécanistique de la programmation feetale

1.2.1. Hypotheése de Barker

Aussi connue sous le nom de « phénotype d’épargne », cette hypothése a vu le jour en 1992 grace
aux travaux de Hales et Barker (Hales and Barker, 1992). Ils ont proposé I'idée qu’une nutrition feetale insuffisante
au cours de la grossesse aurait pour effet a long terme le sous-développement du systéme endocrine du pancréas
et de fortes chances de développer une insulinorésistance et un diabéte de type 2 a I'age adulte. Cette sous-
nutrition maternelle, notamment de type hypoglycémique, induirait chez le feetus une diminution de la production
d'insuline afin de préserver au maximum le développement d’organes considérés comme vitaux, comme le coeur
et le cerveau, mais provoquerait aussi un déficit en cellules B des ilots de Langerhans, puisque ces derniéres sont
moins stimulées et leur role est moins important dans ces conditions. Ces modifications métaboliques rendraient
ainsi le feetus plus adapté a ce milieu intra-utérin différent, augmentant ses chances de survie, mais pourraient
perdurer a |'age adulte et le rendrait plus susceptible de développer une insulinorésistance et un diabéte de type
2.

Cette étude a ainsi montré que le foetus était capable de s’adapter aux carences nutritionnelles de son
environnement intra-utérin. En réduisant la croissance de certains organes au profit de ceux considérés comme
essentiels a sa survie immédiate, il a pu optimiser I'utilisation des nutriments par son organisme, économisant
les ressources a sa disposition. Ainsi, ces réponses adaptatives auraient permis de « préparer » le foetus a vivre

dans un deuxiéme contexte de sous-nutrition, post-natal cette fois.
1.2.2. Théories du « mismatch » et des 1000 jours

Par la suite, I'nypothése de Barker a été étendue. La théorie du « mismatch » (ou hypothése
d'incompatibilité) a vu le jour en comparant les conséquences métaboliques sur les feetus nés soit lors de la
grande famine des Pays-Bas (1944-1945) (Ravelli et al., 1998), soit durant la grande famine de Leningrad (1941-
1944) (Stanner et al., 1997). L'étude de 702 personnes par Ravelli a pu montrer qu’une exposition in utero a la
famine était liée a une intolérance au glucose a |'age adulte, et ce, malgré un poids moyen de naissance supérieur
a 2,5 kg (3351 g). A l'inverse, I'étude sur 357 personnes par Stanner n‘a pas mis en évidence de lien entre sous-
nutrition feetale liée a la famine, et intolérance au glucose, dyslipidémie, hypertension ou pathologies
cardiovasculaires a I'age adulte. Ces différences de résultats seraient dues a la durée de chaque famine. Celle de
Leningrad a duré 4 ans, la sous-nutrition présente durant le développement utérin des foetus a ensuite perduré
aprés leur naissance. Leur organisme était donc adapté a ce milieu post-natal hypo-calorique, pourtant
généralement défavorable. La famine des Pays-Bas a, quant a elle, duré un hiver (Septembre 1944 a Mai 1945),

suffisamment longtemps pour induire une restriction calorique intra-utérine chez les feetus en développement



durant cette période. Cependant, la fin de la famine est arrivée assez vite pour que les apports nutritionnels
redeviennent normaux, voire élevés, créant un milieu nutritionnel post-natal trés différent du milieu utérin. De
ce fait, 'organisme des nouveau-nés n'était plus adapté a cette alimentation riche ; le sous-développement du
pancréas ne permettant plus une gestion adéquate du glucose, ceci explique les problemes métaboliques observés
chez les adultes.

Ainsi, ce « mismatch », ce décalage trop important entre I'environnement pré- et post-natal, rendrait la
mise en place du phénotype d'épargne inappropriée, incompatible avec la vie post-natale du feetus et serait la

cause du développement de pathologies métaboliques a I'age adulte.

Une seconde théorie, appelée théorie des 1000 jours, est apparue il y a quelques années. Des études
récentes ont en effet pu montrer que la période de la petite enfance était elle aussi un moment clé dans I'induction
de pathologies tardives, au travers de I'environnement biologique et socio-économique dans lequel évoluait
I'enfant (Mameli et al., 2016 ; Moore et al., 2017 ; Diaz-Rodriguez et al., 2020). Ainsi, les 1000 premiers jours
de vie de I'enfant, de sa conception a ses 2 ans, ont été décrits comme la période charniére dans le développement
de I'enfant et dans I'apparition future de pathologies (Woo Baidal et al., 2016 ; Taveras, 2016 ; Blake-Lamb et
al., 2016).

Les résultats mis en avant par I'hypothése de Barker, les théories du « mismatch » et des 1000 jours
sont aujourd’hui rassemblés par I'Organisation Mondiale de la Santé sous une méme dénomination officielle : le
concept de la DOHaD (« Developmental Origins of Health and Diseases » ou « origines développementales de la
santé et des maladies ») mettant en avant, durant cette fenétre de 1000 jours a partir de la conception, le réle
de I'environnement sous toutes ses formes (nutritionnel, écologique, socio-économique) dans l'induction des
maladies de 'adulte (Tableau 1).

Facteurs environnementaux responsables de la programmation fostale Pathologies liées & la programmation foetale
+ Restriction alimentaire maternelle Mortalité par accidents cardiovasculaires

= Restriction calorique Maladie coronarienne

— Restriction protéique Diabéte (type 1 et 2)

= Restrictions en micronutriments Hypertension

Dyslipidémie

* Substances exogénes Obésité

- Glucocorticoides Ostéoporose

- Nicotine Schizophrénie

Cancers (sein,; testicule ; leucemies...)
* Perturbations de |la circulation utéro-placentaire

Hypoxie périnatale Hypertension artérielle pulmonaire
Prééclampsie

Tableau 1 : Exemples d’associations entre des atteintes périnatales et des maladies de I'adulte
(adapté d’'aprés Bloch et al., 2007).

Cette programmation met en place des régulations épigénétiques pendant le développement du feetus
(Tang and Ho, 2007).
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Dans chaque cellule de notre corps se trouve I’ADN, support de l'information génétique répartie sur
environ 25 000 génes. Bien que cette information soit la méme dans toutes les cellules, celles-ci n‘ont pas toutes
le méme rdle au sein de I'organisme. De ce fait, tous les génes d’'une cellule ne sont pas activés ou inhibés
simultanément, ni en permanence. Ce niveau d’expression peut étre modifié par divers signaux, qui permettront
alors a la cellule de se différencier au cours du développement ou bien d'ajuster son activité selon les besoins de

I'organisme.

Ces modifications sont dites « épigénétiques ». L'épigénétique est aujourd’hui décrite comme |'étude
des mécanismes modifiant de maniére réversible et transmissible I'expression des génes, sans pour autant
modifier directement leur séquence ADN, permettant ainsi, a partir d’'une seule cellule, d’obtenir plusieurs
phénotypes cellulaires différents.

Les modifications épigénétiques sont induites par I'environnement (alimentation, stress,...) et les cellules
y sont sensibles, notamment durant le développement embryonnaire et feetal puis de maniére décroissante avec
I'age (Rodriguez-Rodero et al., 2010). Bien que ces modifications soient généralement réversibles, il arrive
cependant que certaines persistent dans le temps, méme lorsque le signal qui les a induits a disparu. En 2005,
Fraga a ainsi pu montrer que deux jumeaux homozygotes, bien qu’ayant le méme patrimoine génétique lors de
leur conception, ont a I'age adulte un épigénome différent I'un de I'autre, et que ces différences épigénétiques
s'accumulaient de maniére age-dépendante. Malgré leur génome identique, ces deux individus peuvent donc avoir
un phénotype général différent, ce qui pourra a long terme modifier leur sensibilité a certaines pathologies (Fraga
et al., 2005).

L'impact de I'environnement intra-utérin, et notamment la nutrition, est donc d’autant plus grand que les
modifications épigénétiques induites durant le développement feetal pourront potentiellement perdurer a I'age
adulte. Plusieurs études semblent d'ailleurs indiquer que certaines de ces modifications peuvent étre conservées
d’une génération a l'autre (Kaati et al., 2007 ; Jablonka and Raz, 2009 ; Perez and Lehner, 2019).

La chromatine correspond a la structure au sein de laquelle I’ADN est condensé, en association avec des ARN et
deux types de protéines : histones et non-histones, dans le volume restreint du noyau eucaryote. Son niveau de
condensation peut étre modifié par I'épigénétique, permettant de moduler I'expression des génes en facilitant ou
empéchant leur accés a la machinerie transcriptionnelle. L'épigénétique peut s'appliquer de plusieurs facons sur
les différents composants de la chromatine : la méthylation de I’ADN, les modifications des histones et les

régulations par des ARN non codants sont les mécanismes épigénétiques les mieux décrits a ce jour.

La méthylation de I’ADN est un mécanisme qui consiste a ajouter de maniére covalente un groupement
méthyl sur une cytosine précédent une guanine, au niveau de ce qu’‘on appelle un flot CpG. Il s'agit de régions
nucléotidiques riches en Cytosine et Guanine qui sont fréquemment trouvées a proximité, voire directement dans

les promoteurs des génes. La structure de la chromatine adjacente a ces flots CpG facilite la transcription du



géne. A l'inverse, les flots CpG méthylés au niveau des régions promotrices de génes vont induire une compaction
de la chromatine. Sous cette forme, elle sera alors inaccessible aux enzymes de la transcription, empéchant

I'expression des génes (Kanherkar et al., 2014).

Cette méthylation peut étre effectuée par 3 enzymes, appelées DNA methyltransferases (DNMTs)
(Kouzaride, 2007 ; Kanherkar et al., 2014 ; Jeltsch et al., 2017 ; Lorenzen et al., 2012 ; Marousez et al., 2019):
o |la DNMT 1 est responsable du maintien du profil de méthylation, en recopiant chaque site méthylé d'une
cellule a 'autre au cours de la mitose ;
o |a DNMT 2 est associée aux cellules souches embryonnaires et potentiellement a la méthylation des ARN ;
o les DNMT 3a et 3b sont impliquées dans la méthylation de novo de I'ADN au niveau des ilots CpG (Figure
1).
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Figure 1 : Schéma représentatif d'un chromosome, des histones, de la double hélice d’ADN et de la
réaction de méthylation de I’ADN par les DNMT 3 (d’aprés Lorenzen et al., 2012).

1.3.2. Modifications des histones

Les histones sont des protéines essentielles a la structure de base de la chromatine. Elles vont s’associer
a I’ADN par groupe de huit (H2A, H2B, H3 et H4) pour le compacter, celui-ci s’enroulant autour de cet octamere
d'histones et créant ainsi de plus grosses structures globulaires appelées nucléosomes. Le degré de condensation
de I'ADN autour des nucléosomes n’est pas toujours le méme le long de la chromatine : sous forme
d’euchromatine, I’ADN est décondensé, ce qui rend les génes accessibles aux protéines de la transcription ; a
I'inverse, sous forme d’'hétérochromatine, le niveau de compaction de la chromatine est plus élevé, les génes sont

peu accessibles et donc peu ou pas exprimés.
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Les modifications des histones sont le deuxiéme grand mécanisme épigénétique connu aujourd’hui. Elles
sont post-traductionnelles et s’effectuent au niveau des extrémités N- ou C-terminales qui dépassent du noyau
octamérique d’histones. Elles incluent notamment : la méthylation de lysines et d’arginines, la
phosphorylation de sérines et thréonines, I'acétylation et I'ubiquitinylation de résidus lysines (Figure
2), ou encore |’ADP-ribosylation sur la queue des histones. Ces diverses modifications, effectuées par des enzymes
spécifiques, ont des effets variables sur le niveau de compaction de la chromatine et donc sur la transcription des
genes. Par exemple, l'acétylation des histones par les histone acétyltransférases (HATs) va généralement
décompacter la chromatine pour permettre la transcription de génes cibles. La déacétylation de lysines par les
histones déacétylases (HDAC) va au contraire avoir tendance a recondenser la chromatine et inactiver la

transcription (Kanherkar et al., 2014).

@.’ Acelylation

M| Nethylation

@ Phosphorylation
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Figure 2 : Schéma représentatif des extrémités N- et C-terminales des histones du nucléosome et
exemples de modifications épigénétiques possibles selon les résidus (adapté d'aprés Graff and
Mansuy, 2008).

1.3.3. ARN non codants

Les ARN non codants sont des ARN qui ne seront pas transcrits en protéines. Certains, appelés ARN
interférants, sont capables de se lier a des ARNm de maniére hautement spécifique et ainsi de limiter voir
d’empécher complétement I'expression d'un ou plusieurs génes. Deux grands types d’ARN interférants sont
connus en tant que modulateurs épigénétiques post-transcriptionnels : les petits ARN interférants (siRNA) et
les micro-ARN (miRNA).

Ces deux types d’ARN sont de petites tailles : 21 a 24 nucléotides de longs en moyenne. Les miRNA sont
simple brin et ont une complémentarité partielle avec leur ARNm cible, tandis que les siRNA sont double brin et
sont 100% complémentaire a leur ARNm cible (Bartel, 2004). Dans les deux cas, un complexe protéique appelé
RISC est nécessaire pour dégrader I'ARNm cible une fois que celui-ci est lié @ un miRNA ou siRNA (Rana, 2007).

La plus faible complémentarité des miRNA leur permet de se lier a plusieurs ARNm différents et donc de réguler
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I'expression de plus de génes, ce qui fait qu’ils sont capables d'intervenir dans de nombreux processus

biologiques, notamment le développement feetal.

Ainsi, ces ARN interférants sont, au méme titre que la méthylation de I’ADN et les modifications des
histones, des éléments clés dans les mécanismes épigénétiques liés a la programmation feetale (Figure 3).
L’expression aberrante de certains miRNA et siRNA est d’ailleurs associée a de nombreuses pathologies (Girardot
etal.,, 2012 ; Baer et al., 2013).
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Figure 3 : Représentation schématique des trois principaux mécanismes impliqués dans la régulation
épigénétique (d'aprés Kim et al., 2011).

1.4. Dimorphisme sexuel dans la programmation feetale

Un des aspects nécessitant d'étre exploré dans le cadre des études de programmation feetale concerne
les différences liées au sexe chez la descendance. En effet, la prévalence de plusieurs pathologies, notamment
I'obésité, le diabéte et I'nypertension, est différente selon le sexe des individus (Hales et al., 2017 ; Li et al., 2021
; Ramirez and Sullivan, 2018). D’aprés des hypothéses évolutionnistes, la croissance foetale des males aurait un
colit énergétique supérieur aux femelles. Ces derniéres seraient mieux protégées, ce qui leur procurerait un
avantage sélectif pour la survie. Mais depuis, des études scientifiques ont pu montrer que ces anomalies étaient
plutot dépendantes de I'atteinte du milieu intra-utérin (Grigore et al., 2008). Au niveau de la programmation
foetale, cela signifie que les changements pathologiques du milieu intra-utérin n’affecteraient pas les males et les

femelles de la méme maniére.
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1.4.1. Dimorphisme sexuel et conséquences sur les fonctions métaboliques et cardiovasculaires

Le développement cardio-métabolique de la descendance est influencé de facon sexe-dépendante par
I'environnement intra-utérin. Il a été montré que I'hypoxie prénatale ou une sous-alimentation maternelle au
cours de la grossesse avaient un impact négatif plus important chez la descendance male que chez la descendance
femelle alors qu‘une suralimentation maternelle ou de I'obésité avaient |'effet inverse sur la descendance a long

terme.

En effet, une hypoxie prénatale est capable d'altérer la fonction mitochondriale cardiaque chez les males
dans un modéle expérimental d’hypoxie prénatal chez le cochon d‘inde. Cette altération se manifeste par une
baisse du contenu en ADN mitochondrial au niveau du ventricule gauche, une diminution de I'expression du
complexe mitochondrial IV associé a une diminution d'activité. Ces perturbations, uniquement retrouvées chez
les males, pourraient affecter la contractilité cardiaque (Thompson et al., 2019).

D'autre part, des études épidémiologiques menées sur les données collectées lors la famine d’Amsterdam
durant I'hiver 1944 ont mis en évidence qu’en cas de sous-nutrition maternelle durant la grossesse, les femmes
nées de ces meres présentaient une adiposité plus élevée, associée a un profil lipidique perturbé (cholestérol et
triglycérides élevés) (Stein et al., 2007 ; Lumey et al., 2009), tandis que les hommes développaient une plus
grande vulnérabilité a des atteintes neurologiques (Brown and Susser, 1997 ; de Rooij et al., 2016). Cependant,
un modéle expérimental de restriction nutritionnelle chez le rat a montré des différences par rapport a ces études
épidémiologiques puisqu’une hyperphagie et une obésité étaient observées chez la descendance male mais pas
chez les femelles (Dearden et al., 2018). Il a également été noté, dans plusieurs modeles animaux, des altérations
sexe-spécifiques du nombre de néphrons, de la réactivité vasculaire et du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone favorisant la survenue d’une hypertension, majoritairement chez les males (Grigore et al., 2008 ;
Aiken and Ozanne, 2013).

Enfin, a l'inverse, en cas d'obésité maternelle, la descendance femelle serait plus sensible a la
programmation de I'homéostasie du glucose, tandis que les males seraient plus sensibles a des modifications de

poids corporel et d'adiposité, associées a une inflammation de I'nypothalamus (Dearden et al., 2018).
1.4.2. Mécanismes impliqués

Ces différences peuvent avoir pour origine l'action des hormones sexuelles et métaboliques, des
modifications épigénétiques et la maniére dont le placenta répond aux altérations nutritionnelles pendant la

grossesse.
a) Role des hormones sexuelles

L'cestradiol serait capable de réguler la neurogenese, la migration et la mort cellulaire dans plusieurs
parties du cerveau, trés tot au cours du développement. Une sur- ou sous-expression des hormones sexuelles
durant le développement feetal peut alors provoquer des changements permanents dans I'architecture neuronale
(McCarthy, 2008). Une des régions touchée, et hautement sexuellement dimorphique, est I'hypothalamus. Son

role est essentiel dans la régulation de I'appétit et dans I'homéostasie énergétique grace a la présence de neurones
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spécifiques (POMC par exemple) et de nombreux récepteurs dont celui de la leptine. En effet, la leptine est une
hormone capable d'inhiber la prise alimentaire et d'augmenter les dépenses énergétiques en se fixant sur ses
récepteurs spécifiques situés dans I'hypothalamus (Meister, 2000). Une restructuration de I'hypothalamus, suite
a des changements cestrogéniques, peut donc perturber les effets de la leptine et de plusieurs autres hormones
sur la gestion de I'énergie et I'alimentation.

Il a notamment été observé que les souris males possédaient moins de neurones POMC que les femelles
(Nohara et al., 2011) et que les cestrogénes avaient des effets inhibiteurs sur la prise alimentaire des femelles
(Chen et al., 2015), ce qui peut expliquer que les males aient une prise alimentaire plus élevée que les femelles.
La sensibilité au glucose au niveau hypothalamique seraient également sexe-dépendante, via la régulation par
les cestrogenes (Santiago et al., 2016).

Les taux de leptine circulants sont aussi différents entre males et femelles ; chez les rongeurs, le taux
de leptine est supérieur chez les males, tandis que chez I'étre humain, ce taux est plus élevé chez la femme
proportionnellement a son adiposité (Asarian and Geary, 2013 ; Saad et al., 1997). Dans les deux espéces, les
femelles sont plus insulino-résistantes et possedent des taux d‘insuline circulants plus élevés que les males dés
la naissance (Hawkes et al., 2011 ; Manios et al., 2014). Enfin, de par l'action des cestrogénes, les femelles
possederaient une gestion de |'adiposité ainsi qu’une sensibilité a I'insuline, au glucose et a la leptine différentes
des males, avec en plus des effets protecteurs contre I'inflammation de I'hypothalamus et contre les troubles de
la vasoréactivité (Dearden et al., 2018 ; Grigore et al., 2008). Ces différences dans la sensibilité aux nutriments
et au niveau neuronal au cours du développement feetal peuvent rendre les males et les femelles plus ou moins

vulnérables a la programmation feetale par I'environnement nutritionnel.

Un lien entre hormones sexuelles et mécanismes épigénétiques a été établi : I'cestradiol modifierait
I'expression de certaines DNMTs (Galetzka et al., 2007) et HDACs (Zhao et al., 2010) dans certains organes
foetaux (dont I'hypothalamus) et a plusieurs étapes du développement. Ces différences d’expression peuvent
expliquer certains changements épigénétiques sexe-dépendants, en termes de méthylation de I'’ADN et de
modification des histones. Des altérations nutritionnelles au cours de la grossesse pourront donc influencer les
motifs épigénétiques et ainsi affecter plusieurs fonctions biologiques a I'dge adulte. Ce qui pourrait expliquer le

dimorphisme sexuel dans les prévalences de certaines pathologies comme I'obésité ou le diabéte.

Le placenta joue un role clé dans la croissance et le développement du feetus, en particulier dans des
conditions défavorables. Le placenta des males et des femelles ne posséde pas les mémes genes ni les mémes
expressions protéiques, en partie car les genes présents sur les chromosomes sexuels sont fortement impliqués
dans la placentogenése (Alur, 2019 ; Gabori et al., 2013). Chez la souris male, le placenta serait de plus petite
taille et serait moins bien préparé a faire face a certains changements de I'environnement feetal (Eriksson et al.,
2010). A l'inverse, le placenta des femelles aurait de maniére générale de meilleures capacités d'adaptation a de

nombreuses conditions défavorables (Dearden et al., 2018 ; Alur, 2019).



Ainsi, il est important de prendre en compte le sexe des individus étudiés dans le cadre de la
programmation feetale d‘anomalies métaboliques et cardiovasculaires, afin de pouvoir mettre en place les

traitements thérapeutiques appropriés et pouvoir faire des suivis adaptés.

2. Fonction métabolique

Le métabolisme rassemble les processus biochimiques qui produisent ou consomment de I'énergie au
sein d’un étre vivant (DeBerardinis and Thompson, 2012). Les voies métaboliques sont nombreuses et complexes,
mais peuvent étre classées dans deux grandes catégories : d'une part, I'ensemble des réactions chimiques
permettant la biosynthése de constituants cellulaires et leur stockage, appelé anabolisme ; d'autre part, celles
permettant de dégrader ces constituants pour en libérer I'énergie ou pour les réutiliser afin de construire d'autres
constituants, appelé catabolisme. Les glucides et les lipides sont les deux principales sources d'énergie de
I'organisme et sont soit dégradés, soit stockés, en fonction des besoins énergétiques (Bouché et al., 2004 ; Jo et
al., 2016).

2.1. Metabolisme du glucose

2.1.1. Le foie et le pancréas

Ces deux organes sont des glandes amphicrines, c'est-a-dire a la fois exocrines et endocrines.

Le foie est le plus gros organe abdominal et organe sécréteur du corps. Il est caché sous les cotes dans
la partie supérieure de I'abdomen, sous le diaphragme et a droite de I'estomac. Ses fonctions principales sont le
transport, le stockage et I"épuration du sang, la biosynthése de la bile (role exocrine) et il joue un role dans le
métabolisme des glucides et lipides (role endocrine). La bile favorise la digestion des lipides grace a des sels
biliaires, et elle permet I'excrétion des déchets métaboliques, des toxines dégradées par les cellules hépatiques
ainsi que des excédents de cholestérol qui seront par la suite évacués dans les féces. Le sang arrive au foie par
I'artére hépatique propre (sang oxygéné) et par la veine porte (riche en nutriments aprés la digestion) qui vont
se ramifier en de nombreux capillaires autour des structures fonctionnelles du foie, les lobules hépatiques, afin
de permettre les échanges avec le sang. Une fois filtré, le sang est renvoyé dans la circulation via les veines
hépatiques, qui rejoignent ensuite la veine cave inférieure (Figure 4a). Chez I'nomme, le foie est composé de
deux « lobes » principaux (droit et gauche, séparés par le ligament falciforme), de deux plus petits lobes (lobe
caudé et lobe carré, situés sur la face ventrale) et d'une vésicule biliaire, reliés au duodénum par le canal
cholédoque (Figure 4a). Chez le rat, le foie est divisé quatre lobes principaux et ne posséde pas de vésicule biliaire
(Figure 4b) (Vdoviakova et al., 2016). Au niveau cellulaire, le foie est composé a 70 % d’hépatocytes rassemblés
en lobules hépatiques, dont le rdle est entre autre de stocker ou produire du glucose, sécréter la bile ainsi que
de détoxifier le sang. Les 30 % restants sont repartis entre des cholangiocytes, des cellules endothéliales, des
cellules de Kiippfer, ainsi que des cellules stellaires. Ce sont les hépatocytes qui se chargent du métabolisme du
glucose (Adeva-Andany et al., 2016) : sous l'effet des hormones pancréatiques, ils peuvent soit synthétiser

(glycogénogenese), soit dégrader (glycogénolyse) le glycogéne, qui est une forme de stockage a court terme du



glucose, en période de digestion et de jeline respectivement. Si les stocks de glycogéne sont épuisés, le foie est

capable d'utiliser des protéines, du lactate ou du glycérol pour re-synthétiser du glucose (gluconéogenése). A

I'inverse, lorsque le foie ne parvient plus a stocker de glycogene, le glucose en exces est transformé en acide

gras par lipogenése.

— Right and left
hepatic arteries

Common hepatic
artery

Common
bile duct

Portal vein

(b)

Figure 4 : (@) Représentation schématique de la vascularisation du foie humain. Illustration

issue de The American Cancer Society (https://www.cancer.org/cancer/liver-

cancer/treating/embolization-therapy.html), 2019. (b) Représentation schématique des 4 lobes

d’un foie de rat en face ventrale (vue du dessus - image supérieure, vue du dessous - image

inférieure) (d'aprés Rogers and Dintzis, 2018).

Le pancréas est le deuxiéme plus gros organe sécréteur de I'organisme. Il est localisé dans la partie

supérieure de I'abdomen, entre la rate et I'intestin gréle et en arriere de I'estomac. Glande annexe au tube

digestif, il participe a la digestion en sécrétant dans l'intestin du suc pancréatique riche en bicarbonates et

enzymes permettant la dégradation des glucides, lipides et protéines. Richement irrigué, il libére aussi des

hormones directement dans la circulation sanguine, les principales étant I'insuline, le glucagon, la somatostatine

et le polypeptide pancréatique. Son role exocrine est majoritaire et assuré par les acinis, tandis que son réle

endocrine, minoritaire mais essentielle a la régulation de la glycémie, est effectué via les ilots de Langerhans.

Ces derniers sont composés d'au moins quatre types de cellules sécrétrices (Elayat et al., 1995) :

Les cellules B (65-80 % des flots)
Les cellules a (15-20 % des flots)
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o Lescellules d (3-10 % des flots)

o Les cellules PP (1-5 % des ilots)

Le sang qui irrigue le pancréas rejoint le foie par la veine porte. Ainsi, les hormones pancréatiques sont
transportées vers le foie et le reste de I'organisme pour permettre une modification de I'homéostasie du glucose

en fonction des besoins du corps.

Le taux de glucose sanguin est un parametre trés finement régulé afin d'éviter de potentiels
dysfonctionnements cellulaires (toxicité ou carence énergétique). L'insuline, hypoglycémiante, et le glucagon,
hyperglycémiant, sont les deux hormones produites par le pancréas pour ajuster la glycémie ; une modification

du ratio insuline/glucagon permet qu’elle reste entre 0,80 et 1,10 mg/dL environ.

L'insuline est produite par les cellules B des flots de Langerhans, essentiellement lorsque celles-ci
détectent une concentration élevée de glucose (supérieure a 1 mg/dL). Elle est initialement synthétisée sous
forme d'un précurseur inactif qui sera ensuite clivé en insuline mature, avant d'étre stockée sous forme de
granules dans les cellules B. Lorsque la glycémie augmente, I'élévation de la concentration en glucose dans les
cellules B provoque une dépolarisation liée a une entrée de calcium, qui va induire I'exocytose des granules
d'insuline. Cette libération d'insuline va induire I'augmentation d’expression du transporteur GLUT4 au niveau des
hépatocytes, adipocytes et des cellules musculaires squelettiques. Elle augmente ainsi I'absorption du glucose
par les cellules cibles, mais aussi sa métabolisation : d’'une part, elle stimule les enzymes de la glycolyse, de la
glycogénogeneése, de la lipogenése, la synthése de protéines et augmente le transport de certains acides aminés
dans les tissus ; d'autre part, elle inhibe les enzymes de la glycogénolyse, de la gluconéogenése, de la lipolyse et
de la protéolyse. Tout ceci va permettre de baisser la concentration en glucose plasmatique (Newsholme and
Dimitriadis, 2001 ; Dimitriadis et al., 2011).

Le glucagon est quant a lui produit par les cellules a des ilots de Langerhans, et ses effets sont a |'opposé
de ceux de l'insuline, augmentant le taux de glucose plasmatique quand celui-ci diminue en dessous des normes
physiologiques. Sa production est relativement constante et est normalement régulée par I'insuline, ainsi que par
I'amyline, une autre hormone peptidique co-sécrétée avec l'insuline par les cellules B en cas d’hyperglycémie
(Young, 2005). Lorsque la glycémie diminue, la sécrétion d'insuline et d’amyline sont elles aussi réduites, le ratio
insuline/glucagon diminue a son tour, ce qui stimule alors la sécrétion du glucagon. Comme l'insuline, le glucagon
cible les hépatocytes (principalement), ainsi que les adipocytes et les cellules musculaires squelettiques. Il induit
la glycogénolyse dans le foie et favorise la lipolyse dans les adipocytes, libérant du glycérol et des acides gras qui
pourront étre transformés en glucose (gluconéogenése), tout en inhibant la glycogénogenese, la voie de la

glycolyse ainsi que la synthése de protéine dans les muscles.
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En plus des variations du taux de glucose, il existe d'autres facteurs capables d'influencer sur la sécrétion
de ces deux hormones. Par exemple, certains acides aminés issus de la digestion de protéines peuvent induire la

production d'insuline et de glucagon, tandis que la somatostatine produite par les cellules & va l'inhiber.

Ainsi, I'équilibre entre insuline et glucagon permet une gestion précise de la glycémie en fonction des
besoins énergétiques (Figure 5). Un déséquilibre du ratio insuline/glucagon va donc perturber I’'homéostasie du

glucose et peut a long terme provoquer I'apparition d’un diabéte.

Pancreas [T

Islets of Langerhans

Beta cells Alpha cells
Insulin Glucagon
I -
A l v l A l
Glycolysis A4 Gluconeogenesis - Glycogenogenesis ¢ 1
Proteolysis Protein synthesis Glycogenolysis Lipolysis Lipogenesis
[ o5
Skeletal muscle Liver o WAT

Figure 5 : Schéma représentant les actions des hormones pancréatiques insuline et glucagon sur les
principales voies métaboliques du glucose (WAT : White Adipose Tissue) (adapté d’aprés Ruud et al.,
2017).

Chez des patients hyperglycémiques (souvent diabétiques), il a été observé qu’un exces de glucose peut
aboutir a un excés de glycolyse dans les cellules cardiaques avec pour conséquences une sur-activation de
plusieurs voies de signalisation métaboliques (comme la voie des polyols) ainsi que de la Protéine Kinase C, le
tout associé une dysfonction du cycle de Krebs mitochondrial qui aboutit a la production d’espéces réactives de
I'oxygene. L'ensemble de ces facteurs peut induire un déséquilibre de I'homéostasie du calcium dans les

cardiomyocytes et donc altérer la fonction contractile du coeur (Singh et al., 2018 ; Tang et al., 2010).
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Les lipides constituent une grande famille de molécules hydrophobes ou amphiphiles dont les rdles dans

I'organisme sont nombreux : ils servent notamment d'éléments de base dans la formation de structures

biologiques (cellules et organites), participent a la signalisation cellulaires et permettent le stockage de I'énergie

métabolique (lipogenése). Les lipides comprennent a la fois les acides gras et leurs dérivés mais aussi les stérols,

le plus connu étant le cholestérol.

Les acides gras sont principalement stockés sous forme de triglycérides dans le tissu adipeux et

représentent la forme de stockage a long terme de I'énergie chez les animaux. Plusieurs formes de tissus adipeux

existent :

Le tissu adipeux brun : essentiellement retrouvé chez les mammiferes hibernants et chez le nouveau-
né, il est aussi présent chez I'homme adulte, bien que sa prévalence et son activité métabolique diminuent
avec le temps (Gesta et al., 2007 ; Graja and Schulz, 2015). Sa fonction premiére est la
thermorégulation : ses adipocytes sont riches en mitochondries ayant la capacité de produire beaucoup
d'énergie et donc de chaleur (Enerbéck, 2009). Le tissu est aussi richement vascularisé, lui apportant
oxygene et nutriments, et transportant ensuite la chaleur dans le reste du corps.

Le tissu adipeux blanc : chez un individu adulte en bonne santé, il représente jusqu’a 25 % du poids
corporel chez la femme, et jusqu'a 20% chez I'homme. Il est majoritairement composé d’adipocytes
blancs qui sont chargés de produire, stocker et libérer les lipides. Ces cellules contiennent une seule
gouttelette lipidique (98 % du volume cellulaire) composée de triglycérides. D'autres types cellulaires
sont présents dans ce tissu : des pré-adipocytes, des fibroblastes, des macrophages, des cellules
endothéliales ainsi que sanguines. (Ehrlund et al., 2017)

En plus de stocker les lipides, le tissu adipeux blanc participe a I'équilibre du métabolisme. En effet, les
adipocytes blancs jouent le role de glandes endocrines et auto-paracrines, c’est-a-dire qu’ils produisent
des molécules appelées adipokines qui vont agir sur eux-mémes, sur les cellules voisines, ainsi qu'a
distance en passant dans la circulation sanguine. Les adipokines sont nombreuses et leurs actions sont
variées : controle de I'appétit, régulation de I'immunité, angiogenése, métabolisme du glucose et des
lipides, fonction cardiovasculaire,... (Trayhurn and Beattie, 2001 ; Halberg et al., 2008 ; Galic et al.,
2010 ; Gualillo et al., 2007).

Le tissu adipeux beige : ce tissu apparait au milieu du tissu adipeux blanc en cas d’exposition au froid.
Certaines adipocytes blancs vont développer des caractéristiques proches d’adipocytes bruns, avec un
phénotype intermédiaire mais réversible. Au lieu de stocker de I'énergie, ils vont se mettre a en produire,

comme le tissu adipeux brun (Lo and Sun, 2013).

Le foie est lui aussi capable de métaboliser les lipides. En cas de besoins d’énergie, il peut libérer de

I’Acetyl-CoA, du NADH et du FADH: a partir d'acides gras par B-oxydation : I’Acetyl-CoA est combiné a



I'oxaloacétate pour former de l'acide citrique, qui est ensuite intégré au cycle de Krebs, tandis que le NADH et
FADH: permettent la production d’ATP dans la chaine respiratoire. Les adipocytes peuvent apporter ces acides
gras au foie en hydrolysant leur réserve de triglycérides (lipolyse), libérant au passage du glycérol qui peut lui
aussi étre utilisé dans la glycolyse pour les besoins des hépatocytes. Pour fournir le reste de I'organisme en
énergie, le foie peut aussi intégrer ce glycérol dans la gluconéogenese pour envoyer du glucose a d'autres
organes, et produire des lipoprotéines qui contiennent divers lipides et les transportent dans la circulation
sanguine. Par ailleurs, le foie est un des principaux producteurs de cholestérol. A l'inverse, en cas d’excédent
énergétique, le foie peut soit transformer des acides gras en triglycérides et les envoyer dans le tissu adipeux
pour étre stockés, soit les stocker dans ses propres hépatocytes sous forme de gouttelettes lipidiques (Wang et
al., 2013).

Les différents tissus adipeux et le foie fonctionnent donc de pair dans la régulation du métabolisme des
lipides. Des dysfonctionnements de ces deux systémes dans la synthése et le stockage des lipides, ainsi que dans
la production d’hormones et d’adipokines, sont susceptibles d'induire I'apparition de pathologies : NAFLD,
syndrome métabolique, obésité, diabéte, troubles cardiovasculaires,... (Antunes et al., 2020 ; Schulze et al.,
2016 ; Parhofer, 2016 ; Meng et al., 2013)

Lipide de la famille des stérols, le cholestérol est un composant important des membranes cellulaires et
un précurseur a des molécules comme les hormones stéroidiennes, la vitamine D ou les sels biliaires. Il peut
provenir de I'alimentation, mais toutes les cellules animales sont capables de le synthétiser. Ce sont cependant
les cellules du foie et de I'intestin qui en produisent la majeure partie a partir d’Acetyl-CoA. Le cholestérol est
transporté depuis le foie jusqu’aux cellules par des lipoprotéines, qui sont de grands complexes lipides-protéines
hydrosolubles pouvant voyager dans le sang. En plus du cholestérol, ces lipoprotéines contiennent des acides
gras, des phospholipides et des triglycérides, tous en pourcentage variable selon la classe de lipoprotéine. Celles
transportant une grande partie du cholestérol sont les LDL (lipoprotéines de faible densité) et les HDL

(lipoprotéines de forte densité).

Lorsque les quantités de cholestérol deviennent trop importantes, la fraction contenue dans les HDL peut
étre transformée en sels biliaires par le foie, avant d'étre évacué dans la bile, puis dans les feces. Néanmoins, la
fraction contenue dans les LDL ne peut pas étre rejetée dans la bile, et va continuer de circuler dans le sang, ce
qui a long terme peut provoquer une dysfonction endothéliale vasculaire avec anomalies des cellules musculaires
lisses (Saini et al., 2004). Les espéces réactives de I'oxygene produites au niveau des cellules endothéliales
vasculaires seraient en effet capables d’oxyder le cholestérol des LDL. La présence de LDL-cholestérol oxydé
induirait alors la production de phospholipides et I'activation de monocytes en macrophages, résultant en une
réaction inflammatoire au niveau des cellules endothéliales (production de molécules d’adhésion, attraction de
monocytes/macrophages, activation de génes de facteurs pro-inflammatoires et facteurs de croissance
cellulaires) (Leitinger, 2003 ; Li and Mehta, 2000 ; Hermida and Balligand, 2014). Cette réaction inflammatoire

favoriserait ensuite une agrégation plaquettaire, I'expression de métalloprotéases et une thrombogenése.



L'ensemble de ces processus sont associés a une augmentation du stress oxydant et de la production d’espéces
réactives de I'oxygene. Des études ont par ailleurs montrées que le LDL-cholestérol oxydé inhiberait la
vasorelaxation-endothélium dépendante par inactivation du NO (Hermida and Balligand, 2014), par diminution
d’expression de la eNOS (Liao et al., 1995), ou encore en modifiant I'expression de la caveoline-1 (inhibe I'activité
catalytique de la eNOS lorsque les deux protéines sont associées) (Feron et al., 1999 ; Chen et al., 2018a). De
fait, I'hypercholestérolémie participe activement a |apparition de probléemes cardiovasculaires comme
I'athérosclérose (Wadhera et al., 2016). Au niveau cardiaque, il a notamment pu étre montré que des taux élevés
de cholestérol étaient susceptibles de fortement modifier la composition et la fluidité des membranes plasmiques
et intracellulaires des cardiomyocytes (les cellules du ceeur), et donc leur fonctionnement. En particulier, I'activité
de multiples enzymes, canaux, pompes et échangeurs d‘ions situés sur les membranes des organites de ces
cellules serait sévérement altérée, ce qui peut affecter négativement la contractilité, I'excitabilité et les propriétés
conductrices du tissu cardiaque (Saini et al., 2004). Inversement, des taux trés faibles de cholestérol peuvent

aussi induire des dysfonctionnements contractiles du cceur (Hissa et al., 2017).

Comme le cholestérol, les acides gras participent a la formation des membranes cellulaires, mais leur
role est essentiellement énergétique. Les acides gras proviennent de I'alimentation ainsi que de leur synthése de
novo par lipogenése dans le foie et le tissu adipeux principalement. Ils sont stockés majoritairement dans ce
dernier, sous forme de triglycérides. Leur dégradation par B-oxydation produit une grande quantité d’ATP qui va
fournir I'énergie aux cellules, notamment en cas d’effort prolongé. Dans le cas du cceur, qui est un organe
extrémement demandeur en énergie et ne contenant quasiment pas de réserve en glycogéne, la B-oxydation des
acides gras représentent 50 a 70% de la production en ATP (le reste provient du catabolisme des corps cétoniques
et du glucose) (Liu et al., 2018 ; Berg et al., 2002). Néanmoins, dans des conditions pathologiques comme
I'obésité et le diabéte de type 2, une consommation excessive de lipides peut conduire a une accumulation de
gouttelettes lipidiques dans le tissu cardiaque qui a été associé a de l'insulinorésistance, une hypertrophie
cardiaque et une dysfonction contractile du cceur ; une des causes possibles serait un déséquilibre entre la
biodisponibilité en acides gras et la capacité des cellules cardiaques a les cataboliser (systéme PPAR-a altéré), en
lien avec une translocation a la membrane sarcoplasmique des transporteurs d'acides gras CD36 qui faciliterait
I'accumulation de lipides intracellulaires (Liu et al., 2018 ; Angin et al., 2012 ; Young et al., 2002). Par ailleurs,
le métabolisme des acides gras pourrait potentiellement devenir délétére dans des conditions telles qu’une
insuffisance cardiaque ou un infarctus du myocarde, en créant un important stress oxydant (lié a la B-oxydation)
qui perturberait fortement I'homéostasie du calcium, augmenterait I'apoptose ou encore I'activité des voies pro-
hypertrophique, avec des effets néfastes sur la contractilité cardiaque (Martinez et al., 2018 ; Goldberg et al.,
2012).

Les adipokines influengant le métabolisme énergétique sont la leptine et I'adiponectine principalement,

et, dans une moindre mesure, la résistine.



La leptine est principalement exprimée par les adipocytes et les entérocytes. Au niveau du tissu adipeux,
elle est produite de maniére constante et élevée proportionnellement au volume de tissu. Lors de la prise
alimentaire, les entérocytes émettent de |a leptine qui va alors d’'une part, favoriser I'absorption des protéines et
limiter celles des lipides dans l'intestin, et d'autre part, rejoindre le noyau arqué de I'nypothalamus. Elle va alors
y inhiber la sécrétion de deux neuropeptides orexigénes, le Neuropeptide Y et I'AgRP, et stimuler celle de deux
neuropeptides anorexigénes, POMC et CARC. Tout ceci aboutit a la réduction de la sensation de faim et
I'augmentation de la satiété, réduisant ainsi la prise alimentaire et le stockage de lipides par les adipocytes (baisse
de la lipogenése), tout en augmentant les dépenses énergétiques (augmentation de la lipolyse) (Park and Ahima,
2014).

Dans |'obésité, 'augmentation de la masse du tissu adipeux entraine une augmentation de la production
de leptine, ce qui permet de réduire la prise alimentaire et donc la lipogenése. Néanmoins, il a été montré que la
sensibilité de I'hypothalamus a la leptine avait tendance a baisser avec le temps, provoquant une diminution,
voire une perte de la sensation de satiété chez les personnes obéses. Sans frein a leur faim, ces individus voient
leur consommation alimentaire augmentée, ce qui se traduit par plus de stockage des lipides par le tissu adipeux,
et donc une élévation de la production de leptine. Cette boucle hyperleptinémie-hyperphagie explique la

résistance a la leptine observée dans les cas d'obésité (Zhou and Rui, 2014).

Par ailleurs, la leptine aurait un role pro-inflammatoire en facilitant la sécrétion de cytokines comme le
TNF-a et les interleukines IL-1 et IL-6. L'hyperleptinémie associée a I'obésité peut donc prédisposer a la mise en
place d'une inflammation chronique et augmenter les risques de pathologies cardiovasculaires (Iikuni et al.,
2008).

L'adiponectine est elle-aussi impliquée dans le métabolisme énergétique, ainsi que dans I'inflammation
et la fonction vasculaire. Elle est connue pour augmenter la -oxydation des acides gras et |'absorption du glucose,
et diminuer la gluconéogenése au niveau du foie et des muscles, favorisant ainsi les dépenses énergétiques (Fang
and Judd, 2018 ; Nedvidkova et al., 2005). Plusieurs études ont pu montrer que I'adiponectine avait aussi un role
protecteur contre le développement de divers troubles métaboliques et cardiovasculaires associés a I'obésité. Elle
apporterait par exemple une meilleure sensibilité a I'insuline, une amélioration de la fonction endothéliale
vasculaire, ou encore un role d'anti-inflammatoire (Achari and Jain, 2017 ; Hopkins et al., 2007 ; Villarreal-Molina
and Antuna-Puente, 2012).

Comme la leptine, I'adiponectine est principalement sécrétée par les adipocytes mais dans ce cas-ci, de
maniére inversement proportionnelle au volume de tissu adipeux, a la masse du corps et/ou au diabéte de type
2. Il a notamment plusieurs fois été observé une diminution de la production d’adiponectine chez des patients
obéses et ou ayant des pathologies du tissu adipeux (Ukkola and Santaniemi, 2002). Au vue des roles protecteurs
de cette adipoking, il n’est donc pas surprenant chez ces patients que la baisse de sécrétion de I'adiponectine soit

souvent associée a l'insulinorésistance, des problemes cardiovasculaires comme la dysfonction endothéliale voire



I'athérosclérose, et/ou l'inflammation (Frankenberg et al., 2017 ; Ukkola and Santaniemi, 2002 ; Diez and
Igleasias, 2003).

La résistine est particuliere. Chez les rongeurs, elle est principalement produite par les adipocytes,
tandis que chez I'homme, il semblerait que ce soient majoritairement les cellules de la moelle osseuse, et les
macrophages localisés dans le tissu adipeux qui I'expriment (Park and Ahima, 2013). Son role est encore
largement débattu, elle serait capable de stimuler la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures
mais son expression est surtout corrélée a une augmentation de I'inflammation, I'insulinorésistance, la dysfonction
endothéliale et I'athérosclérose dans le cadre de |'obésité, le diabéte de type 2 et les pathologies cardiovasculaires
(Jamaluddin et al., 2012). D'autres études sont nécessaires pour mieux comprendre le fonctionnement de la

résistine dans le développement de ces pathologies.

En conditions physiologiques, les adipokines participent ainsi au bon fonctionnement énergétique de
l'organisme. Cependant, lorsque le volume du tissu adipeux, notamment au niveau viscéral qui est
métaboliquement actif, atteint un stade pathologique comme dans le cas de 'obésité, la régulation de I'expression
de nombreuses adipokines est perturbée, favorisant alors la survenue de plusieurs troubles inflammatoires,
métaboliques et cardiovasculaires (Figure 6). L’augmentation de la prévalence de I'obésité dans le monde est

donc inquiétante du fait qu’elle améne souvent a ces complications.

Subcutaneous obesity Visceral obesity

Subcutaneous fat " | Visceral fat

Normal adipose tissue Pathological adipose tissue

Blood Adipocytes
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adipocyte

M2 macrophage l M1 macrophage l
Anti-inflammatory adipokines T Pro-inflammatory adipokines
Adiponectin and SFRP5 Leptin, TNF, IL-6, IL-18, PAI1, resistin

and RBP4
1 | Anti-inflammatory adipokines

Protection against inflammation,
diabetes mellitus and Diabetes mellitus, metabolic
cardiovascular disease syndrome and cardiovascular disease

Figure 6 : Représentation schématique des modifications de I'expression des adipokines dans le cas
de l'obésité (difféerence entre tissu adipeux sous-cutané et viscéral) (d'aprés Gonzalez-Muniesa et al.,
2017).
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Les voies physiologiques du glucose et des lipides étant étroitement connectées, toute dysfonction est
susceptible d'impacter I'ensemble du métabolisme énergétique et prédispose I'organisme a développer plusieurs
types de pathologies, notamment le diabéte de type 2 et les maladies cardiovasculaires. L'ensemble des signes
physiologiques associés a une augmentation des risques de développer ces pathologies sont regroupés sous le

terme de « syndrome métabolique ».

La définition du syndrome métabolique (ou syndrome X) a évolué a de nombreuses reprises au cours du
temps en fonction des organismes de santé et des pays : celle de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en
1998, de I'European Group for the study of Insulin Resistance en 1999, du National Cholesterol Education /
Program-Adult Treatment Panel III (NCEP-ATP III) en 2001 ensuite modifiée en 2005, ou encore de |'International
Diabetes Federation (IDF) en 2005. Elles ont abouti a la désignation selon laguelle une personne est atteinte d'un
syndrome métabolique si elle présente au moins trois des problémes suivants (Kassi et al., 2011):

e Une dyslipidémie avec un taux de HDL Cholestérol < 40mg/dL pour les hommes et 50 mg/dL pour les
femmes, et un taux de triglycérides sanguin > 150 mg/dL.

o De I'nypertension (pression artérielle systolique > 130 mmHg et/ou pression artérielle diastolique > 85
mmHg).

o L'obésité abdominale (tour de taille > 102 cm pour les hommes, et > 88 cm pour les femmes) souvent
associée a une insulinorésistance.

e Une hyperglycémie (glycémie a jeun > 100 mg/dL).

Ces valeurs peuvent néanmoins varier d’un pays a |'autre et d’une population a l'autre. Ainsi, les critéres
d’évaluation du syndrome métabolique sont encore sujets a débat, ce qui rend difficile de déterminer la réelle
prévalence de ce probléme dans le monde. En 2006, la Fondation Internationale du Diabéte estimait que 20 a 25
% de la population adulte mondiale (soit plus d’un milliard d’individus) était atteinte du syndrome métabolique,
ce qui peut en partie étre expliqué par I'augmentation de la sédentarité et de la consommation d'aliments riches
en sucres et lipides.

La prévalence entre hommes et femmes est |a encore trés dépendante de I'age et du pays d’origine. Il
semblerait qu‘au début des années 2000, les hommes soient plus souvent atteints du syndrome métabolique que
les femmes (Regitz-Zagrosek et al., 2006 ; Kuk and Ardern, 2010), puis que cette tendance se soit
progressivement inversée (Regitz-Zagrosek et al., 2006 ; Day, 2007 ; Saklayen, 2018 ; Beigh and Jain, 2012).
Ainsi en 2012, une étude estimait que le syndrome métabolique touchait environ 29% des femmes contre 23%
des hommes de plus de 30 ans (Beigh and Jain, 2012). De plus, la prévalence du syndrome métabolique semble
étre bien plus élevée chez les individus dgés (plus de 65 ans) que chez les individus plus jeunes (moins de 65
ans) (Aguilar et al., 2015 ; Kuk and Ardern, 2010 ; Cameron et al., 2004), et serait équivalente entre hommes
et femmes agés (Kuk and Ardern, 2010). Il a aussi été noté une nette augmentation des cas de ce syndrome

chez les enfants et adolescents ces derniéres années (Graf and Ferrari, 2016), avec des prévalences allant de
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19,2% pour les enfants non-obéses jusqu'a 29,2% chez les enfants obéses (Friend et al., 2013). Mais la

sédentarité et I'alimentation ne suffisent pas a expliquer le syndrome métabolique dans toutes les populations.
2.4. Programmation feetale du syndrome métabolique

Parmi les mécanismes possibles, la programmation feetale peut contribuer a la pathogénicité du syndrome
métabolique. En effet, Barker, Hales et Ravelli ont pu montrer qu'un déséquilibre nutritionnel (ici, la sous-
nutrition) de la mére au cours de la grossesse était susceptible de modifier la fonction métabolique de la
descendance afin que celle-ci soit le plus adapté a son environnement, mais la prédisposant aussi a des troubles
métaboliques et d’autres pathologies associées a I'age adulte (Barker et al., 1989b ; Ravelli et al., 1998 ; Hales
and Barker, 1992). Outre la sous-nutrition, il a aussi été observé que le diabéte gestationnel de type 2, I'obésité
maternelle, les infections, le stress psychosocial ou encore I'exposition au cours de la grossesse a des toxines,
comme certains médicaments, les perturbateurs endocriniens et le tabac, étaient capables d'induire la

programmation feetale de la fonction métabolique (Marciniak et al., 2017 ; Rinaudo and Wang, 2012) (Figure 7).
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Figure 7 : Effets programmateurs d'un environnement utérin inadéquat sur la croissance
feetale, et sur le développement d’anomalies pouvant conduire a un éventuel syndrome
métabolique (d’'aprés Symonds et al., 2009).
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3. Fonction cardiovasculaire

Pour assurer I'ensemble des fonctions physiologiques de 'organisme, les organes sont irrigués par les
arteres, qui transportent le sang oxygéné du coeur jusqu’aux organes, et les veines, qui acheminent le sang
désoxygéné des organes jusqu'au ceeur. Ce dernier joue le réle de pompe qui va envoyer le sang dans les artéres,
avec un débit et une pression régulés en permanence. Ensemble, ils forment le systéme cardiovasculaire (avec
les capillaires et les vaisseaux lymphatiques). Les échanges de nutriments et de gaz entre le sang et les tissus se

font par diffusion au niveau des capillaires grace a leur paroi perméable.
3.1. Fonction cardiaque

Le coeur est I'organe vital permettant le transport du sang dans les vaisseaux sanguins (artéres et veines)
jusqu'aux autres organes du corps. Il s‘agit d'un organe creux et musculaire, qui se contracte de maniere
rythmique et autonome pour propulser le sang dans les artéres. De nombreuses atteintes pathologiques du ceeur

augmentent les chances que celui-ci s'arréte de maniére précoce, provoquant la mort de I'individu.
3.1.1. Structure et fonctionnement macroscopique

Au niveau anatomique, le coeur humain est positionné dans la poitrine, protégé par la cage thoracique en
avant (face ventrale) et en arriére (face dorsale). Il se situe entre le deuxieéme et cinquiéme espace intercostal,
en arriere du sternum, avec une inclinaison de sorte qu’environ les deux tiers soient a gauche du sternum dans
la cage thoracique, le diaphragme juste en dessous, les deux poumons a gauche et a droite, et les artéres aorte
et pulmonaires au-dessus. De forme globalement conique, il posséde une base et un apex qui pointe vers la

gauche et légerement vers le bas avec un angle de 45° (Moore and Dalley, 2009).

Il est composé de deux parties : le cceur gauche, qui envoie le sang sous pression et riche en oxygéne
et nutriments dans la circulation systémique ; et le ceeur droit, qui envoie du sang pauvre en oxygene vers les
poumons (Kenny et al., 2011). Elles sont accolées I'une a l'autre par une cloison appelée septum, orientée dans
I'axe base-apex. Chaque moitié est elle-méme subdivisée en deux parties : une oreillette (ou atrium), coté base,
et un ventricule, coté apex. Le cceur est donc composé de quatre chambres. De plus, quatre valves anti-reflux
séparent oreillettes et ventricules, ainsi que ventricules et artéres sortant du cceur. Coté droit, la valve tricuspide
se trouve donc entre l'oreillette et le ventricule, et la valve pulmonaire entre le ventricule et I'artére pulmonaire
(tronc principal). Coté gauche, c’est la valve mitrale qui sépare oreillette et ventricule, et la valve aortique qui
empéche le retour sanguin depuis I'aorte vers le ventricule gauche (Gavaghan, 1998). L'organisation du ceeur
(Figure 8) est donc symétrique, bien que les parties gauche et droite soient de taille et de volume différents : le
ventricule gauche est plus volumineux, de forme plutdt conique (ronde ou ovale en coupe transversale) et posséde
une paroi plus épaisse que le ventricule droit ; le ventricule droit est de forme triangulaire ou pyramidale (en
croissant de lune en coupe transversale) et s'incurve autour du ventricule gauche (Ho and Nihoyannopoulos,
2006 ; Choudhary et al., 2016). Les deux oreillettes sont de forme relativement cubique, |'oreillette gauche est

plus large que l'oreillette droite et ses parois sont plus épaisses (Laukkanen et al., 2005 ; Malik et al., 2015).
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Figure 8 : Schéma représentatif de la structure interne du cceur humain. Illustration issue de Anatomy
and physiology, chapitre 19.1 : Heart anatomy (OpenStax, Anatomy & Physiology. OpenStax CNX. Feb 26,
2016. http://cnx.org/contents/14fb4ad7-39al-4ece-abbe-3ef2482e3e22@8.24.)

La paroi du cceur est composée de plusieurs couches (Shah et al., 2009 ; Malouf et al., 2001 ; Gavaghan,
1998) (Figure 9) :

Le péricarde : il s'agit de la couche la plus externe du cceur ; elle est composée de deux feuillets. Le
feuillet le plus externe est fibreux et directement collé aux grands vaisseaux sanguins, au sternum et au
diaphragme. Il est suffisamment rigide pour limiter de trop grandes distensions du cceur quand celui-ci se dilate,
tout en maintenant sa position dans la cage thoracique. Le feuillet le plus interne est séreux et est lui-méme
subdivisé en deux sous-feuillets séparés par une cavité : un feuillet pariétal, au contact du feuillet externe fibreux,
et un feuillet viscéral qui entoure I'intégralité du cceur et des grands vaisseaux. La cavité qui sépare les feuillets
pariétal et viscéral contient 30 a 50 mL (chez I'homme) de liquide séreux qui joue un role de lubrifiant. Il limite

ainsi les frictions occasionnées par les contractions et relaxations du coeur.

Le myocarde : c’est la couche intermédiaire de la paroi cardiaque et la plus épaisse. Elle est musculeuse,
principalement composée de cellules appelées cardiomyocytes qui ont la capacité de se contracter de maniére
autonome et rythmique, ainsi que de se transmettre des impulsions nerveuses les unes aux autres. C'est grace
a ces cellules que les oreillettes et ventricules peuvent se contracter pour pomper le sang. Elles effectuent peu
de mitose (division cellulaire), ce qui limite fortement leur remplacement en cas de |ésion cellulaire. En outre, le

myocarde contient de nombreuses fibres de collagéne a role structurel, des vaisseaux coronaires qui alimentent
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les cellules, et des fibres nerveuses qui permettent la régulation du rythme cardiaque. La partie la plus externe

du myocarde est I'épicarde.

L'endocarde : la couche la plus interne, en contact avec le myocarde d’une part, et avec le sang a
I'intérieur des cavités cardiaques d’autre part. C'est une fine membrane séreuse qui recouvre toute la surface
interne du ceeur, les valves ainsi que les cordages tendineux qui relient les muscles papillaires aux valves atrio-

ventriculaires (tricuspide et mitrale). Elle est aussi en contact continu avec l'intima des artéres quittant le cceur.
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Figure 9 : Schéma représentatif des différentes couches composant la paroi cardiaque. Illustration
issue de Anatomy and physiology, chapitre 19.1 : Heart anatomy (OpenStax, Anatomy & Physiology.
OpenStax CNX. Feb 26, 2016. http://cnx.org/contents/14fb4ad7-39al-4eee-abbe-3ef2482e3e22@8.24.)

Le cycle cardiaque correspond a la suite d'événements qui se déroulent entre deux battements de cceur.
Chaque cycle débute par la génération spontanée d'un potentiel d’action au sein du nceud sinusal. Ce nceud est
composé d'un groupe de cellules générant des potentiels d’action de maniére spontanés et rythmique, et est situé
dans le myocarde de |'oreillette droite, au niveau de I'ouverture de la veine cave supérieure. Le potentiel d'action
traverse d'abord les deux oreillettes, puis les deux ventricules, avec un décalage de plus de 0,1 seconde entre
les deux. Ce décalage permet aux oreillettes de se contracter en premiers et de compléter le remplissage des
ventricules avant que la puissante contraction ventriculaire ne démarre (Guyton and Hall, 2015). C'est grace a
ces contractions décalées que les ventricules peuvent jouer le réle de pompes principales, propulsant le sang
dans les artéres, du coté des poumons pour le ventricule droit (circulation pulmonaire), et du coté des autres
organes du corps pour le ventricule gauche (circulation systémique) (Gordan et al., 2015) (Figure 10). Dans
les deux cas, le sang revient aux oreillettes par les veines et le cycle recommence. Des jeux de pressions entre
les quatre chambres et les artéres permettent un remplissage efficace du coeur, chaque cycle cardiaque étant
composé d’un temps de relaxation (diastole) ol le cceur se remplie de sang, et d'un temps de contraction

(systole).
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Figure 10 : Schéma représentatif de la double circulation du sang dans le corps humain et au niveau
des différentes cavités cardiaques. Les fleches indiquent le sens de circulation du sang (en bleu, le
sang désoxygéné ; en rouge, le sang oxygéné). Illustration issue de Anatomy and physiology, chapitre
19.1 : Heart anatomy (OpenStax, Anatomy & Physiology. OpenStax CNX. Feb 26, 2016.
http://cnx.org/contents/14fb4ad7-39al-4eee-abbe-3ef2482e3e22@8.24.)

Le sang arrivant des veines caves dans les oreillettes passe trés rapidement dans les ventricules sans
contraction des oreillettes, via un mécanisme « d‘aspiration » du sang (possible grace a la compliance
ventriculaire). Ensuite, les deux oreillettes se contractent I'une aprés I'autre de fagon pratiquement simultanée
(I'oreillette droite d'abord, puis la gauche): ce sont les systoles auriculaires (droite et gauche). La pression dans
les oreillettes dépasse celle des ventricules qui sont au repos (diastole ventriculaire), ce qui envoie le sang restant
dans les ventricules. Ces derniers se remplissent de sang puis se contractent simultanément et a volume constant
(systole ventriculaire). Quand les pressions intra-ventriculaires dépassent celles des oreillettes, les deux valves
auriculoventriculaires se ferment et empéchent tout reflux dans les oreillettes, qui sont momentanément relaxées
(diastole auriculaire). Les ventricules continuent de se contracter a volume constant jusqu’a ce que la pression
dépasse celle des artéres (pulmonaire a droite, aorte a gauche). Les deux valves ventriculo-artérielles s’ouvrent
alors, envoyant le sang dans les artéres. Une fois que la pression artérielle est supérieure a la pression intra-
ventriculaire, les valves se referment. Les ventricules entrent alors en diastole, tandis que les oreillettes se
32
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remplissent de sang pour le cycle suivant (Guyton and Hall, 2015). Le débit sanguin moyen chez un adulte en

bonne santé au repos est 5 L/minute, ce qui équivaut a environ 72 battements/minute.

Pendant le remplissage normal du ceeur, les pressions ventriculaires varient et sont mesurée en millimetre
de mercure (mmHg). Chez I'homme, la pression dans le ventricule droit passe de 3-8 mmHg en diastole a 14-30
mmHg en systole, tandis que la pression dans le ventricule gauche passe de 3-12 mmHg en diastole a 100-140
mmHg en systole (Klingensmith et al., 2008). Ces valeurs peuvent néanmoins changer selon le sexe, I'age, |'état
de santé et I'activité physique de l'individu. En termes de poids, le cceur d'un homme adulte pése entre 280-300
et 350 g, celui d'une femme entre 230 et 280-300 g, encore un fois variables selon I'age, I'état de santé et
I'activité physique de l'individu (Balaban and Bobick, 2008 ; Shah et al., 2009).

Bien que le coeur soit capable de se contracter de maniére autonome, il est quand méme innervé afin de
moduler sa fréquence cardiaque, la force de contraction des oreillettes et ventricules, ainsi que la vasomotricité
des artéres coronaires. Un groupe de fibres nerveuses autonomes sympathiques et parasympathiques forment le
plexus cardiaque, situé au niveau de la crosse aortique. Les fibres parasympathiques (issues du nerf Vague)
maintiennent un rythme cardiaque lent et régulier. Leur stimulation provoque un ralentissement du cceur, une
baisse des forces de contraction, et une vasoconstriction des artéres coronaires. A l'inverse, la stimulation des
fibres sympathiques induit une accélération de la fréquence cardiague, une augmentation des forces de
contractions et une vasodilatation des artéres coronaires (Brown, 2019 ; Chaudhry and Law, 2020 ; Klabunde,
2012 ; Kingma et al., 2017 ; Drake et al., 2015 ; Shah et al., 2009). Les variations de pression dans l'aorte
induites par ces changements sont détectées par le plexus cardiaque, et des fibres afférentes sympathiques et
parasympathiques ameénent l'information au systéme nerveux central, ce qui permet un rétrocontrole de la

fonction cardiaque.

Il est important de noter que les ventricules ne se vident jamais complétement pendant la systole : le
volume de sang réellement éjecté par les ventricules (appelé volume d'éjection systolique) ne représente qu‘une
partie (fraction d’'éjection) du volume de sang contenu par chaque ventricule juste avant la systole (volume
télédiastolique). Il reste ainsi toujours du sang résiduel dans les ventricules, appelé volume télésystolique. Le
volume télédiastolique des deux ventricules est d'environ 110 a 120 millilitres chez I'nomme, et le volume
télésystolique est d'environ 40 a 50 millilitres ; la fraction d'éjection équivaut a environ 60% du volume
télédiastolique (Guyton and Hall, 2015). La fraction d'éjection, ainsi que la fraction de raccourcissement, sont
souvent utilisées pour évaluer la bonne fonction contractile du ventricule gauche, et par extension, la sévérité
d’une pathologie cardiaque. Ces deux paramétres peuvent étre mesurés grace a une technique d'imagerie

médicale appelée échocardiographie.

La fonction contractile du cceur est assurée par le myocarde, qui constitue la majorité de I'épaisseur de
ses parois. Le myocarde est un muscle strié et est composé de cellules appelées cardiomyocytes, mesurant

chez 'homme environ 100 um de long pour 10-25 um de large (G6ktepe et al., 2010) et principalement a fonction



contractile. Elles sont longiformes et possedent a leurs extrémités plusieurs branches reliées a d'autres
cardiomyocytes, formant un réseau dense et continu de cellules. La zone de contact entre les branches de deux
cardiomyocytes est appelée disque intercalaire et est composé essentiellement de desmosomes et de jonctions
communicantes (ou jonctions gap) (Zhao et al., 2019). Les desmosomes sont des protéines membranaires
permettant une liaison forte entre la membrane de deux cellules, rendant le tissu résistant ; les jonctions gap
forment des canaux connectant les cytoplasmes de deux cellules, ce qui permet la diffusion d'ions (notamment,
des ions calcium) entre les cytoplasmes. C'est grace a ces jonctions gap que les cardiomyocytes se contractent
de maniére synchronisée : lorsqu’une cellule est excitée, le potentiel d'action est rapidement transmis a toutes
les autres (Walker and Spinale, 1999) (Figure 11).

Desmosome

Muscle cells
|

\\ Intercalated disk
R

Plasma
membrane

Intercalated

disk
Gap junction

Electrical current /"

Plasma membrane

Figure 11 : Schéma représentatif de la transmission du potentiel d'action depuis le nceud sinusal (SA
node) vers les cardiomyocytes (a gauche) et les composants d'un disque intercalaire entre deux
cellules (a droite). © 2011 Pearson Education, Inc.

Les cardiomyocytes possédent de nombreuses mitochondries, qui vont leur fournir I'énergie nécessaire a
leur contraction et relaxation, ainsi que des myofibrilles (Braile et al., 2020). Celles-ci consistent en de longues
sections répétées de sarcomeres, qui sont eux-mémes constitués de longues protéines, formant ce que l'on
nomme les filaments fins et les filaments épais. Le sarcomére est délimité par deux structures appelées lignes
Z, entre lesquelles sont perpendiculairement attachés les filaments fins et épais, de telle sorte qu'ils peuvent

glisser les uns sur les autres grace a des interactions chimiques et mécaniques (Figure 12).
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Figure 12 : Schéma représentatif des principales structures d'un sarcomeére, et des
interactions entre filaments fins et épais lors d'une contraction cardiaque (d'aprés
Katz, 1992). A) Le sarcomére est au repos. B) Lors d'une contraction, les filaments
épais s'accrochent aux filaments fins et les tirent vers le centre du sarcomére,
rapprochant les deux lignes Z. C) Les filaments fins se chevauchent pour permettre le
raccourcissement maximal du sarcomére.

Parmi toutes les protéines formant un sarcomere, les plus importantes sont la myosine, |'actine, la
tropomyosine et le complexe troponine (Berne, 1981). Les interactions entre ces protéines impliquent une
augmentation du taux intracellulaire en ion Ca?* ainsi que I'hydrolyse de I'ATP (Adénosine Triphosphate). Les
filaments épais sont faits de polyméres de myosines, chacune possédant une queue filamenteuse et une téte
globulaire. Cette téte contient un site de fixation a I'actine, ainsi qu’un site ATPase pouvant hydrolyser un ATP.
Au repos, elle est liée a un ADP (Adénosine Diphosphate) et un Pi (phosphate inorganique). L'actine est la protéine
principale des filaments fins et existe sous forme polymérique (filamenteuse, F) ou monomérique (globulaire, G).
L'actine-F sert de support structurel pour le filament fin, et I'actine-G joue plutot un role de protéine stabilisatrice
et posséde les sites de liaison a la myosine. C'est I'interaction entre les monomeéres d‘actine-G et les tétes
globulaires de myosines en présence d’ATP qui va créer un pont entre les filaments fins et épais, et permettre
ainsi le raccourcissement du sarcomere. L'a-actinine est le composant principal de la ligne Z et joue un role de
protéine de pontage des filaments d’actine. La tropomyosine se situe quant a elle de chaque cété des filaments
d’actine et renforce la rigidité des filaments fins. De plus, elle se situe au niveau du site d’interaction entre actine
et myosine, les empéchant de se fixer I'un sur I'autre en absence de Ca?* (Katz, 1992). Enfin, le complexe
troponine est un autre composant des filaments fins, a role a la fois de maintien de la structure du sarcomére
mais aussi de régulateur dans la formation des ponts transversaux inter-filaments. Ce complexe est formé de
trois protéines : les troponines T, I et C (Walker and Spinale, 1999 ; Layland et al., 2005 ; Cheng and Regnier,
2016):

o La troponine T lie le complexe troponine a la tropomyosine et au filament fin lui-méme, formant le
complexe troponine-tropomyosine.
o La troponine I, normalement sous forme phosphorylée, joue un réle inhibiteur en se liant a I'actine au

niveau du site de fixation de la myosine et baisse I'affinité du Ca%* pour la troponine C.



o Latroponine C peut fixer le Ca?*, ce qui induit un changement de conformation de I'ensemble du complexe

troponine pour aboutir a l'interaction actine-myosine.

Le Ca®* nécessaire a ces interactions entre dans le cytosol du cardiomyocyte en grande quantité suite a
I'arrivée d’un potentiel d'action, et le mécanisme selon lequel un potentiel d'action améne a la contraction du
myocyte est appelé « couplage excitation-contraction » (Shah et al., 2009 ; Walker and Spinale, 1999). Ce
potentiel d’action va provoquer une vague de dépolarisation qui va aboutir a I'activation de canaux Ca?* voltage-
dépendant de type L (Cav), puis a I'activation de récepteurs de la ryanodine de type 2 (RyR2), qui sont des canaux
Ca?* du réticulum sarcoplasmique. Le réticulum sarcoplasmique étant l'organelle du cardiomyocyte stockant le
Ca?*, l'activation des RyR2 résulte donc en une entrée massive de Ca?* dans le cytosol, sa concentration passant
de 10773 10°° mol/L (Berne, 1981 ; Balke and Shorofsky, 1998). Lorsque la cellule est au repos, les taux de Ca?*
sont normalement faibles, et la troponine I a une plus grande affinité pour les filaments d'actine que pour la

troponine C, de telle sorte que le complexe troponine-tropomyosine masque le site de fixation actine-myosine.

Cette augmentation de Ca®* cytosolique va permettre la liaison du Ca?* a la troponine C, augmentant
alors I'affinité de la troponine I pour la troponine C, au dépend de I'actine. Le complexe troponine-tropomyosine
va alors changer de conformation et démasquer le site de fixation actine-myosine pour induire la formation des
ponts transversaux : les tétes de myosine, couplées au repos a un ADP et Pi, se lient a 'actine dans une position
de tension. Ces ponts possédent un point charniére qui permet aux tétes de myosine de pivoter le long des
filaments fins. Le mouvement est initié lorsque I'ADP et le Pi sont libérés de la myosine, ce qui est associé a un
changement de conformation de la téte globulaire. Toujours fixée a l'actine, la téte de myosine bascule et, par
traction mécanique, déplace le filament fin de quelques nanométres le long du filament épais, en direction du
centre du sarcomeére. Myosine et actine restent lié de maniére stable jusqu'a I'arrivée d'un nouvel ATP. Celui-ci
se lie a la téte de myosine, qui relache alors I'actine. Ensuite, I'hydrolyse de cet ATP en ADP et Pi va fournir
I'énergie nécessaire pour que la myosine retourne a sa conformation de repos. Pour finir, la myosine se fixe a
nouveau a l'actine, préte pour le cycle de traction suivant (Cooper, 2000 ; Squire, 2019) (Figure 13). Ces cycles
de formation/rupture des ponts transversaux continuent jusqu’a ce que le Ca?* soit retiré du cytosol (la troponine
I reprend sa fonction inhibitrice et le complexe troponine-tropomyosine couvre alors le site de fixation actine-
myosine) ou jusqu’a épuisement des stocks d’ATP. Comme les lignes Z de sarcoméres voisins sont reliées entre
elles grace a la protéine Desmine, et au sarcolemme (la membrane cellulaire d’une cellule musculaire striée) par
le costamére (un complexe multiprotéique) (Brodehl et al., 2018), la contraction des sarcoméres induit la

contraction de I'ensemble du cardiomyocyte dans le sens de la longueur.
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Figure 13 : Schéma représentatif des interactions actine-myosine aboutissant au raccourcissement
des sarcomeéres des cardiomyocytes lors d'une contraction cardiaque (d'aprés Cooper, 2000). La
liaison d'un ATP sur la myosine décroche cette derniére de I'actine. L'hydrolyse de I'ATP induit un
changement de conformation de la téte de myosine, avant qu’elle ne se fixe un peu plus loin sur
I'actine. Le départ de I’ADP et Pi induit le changement de conformation de la myosine, qui va
retourner a sa position de repos tout en tractant le filament fin.

C'est généralement le retour a la valeur initiale du taux cytosolique en Ca%* qui va permettre le
relachement des cardiomyocytes. Plusieurs mécanismes permettent ce retour rapide a la situation initiale (Walker
and Spinale, 1999 ; Lechat et al., 1986 ; Baldi et al., 2016):

o La protéine linéaire Titine, qui connecte les filaments épais de myosine a la ligne Z. Lors de la contraction,
cette protéine élastique est mise sous tension, telle un ressort. Cette tension est relachée en fin de
contraction lorsque la Titine reprend sa forme initiale, ce qui facilite ensuite le rallongement du

sarcomere.
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e Le repompage du Ca?* dans le réticulum sarcoplasmique via une ATPase calcium-dépendante appelée
SERCA2 (Sarcoplasmic reticular Ca?*-ATPase 2), qui est activée lorsque son inhibiteur, le
phospholambdan, devient phosphorylé.

o Lasortie active du Ca?* hors du cytosol grace a I"échangeur Na*/Ca%* (NCX) et aux pompes Ca?*-ATPase
du sarcolemme.

o Laliaison du Ca?* sur plusieurs protéines, comme la calmoduline et la calséquestrine (Feher and Fabiato,
1990 ; Sheu and Blaustein, 1986) qui possédent une forte affinité pour le Ca?*. Une fois formé, le
complexe Ca?*-Calmoduline peut aller activer la pompe Ca%*-ATPase du sarcolemme ainsi que stimuler
la phosphorylation du phospholambdan par la Protéine Kinase A (PKA) qui est dépendante de I'’AMPc. Elle
stimule par ailleurs I'Adénylate Cyclase et la Phosphodiestérase controlant le taux d'AMPc intracellulaire,
renforcant d’avantage ses effets activateur de la PKA. La calséquestrine peut fixer jusqu’a 50 ions Ca®*
au sein du réticulum sarcoplasmique.

o Enfin, la chute du taux de Ca?* favorise sa dissociation avec la troponine C, baissant I'affinité de cette

derniére pour la troponine I qui pourra alors retourner se fixer sur le site d'interaction actine-myosine.

L'ensemble de ces interactions favorisent le relachement du sarcomére et donc la relaxation du

cardiomyocyte.

Que ce soit pour la contraction ou pour la relaxation du cardiomyocytes, I'ensemble des processus
impliqués nécessitent une grande quantité d’énergie. Ces cellules sont donc riches en mitochondries (I'organelle
productrice d’ATP) qui occupent jusqu'a 40% du volume de la cellule (Katz, 1992). La source principale de cet
ATP est le catabolisme des acides gras. Elles sont aussi capables de stocker de grandes quantités de Ca?*, jouant

un role de tampon en cas de surcharge en Ca?* (Crompton, 1990 ; Dedkova and Blatter, 2013).

3.2. Fonction vasculaire

3.2.1. Structure d’un vaisseau

Les artéres et les veines possédent une paroi divisée en 3 tuniques :

L'intima : La tunique la plus interne de la paroi et touchant la lumiére du vaisseau. Elle est constituée
d’un endothélium, formé d’une monocouche de cellules endothéliales, et d'une couche fine de tissu conjonctif,

séparés tous les deux par une lame basale. Une limitante élastique interne sépare I'intima de la média.
La media : La tunique intermédiaire, composée exclusivement de cellules musculaires lisses (CMLs), de

collagéne et d'élastine, en proportions variables selon le type de vaisseau. Dans les artéres de gros calibre, une

limitante élastique externe sépare la média de I'adventice.



L'adventice : La tunique la plus externe, principalement constituée de tissu conjonctif, de fibres de
collagene et d'élastine, de fibroblastes et d'adipocytes périphériques. Elle est vascularisée par des capillaires (vasa
vasorum) et innervée par des fibres nerveuses du systéme autonome sympathique et parasympathique (nervi

vasorum).

La proportion de chacune de ces tuniques est différente selon que I'on est dans une artére ou une veine.
Par exemple, a calibre égal, une artére aura tendance a étre plus riche en CMLs qu’une veine, tandis que cette

veine contiendra plus de fibres élastiques.

Selon le type de vaisseau, ces différences de compositions font que les vaisseaux, et notamment les
artéres, ne réagissent pas de la méme fagon aux contraintes liées a la circulation sanguine. Ainsi, il existe deux
principaux types d‘artéres dans le corps : les artéres de compliance (élastiques) et les artéres de résistance
(musculaires). Les artéres de compliance distribuent du sang a haute pression (sortie du cceur) et doivent pouvoir
répondre a de grandes variations de la pression artérielle, liée a I'activité cardiaque. Pour ce faire, elle posséde
une media particulierement riche en élastine et collagéne, lui donnant la capacité de se distendre puis de
reprendre sa forme initiale. Grace a une media riche en CMLs, les artéres de résistance, quant a elles, sont
capables de rapidement modifier leur diamétre pour réguler le débit sanguin au niveau des organes en fonction
de leurs besoins et de les protéger des trop grands changements de pression. Ces artéres sont principalement

innervées par le systéme nerveux sympathique (Tucker et al., 2021).

L'aorte est la plus grosse artére du corps humain (environ 2 a 3 cm de diamétre) (Gasser, 2017). Elle
émerge du ventricule gauche (aorte ascendante), forme une crosse (crosse aortique) puis plonge vers I'abdomen
(aorte descendante puis aorte abdominale) et est chargée d’apporter le sang oxygéné vers |I'ensemble de
I'organisme (Shahoud et al., 2021). 1l s’agit de la plus large artére de compliance du corps : étant la plus proche
du ceeur, elle est la premiére a subir la pression induite par les puissantes pulsations du ventricule gauche lors
de la systole. Son intima contient des cellules endothéliales, un réseau de glycosaminoglycanes, du collagéne et
quelques CMLs éparses (Whitlock and Hundley, 2015). Son adventice est principalement composée de quelques
fibres élastiques, de collagene, de fibroblastes, de fibrocytes et maintien I'aorte fixement ancrée au tissu alentour
tout en limitant une distension excessive (Whitlock and Hundley, 2015). Enfin, sa media contient des CMLs, mais
elle est surtout riche en élastine (élasticité de la paroi en cas de haute pression) et collagéne (rigidité de la paroi
pour éviter une trop grosse dilatation de I'artére) dans le but de réduire au maximum l'onde de pulsation du
ceeur. Ces fibres élastiques et collagéneuses (environ 60% de la paroi aortique) (Wolinsky and Glagov, 1967)
emmagasinent I'énergie de la pulsation cardiaque pendant la systole puis la restitue en diastole, permettant ainsi
le maintien de la pression artérielle et I'écoulement continu du sang. Elle joue donc un rdle essentiel dans la

régulation globale de la pression et du flux sanguin.



A partir de |'aorte abdominale (8mm de diamétre) naissent les artéres mésentériques (diamétres allant
jusqu'a 300 ym de diamétre pour les plus petits calibres) (Milnerowicz et al., 2012) qui vascularisent une grande
partie de l'intestin ainsi que le pancréas. Ce sont des artéres de résistance pourvues d'une vasomotricité ; en
effet, elles ont la capacité de se dilater et de se contracter rapidement afin de maintenir une perfusion sanguine
optimale au niveau intestinal en fonction des besoins, en réponse a des facteurs chimiques, neurohormonaux,
ainsi qu'aux variations de pression ou de débit sanguin (Loufrani et al., 2008). Une trop forte élévation de pression
sanguine va en l'occurrence induire une constriction des artéres mésentériques pour amortir cette pression au
niveau des organes (tonus myogénique), tandis qu'un débit sanguin trop important va provoquer une
vasodilatation (dilatation flux-dépendante) (Loufrani et al., 2008 ; Bevan and Laher, 1991). Une telle réactivité
est permise grace a la composition de leur paroi : I'intima est formée d’'une monocouche de cellules endothéliales ;
I'adventice est ici proportionnellement plus épaisse que dans la paroi de l'aorte et contient quelques fibres
élastiques, du collagéne et des fibroblastes (Robertson and Watton, 2013) ; la media est particulierement riche
en CMLs (Ostadfar, 2016) positionnées de fagon concentrique, et possede moins de fibres élastiques comparé
aux arteres de compliance telle que l'aorte. Elle est aussi innervée par des fibres sympathiques jouant elles aussi

sur la vasoréactivité de ces artéres (Bevan et al., 1993 ; Aalkjer et al., 2021).

Les artéres coronaires sont les vaisseaux sanguins qui irriguent et nourrissent le ceeur. Par rapport aux
autres artéres, elles sont particuliéres. Les artéres coronaires droite et gauche forment les deux branches
principales, qui courent a la surface du cceur et se subdivisent ensuite en artéres de plus en plus petites jusqu’a
I'apex du ceeur, avec des ramifications qui plongent en profondeur dans le muscle cardiaque jusqu'aux
cardiomyocytes. Sur les premiers centimetres, leur diamétre est d’environ 2 @ 4 mm pour les artéres coronaires
droite et gauche (un peu plus faible chez la femme) puis il diminue en s’éloignant vers I'apex (Hiteshi et al.,
2014). L'organisation structurelle de la paroi artérielle coronaire est quelque peu atypique, avec une paroi a la
fois élastique et riche en CMLs. Ces artéres semblent donc étre de type musculo-élastique, afin de réguler le débit
sanguin et I'apport en oxygéne au niveau du myocarde, tout en étant flexibles pour retrouver leur forme initiale
lors de la diastole (en systole, la contraction du coceur compresse les artéres coronaires qui perfusent I'endocarde)
(Chaudhry and Law, 2020). L'intima est composée d'une monocouche de cellules endothéliales alignées dans le
sens du flux sanguin, de tissu conjonctif ainsi que de CMLs. Elle est sensible aux changements pathologiques
normalement observés dans les artéres élastiques comme |'aorte, tel que I'athérosclérose. Elle est séparée de la
media par une limitante élastique interne. La media est constituée de plusieurs couches de CMLs concentriques
ou hélicoidales, de fibres élastiques, de collagéne et de protéoglycanes. Une limitante élastique externe la sépare
de I'adventice, comme dans les artéres élastiques. Enfin, I'adventice consiste en du collagéne essentiellement
longitudinal avec des fibres élastiques, la structure étant assez « lache » pour permettre des modifications de

diametre, ainsi que des vasa vasorum, des nerfs et des vaisseaux lymphatiques (Waller et al., 1992).

De nombreux signaux sont capables de modifier la vasomotricité (Tucker and Mahajan, 2020).



Les CMLs vasculaires ont la capacité de se contracter et de se relaxer en réponse a de nombreux facteurs
provenant de leur environnement, notamment en interagissant avec les cellules endothéliales de l'intima. Le
systéme contractile des CMLs est compris de filaments fins (composés d’actine) entourant des filaments épais
(composés de myosine) et est globalement orientés dans |'axe longitudinal (Tang and Anfinogenova, 2008). A
I'inverse des cardiomyocytes, ces protéines contractiles ne sont pas organisées en sarcomeres mais forment
plutdt un réseau cytosquelettique hexagonal qui remplit une grande partie du cytoplasme (Figure 14). Les
filaments fins sont des polyméres d'actines G et F qui interagissent avec les filaments épais a une extrémité ; la
seconde extrémité peut soit étre ancrée a une structure cytoplasmique appelé « corps dense » formée d'actine-
a et de filaments intermédiaires (vimentine et desmine) (Aguilar and Mitchell, 2010), soit a la membrane
plasmique via une autre structure appelée « plaque d'adhérence » composée d'intégrine transmembranaire,
de taline et de vinculine (Tang and Anfinogenova, 2008) (Figure 14). Un second réseau d'actine « non
contractile » n'interagit pas directement avec la myosine et joue un réle plutot structurel en connectant les corps
denses entre eux (Small and Gimona, 1998). Grace a la densité de ce réseau, les CMLs peuvent se contracter

efficacement et rapidement.

Une entrée de Ca®* dans la CML induit la phosphorylation des chaines légéres de myosine (Webb, 2003) ;
en présence d’ATP, l'ensemble des tétes de myosine peuvent alors se tracter le long des filaments fins et
provoquer le raccourcissement général de I'appareil contractile. Les filaments étant étroitement interconnectés,
I'ensemble de la cellule se contracte dans le sens de la longueur. Par ailleurs, les cycles de
polymérisation/dépolymérisation des filaments d'actine permettraient aussi de développer une tension nécessaire

a la contraction des CMLs (Gunst and Zhang, 2008 ; Tang and Anfinogenova, 2008) (Figure 14).



Integrin

Figure 14 ; Schéma représentant le cytosquelette des CMLs. A) CML et son réseau
hexagonal de filaments cytosquelettique. B) L'actine contractile (CA) est
localisée autour de la myosine (My) ; ils forment I'appareil contractile. Certains
filaments d'actine sont ancrés a la membrane plasmique (M) au niveau des
plaques d’adhérence (DP) et au reste du réseau via les corps denses (DB). Les
filaments d’actines non contractiles (CskA) relient les corps denses entre eux. C)
Cycles de polymérisation/dépolymérisation de I'actine et fixation aux protéines
de la plaque d’adhérence (d'aprés Tang and Anfinogenova, 2008).

a) Vasoconstriction

Il existe plusieurs voies biochimiques impliquées dans la contraction de vaisseaux. Les voies couplées

aux protéines G ainsi que les espéces réactives de I'oxygene (ROS) sont parmi les principales (Touyz et al., 2018).

Divers agents biologiques et pharmacologiques sont capables d'induire une vasoconstriction au travers
de différents récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les catécholamines naturelles (adrénaline,
noradrénaline) ou de synthése (phényléphrine) peuvent se liés au récepteur al-adrénergique au niveau de la
membrane plasmique des CMLs. De plus, les cellules endothéliales sous-jacentes peuvent libérer des molécules
comme le Thromboxane A2, I'Endothéline 1, la Prostaglandine H2 et I’Angiotensine II, qui vont-elles-aussi se lier
a leur RCPG au niveau des CMLs. Cela va ensuite déclencher des cascades de signalisation cellulaire aboutissant
a une entrée de calcium dans le cytosol, et in fine, a la phosphorylation des chaines Iégéres de myosine, qui sont
responsables de la contraction des CMLs (Figure 15) (Webb, 2003).
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Figure 15 : Schéma représentant la régulation de la contraction des CMLs via les RCPG. DG :
diacylglycerol ; IPs : inositol 1,4,5-trisphosphate ; MLC Kinase : myosin light chain kinase ; PKC :
Protéine kinase C ; RhoGEF : guanine nucleotide exchange factor (d'aprés Webb, 2003).

Les espéces réactives de I’'oxygéne (ROS) sont des molécules oxygénées particulierement réactives,
naturellement produites par le métabolisme de I'02 des cellules et de leurs organites, ou encore par des sources
exogénes (métaux lourds, tabac, rayons X,...). Parmi les ROS existants, on trouve notamment |'anion superoxyde
(02*, souvent précurseur aux autres ROS), l'ozone (03), le radical hydroxyle (HO®) ainsi que le peroxyde
d'hydrogene (H202) (Figure 16). Ces ROS agissent souvent de concert avec les espéces réactives de |'azote,
comme le peroxynitrite (ONOO) et le monoxyde d'azote (NO). Les ROS sont souvent cytotoxiques car elles ont
la possibilité d'interagir avec de nombreuses autres molécules et de les dégrader, la plupart du temps de maniére
non spécifique, ce qui nécessite des mécanismes de protection pour éviter un déréglement du métabolisme
cellulaire. La Superoxyde Dismutase (SOD), la Catalase et la Glutathion Peroxydase (GPx) sont parmi les enzymes
antioxydantes les plus connues. La SOD est souvent la premiére ligne de défense contre les ROS et elle existe
notamment sous trois formes, selon sa localisation : SOD 1 (Cu/Zn-SOD) est cytosolique, SOD 2 (Mn-SOD) est
mitochondriale et SOD 3 (Ec-SOD) est extracellulaire (Fukai and Ushio-Fukai, 2011). Elles transforment I'02*" en
H202, que la Catalase se charge ensuite de transformer en H0. Lorsque ce systéme de protection est submergé
(excés de ROS et/ou déficience en enzymes antioxydantes), les ROS dégradent les constituants cellulaires et

induisent ce qu‘on appelle alors le stress oxydant (Preiser, 2012).

Comme beaucoup de cellules, les CMLs et les cellules endothéliales vasculaires possédent des enzymes
dont I'activité métabolique physiologique libére des ROS ; leurs effets sur la vasoréactivité sont variables : "0z
semble inhiber la vasodilatation (au profit de la vasoconstriction) en étant transformé en méme temps que le NO
(vasodilatateur) en peroxynitrite (Figure 16) (Touyz and Briones, 2010 ; Chen et al., 2018b). Le NO ainsi
consommé ne peut donc plus jouer son role vasorelaxant. A l'inverse, I'H202 est plutét impliqué dans la

vasorelaxation en stimulant notamment la production de NO (Chen et al., 2018b).
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Figure 16 : Schéma représentant la formation de ROS impliqués dans la
vasoréactivité (adapté d’'aprés Wong and Vanhoutte, 2010).

b) Vasorelaxation

Comme pour la vasoconstriction, plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la relaxation des
vaisseaux. Elles peuvent étre activées par des facteurs environnementaux tels que I'hypoxie, les forces de
cisaillement (« shear stress »), divers médicaments antihypertenseurs ou encore des molécules naturelles
(acétylcholine, bradykinine, adénosine...), qui peuvent induire la libération d'agents vasodilatateurs par les cellules
endothéliales vasculaires afin de provoquer la relaxation des CMLs adjacentes. Les 3 principales voies de
relaxation dépendantes de I'endothélium sont: (1) la voie du monoxyde d'azote (NO), (2) la voie de la
prostacycline (PGI.), et (3) la voie des facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHFs) (Cohen et al.,
1999 ; Mitchell et al., 2008 ; Ozkor and Quyyumi, 2011 ; Oyama and Node, 2013 ; Losordo et al., 2016).

- Le monoxyde d’'azote (NO) est le plus puissant vasodilatateur. Il est produit par les cellules
endothéliales via I'enzyme eNOS a partir de L-arginine et d'O2. La eNOS peut étre activée par phosphorylation,
de maniére calcium-dépendante (par couplage avec la calmoduline) ou calcium-indépendante (via la voie
PI3K/Akt), mais nécessite ensuite la présence de cofacteurs (comme la tétrahydrobioptérine, BH4) pour catalyser
la synthése de NO (Fleming and Busse, 1999 ; Mount et al., 2007 ; Vincent et al., 2003 ; Férstermann and Miinzel,
2006). Ce NO va alors diffuser au niveau des CMLs pour activer la Guanylate Cyclase qui transforme la Guanosine
Triphosphate (GTP) en Guanosine Monophosphate cyclique (GMPc). Ce GMPc va a son tour activer les
phosphatases responsables de la déphosphorylation des chaines légéres de myosine (au niveau de la Sérine-19),
appelées Myosin-light-chain phosphatase (MLCP), induisant alors la relaxation des CMLs et donc du vaisseau
(Etter et al., 2001 ; Cornwell and Lincoln, 1989 ; Bolz et al., 2003).



En présence de ROS, les taux des différents cofacteurs peuvent cependant étre diminués, amenant au
découplage de la eNOS qui va alors produire plus d'02*" que de NO (Birukov, 2009). Cet 02" peut ensuite étre
transformé en peroxynitrite ONOO-, baissant ainsi la biodisponibilité en NO (Touyz and Briones, 2010 ; Chen et
al., 2018b). Ce découplage de la eNOS a été associée a la dysfonction endothéliale vasculaire qui est souvent
observée dans des pathologies telles que I'athérosclérose, la maladie coronarienne et I'hypertension (Takaya et
al., 2007 ; Higashi et al., 2002 ; Heitzer et al., 2001).

- La voie de la prostacycline est la deuxieme voie impliquée dans la vasorelaxation dépendante de
I'endothélium. Il s'agit d'un lipide de la famille des eicosanoides, et est aussi connue sous le nom de
Prostaglandine I (PGI2). Les eicosanoides sont des produits issus du métabolisme de |'acide arachidonique,
qui est un élément des membranes cellulaires. Sous |'effet de I'enzyme Phospholipase A, dont |'activité est
régulée par le taux de calcium intracellulaire, I'acide arachidonique est libéré des membranes et devient le

précurseur de divers eicosanoides, I'un des principaux étant la Prostaglandine G (Lee et al., 2020).

La transformation de I'acide arachidonique en Prostaglandine G est catalysée par les cyclo-oxygénases
COX-1 (activité constitutive) et COX-2 (activité induite par de I'inflammation) (Lee et al., 2020). Une peroxydase
se charge ensuite de transformer la Prostaglandine G2 en Prostaglandine H», et cette derniére peut a son tour
donner d'autres prostaglandines a roles vasoactifs, notamment la PGI2 synthétisée par la Prostacycline Synthase
(Seo and Oh, 2017). Cette enzyme est naturellement produite par les cellules endothéliales vasculaires. Comme
le NO, la PGI; est alors libérée de maniére paracrine jusqu’aux CMLs ol elle se fixe sur son récepteur IP, ce qui
déclenche une cascade de signalisation aboutissant a la production d’AMPc (Adénosine Monophosphate cyclique)

par I'’Adénylate Cyclase, et enfin a la vasodilatation (Nakayama, 2006 ; Majed and Khalil, 2012).

- Enfin, la troisitme voie de signalisation principale impliquée dans la vasodilatation endothélium-
dépendante est la voie des facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHFs). Cette voie, agissant
en paralléle des deux autres, met en jeux plusieurs agents différents et est dépendante de la concentration en
calcium intracellulaire des cellules endothéliales. Un de ces agents est le potassium. En effet, lorsqu’un facteur
vasodilatateur (comme I'acétylcholine) provoque I'entrée de Ca%* dans la cellule endothéliale, ce dernier va activer
les canaux potassiques calcium-dépendants SKca et IKca au niveau de la membrane cellulaire, ce qui induit une
sortie d‘ions potassium hors de la cellule. La concentration en potassium extracellulaire augmente, ce qui active
alors les canaux K*r ainsi que les pompes Na*/K*-ATPase au niveau de la membrane plasmique des CMLs
adjacentes et induit leur relaxation (Haddy et al., 2006 ; Webb and Bohr, 1978 ; Félétou and Vanhoutte, 2006 ;
Jackson, 2000).

Les jonctions intercellulaires appelées jonctions communicantes (ou jonctions gap) sont elles aussi des
agents de la voie des EDHFs puisqu’elles mettent en contact direct les cytoplasmes des cellules endothéliales et
des CMLs en formant un tunnel, facilitant ainsi le transport d'ion (Figueroa and Duling, 2009). Leur nombre est
inversement proportionnel au diameétre du vaisseau, faisant que la voie des EDHFs n'a pas la méme importance
dans la vasorelaxation selon qu'il s'agit d'artéres de résistance (forte influence) ou de conductance (faible
influence) (Shandow and Hill, 2000 ; Shimokawa et al., 1996).



Les troisiemes agents de cette voie sont les acides époxyeicosatriénoiques (EETS), issus du métabolisme
de I'acide arachidonique via I'époxygénase du cytochrome P450 (Fleming, 2001). Ils peuvent, entre autres,
directement activer des canaux potassiques calcium-dépendants, les jonctions gap et les récepteurs TRP,
aboutissant in fine a la relaxation des CMLs. Enfin, le dernier acteur majeur connu participant dans la voie des
EDHFs est le peroxyde d’hydrogene (H202). Son influence exact sur la vasoréactivité est variable (Lucchesi et al.,

2005), mais il semble avoir un effet plutot vasodilatateur.

En effet, les cellules endothéliales possédent de nombreuses enzymes produisant naturellement des ROS,
qui doivent en permanence étre transformés pour éviter les dommages cellulaires. Notamment, I'02*- joue un role
plutdt anti-vasodilatateur en consommant le NO lors de sa transformation en ion peroxynitrite. Les enzymes SOD
permettent d'éviter cette perte de NO en transformant alors I'O2*" en H202 (Touyz and Briones, 2010). La catalase
est ensuite capable de transformer ce H202 en H20 + O2 et il a été montré qu’en cas d’inhibition de la eNOS et
des COX, l'activité de la catalase suffisait a inhiber la vasodilatation endothélium-dépendante, mettant en avant
le role du H20> dans la voie des EDHFs (Matoba et al., 2002). Par ailleurs, il a été aussi été rapporté que le H20:
était susceptible d'activer directement plusieurs types de canaux potassiques calcium-dépendant et les jonctions
gap, ainsi que de stimuler la production du NO via activation de la voie PI3K/Akt, favorisant de ce fait la
vasorelaxation (Chen et al., 2018b ; Matoba et al., 2002 ; Barlow et al., 2000 ; Hayabuchi et al., 1998 ; Ozkor
and Quyyumi, 2011 ; Sung et al., 2012 ; Thomas et al., 2002).

Ainsi, ces trois voies de signalisation travaillent en tandem afin d’induire la vasorelaxation principalement

endothélium-dépendante (Figure 17) et le déréglement de I'une ou plusieurs d’entre elles aura des effets néfastes

sur la fonction vasculaire.
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Figure 17 : Schéma représentant les différents mécanismes régulant la vasorelaxation endothélium-
dépendante. Phospholipase A2 : PLC ; Cytochrome P450 : CYP4502c ; Canaux potassiques calcium-
dépendants : K*ca ; Adénylate Cyclase: AC ; Adénosine Monophosphate cyclique: cAMP ; Guanosine
Monophosphate cyclique: cGMP ; Guanylate Cyclase soluble: sGC ; Récepteur a la prostacycline : IP (d'aprés
Ozkor and Quyyumi, 2011).

3.3. Programmation feetale d’anomalies cardiovasculaires

3.3.1. Programmation foetale d’anomalies cardiaques

Tout comme les fonctions métabolique et vasculaire, la fonction cardiaque est susceptible d'étre altérée
au cours de la croissance feetale par des changements néfastes de I'environnement utérin. A I'age adulte, cela
peut amener précocement a l'apparition de la maladie coronarienne et a un remodelage cardiaque, le tout associé
a de plus grands risques de faire un infarctus du myocarde. Ces anomalies peuvent favoriser |'apparition d'une

dysfonction puis d'une insuffisance cardiaque, qui se termine bien souvent par la mort subite de l'individu.
a) Maladie coronarienne

La maladie coronarienne est une sous-catégorie de pathologies cardiaques qui affecte les vaisseaux
irriguant le cceur, les artéres coronaires, et dont la cause principale est I'athérosclérose, c'est-a-dire la formation
d’'une plaque d’athérome (accumulation anormale entre autres de lipides, de collagéne et de cellules

immunitaires) dans la paroi d’'une ou plusieurs arteres coronaires (Mendis et al., 2011 ; Athanasiou et al., 2017).
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Cette plaque va obstruer partiellement ou totalement les coronaires tout en les rigidifiant, avec pour conséquence
principale une ischémie des zones vascularisées par les coronaires atteintes. Cette ischémie peut rapidement
amener a la mort des cellules cardiaques lorsque l'irrigation est totalement coupée, puis la nécrose du tissu
cardiaque avec comme risque majeur l'infarctus du myocarde (Endler, 2001). C'est donc pour cela que la maladie
coronarienne est l'une des premiéres causes de mortalité dans le monde, les maladies ischémiques cardiaques
ayant tuées plus de 8,9 millions de personnes en 2019 (chiffres OMS). Plusieurs études ont pu montrer que les
changements de I'environnement utérin au cours de la gestation pouvaient favoriser le remodelage des artéres
coronaires ainsi que le développement de I'athérosclérose dans ces derniéres, prédisposant le foetus a cette

maladie coronarienne et ses conséquences sur le coeur.

Le remodelage cardiaque correspond aux mécanismes aboutissant a des changements d’ordre
morphologiques et fonctionnels du cceur. L'activité physique peut favoriser le remodelage du cceur, ce qui
améliore ses performances et diminue les chances de développer des pathologies cardiovasculaires, mais dans

de nombreux cas, ce sont des anomalies sous-jacentes qui provoquent le remodelage pathologique du cceur.

Parmi les changements, il peut étre noté une modification de diamétre, de masse (hypertrophie et
atrophie), de géométrie (épaisseur et forme des parois) des cavités cardiaques, ainsi que des changements
fonctionnels. Ils peuvent étre dus a une augmentation de pression ou du volume sanguin cardiaque (hypertension
chronique, anomalies congénitales des cavités ou des valves cardiaques) ainsi qu'a la cicatrisation du tissu
cardiaque qui serait provoquer par un infarctus du myocarde, de la fibrose, du stress oxydant ou de I'inflammation
par exemple (Azevedo et al., 2016). La conséquence majeure d’'un remodelage cardiaque pathologique est la
dysfonction cardiaque, et plus particulierement, celle du ventricule gauche. Lorsque les problémes cardiaques
précédents se développent chez le feetus au cours de la gestation, il peut y avoir une réexpression des génes
foetaux qui aboutiront a des modifications moléculaires, cellulaires et structurelles du cceur potentiellement

néfastes (Tableau 2).

La perte de la fonction ventriculaire est initialement asymptomatique et commence souvent par une
hypertrophie (liée a une réorganisation des cardiomyocytes de sa paroi), puis elle s'aggrave progressivement,
avec une diminution de la fonction contractile (systolique notamment) et une réduction du volume d’éjection. Les
performances du cceur sont alors altérées, ce qui a pour effet un épuisement du muscle qui tend ensuite vers une
insuffisance cardiaque. Celle-ci a de nombreuses répercussions sur le reste de l'organisme et est souvent fatale

car irréversible.
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Mécanisme

Changements principaux

Conséquences

Mort cellulaire

* 71 apoptose et nécrose
* \ autophagie

¢ Perte progressive des myocytes

Métabolisme énergétique

¢ B-oxydation

¢ Accumulation de triglycérides

o 71 glycolyse

* Dysfonction et atrophie mitochondriale

e Lipotoxicité
e\ énergie
e A/ stress oxydant

Stress oxydant

e 21 NADPH oxydase

e 7 dégradation des catécholamines
e 71 Xanthine oxydase

¢ 7 dysfonction mitochondriale

* \J systémes antioxydants

¢ Peroxydation des lipides

¢ Oxydation des protéines

e Dégats de I'ADN

e Dysfonction cellulaire

e Prolifération des fibroblastes

¢ Activation des métalloprotéases

e /1 apoptose

e 7 voies de signalisation de I'hypertrophie

Inflammation

® Réponse innée

¢ Dysfonction de la réponse adaptative

e 71 cytokines pro-inflammatoires
¢ Dysfonction des macrophages,
lymphocytes Tet B

Collagene

e Prolifération des fibroblastes
o /1 métalloprotéases

¢ Dégradation du collagéne physiologique
e Fibrose

Protéines contractiles

* /A myosine B

* I myosine a

* \ troponine T de type 2

¢\ phosphorylation de la troponine |

® \ contractilité

Transport du calcium

* N phosphorylation phospholamban
® \ canaux calciques de type L, ryanodine,
calséquestrine, calmoduline, SERCA 2a

e\ calcium lors de la systole
e A calcium lors de la diastole

® 7 cavité du ventricule gauche

® A stress pariétal du ventricule gauche

Géométrie ® \ épaisseur pariétale

* Forme elliptique - forme sphérique

* 71 systéme rénine-angiotensine- o 2 mort cellulaire, stress oxydant,
Activation aldostérone inflammation, métalloprotéases et

neurohormonale

* 7 systéme nerveux sympathique

fibroblastes
¢ Hypertrophie
¢ \Vasoconstriction

Tableau 2 : Liste de facteurs potentiels impliqués dans le remodelage ventriculaire et pouvant
a long terme amener a une dysfonction ventriculaire (adapté d'aprés Azevedo et al., 2016).

c)

Infarctus du myocarde

L'infarctus du myocarde est défini comme la mort d’'une zone de taille variable du tissu cardiaque,
suite a 'obstruction prolongée d'une ou plusieurs artéres coronaires. Le mécanisme sous-jacent a I'obstruction
d’une artére coronaire est souvent la rupture d'une plaque d'athérome dans le cadre de la maladie coronarienne
(Endler, 2001). Par ailleurs, les individus atteints d’hypertension seraient bien plus susceptibles de faire un
infarctus du myocarde que la moyenne (Oh and Cho, 2020). La zone de myocarde en aval de |'artére obstruée
n‘est alors plus irriguée correctement, provoquant une ischémie qui finit par aboutir a sa nécrose. Le tissu
cardiaque nécrosé est perdu définitivement ; il est souvent remplacé par du tissu fibrosé collagéneux, créant une
cicatrice permanente et non contractile (Colledge et al., 2010). La propagation des potentiels d'action dans cette
zone est alors altérée, et avec la perte de cardiomyocytes, elle n‘est plus capable de se contracter correctement,
ce qui se manifeste fréqguemment par des troubles du rythme cardiaque (Henkel et al., 2006). De plus, cette
perte du myocarde fonctionnel peut résulter en une surcharge de remplissage abrupte du ventricule gauche ainsi
qu’en une inflammation de la zone infarcie (via I'apoptose des myocytes) et une activation neurohormonale. Ces

altérations vont déclencher un remodelage ventriculaire (droit et gauche) afin de normaliser le stress appliqué

49
GUES)



sur la paroi du myocarde. Il est ainsi observé une dilatation du ventricule avec hypertrophie de sa paroi et des
cardiomyocytes, et une réorganisation de la matrice extracellulaire pour distribuer le stress pariétal plus
équitablement sur la zone infarcie (St John Sutton and Sharpe, 2000). A long terme et selon la gravité et la
localisation de l'infarctus, ce remodelage peut ne pas étre suffisant pour conserver la fonction d'éjection et réduire
le stress pariétal. Cela peut avoir de graves conséquences : la rupture de la paroi ventriculaire gauche, du muscle
papillaire ou encore du septum ventriculaire (Kutty et al., 2013), la détérioration de la fonction contractile (stress
oxydant et homéostasie du Ca?* perturbé) avec augmentation des risques de développer une insuffisance
cardiaque (Dhalla et al., 2019 ; Morrow and Bohula, 2016), voire d'une mort subite (Blumenthal and Margolis,
2007). Comme pour la maladie coronarienne, des changements de |’environnement utérin au cours de la gestation
peuvent favoriser le développement de |'athérosclérose, responsable dans de nombreux cas de l'infarctus du

myocarde et de ses conséquences.

L'insuffisance cardiaque correspond a l'incapacité du cceur a éjecter le sang dans les artéres avec
suffisamment de force pour le transporter dans le reste du corps, suite a des modifications structurelles et/ou
fonctionnelles. Elle est différente d’'une crise cardiaque/infarctus du myocarde (mort d’une partie du tissu
cardiaque) et d’'un arrét cardiaque (arrét total de la circulation sanguine), mais peut étre induit par le premier et
aboutir au second. Elle apparait souvent avec I'age, le coeur perdant progressivement son élasticité et sa capacité
a se contracter (Feridooni et al., 2015). Mais elle peut également étre causée par des pathologies cardiaques,
comme I'hypertension artérielle, la maladie coronarienne, les malformations congénitales, les problémes associés
aux valves cardiaques, le diabéte, I'obésité ou encore le remodelage pathologique du cceur (survenant aprés un
infarctus du myocarde ou une inflammation par exemple) (Dassanayaka and Jones, 2015 ; Oikonomou et al.,
2011 ; Dunlay et al., 2009 ; Marti et al., 2013 ; Malik et al., 2020). Suite a l'apparition de ces problémes, le coeur
peut mettre en place des mécanismes compensatoires, avec notamment un remodelage ventriculaire
hypertrophique qui lui permet d’augmenter sa force de contraction, c’est-a-dire sa pression d'éjection, et donc
de maintenir le débit cardiaque efficacement a court terme. Cependant, a long terme, cela a pour effet négatif
un épuisement du muscle ; en effet, plusieurs études mettent en avant une altération de I'noméostasie du Ca?*
indispensable a la contraction (Francis, 2001), ainsi qu‘une perte d'élasticité avec des dépenses énergétiques
augmentées alors que les apports en nutriments et oxygéne sont réduits (ischémie du myocarde avec apoptose
des myocytes associée a une perturbation du flux sanguin coronaire, notamment via une dysfonction endothéliale
coronaire) (Bauersachs and Widder, 2008 ; Ritter and Neyses, 2003). La distension du ventricule aboutit a une
surcharge de ce dernier, rendant ses contractions moins efficaces (Boron and Boulpaep, 2005 ; Jackson et al.,
2000). Cet effort prolongé finit par ne plus suffire pour avoir un pompage sanguin efficace. Il aboutit a une baisse
de performance du cceur liée a une altération de la capacité contractile d’un ou des ventricules (diminution, voire
perte de fonction ventriculaire), a des baisses de pression diastolique et/ou systolique, de volumes de remplissage
ou d'éjection ventriculaire (dus a la rigidification et/ou la dilatation du ou des ventricules non compensés) (Hajouli
and Ludhwani, 2020 ; Malik et al., 2020 ; Luchi and Taffet, 2007).



L'insuffisance cardiaque apparait généralement d'abord dans le ventricule gauche, puis le ventricule droit
finit par étre touché suite aux retentissements hémodynamiques. On distingue deux types d'insuffisance liée au
ventricule gauche, selon I'état de la fraction d'éjection : soit elle est inférieure a 50%, et est dite réduite (HFrEF:
heart failure with reduced ejection fraction), soit elle est supérieure a 50%, et est dite préservée (HFpEF : heart
failure with preserved ejection fraction). La fraction d’éjection est préservée lors d’une insuffisance aigle, avec
une dysfonction au niveau diastolique (trouble de la relaxation, de compliance ou du remplissage ventriculaire
avec augmentation de la pression atriale pour compenser, implique une hypertrophie des cardiomyocytes, de
I'inflammation et de |a fibrose), et devient réduite lorsque I'insuffisance devient chronique, avec une dysfonction
systolique (caractérisée par une perte de cardiomyocytes et de la fibrose, impactant la capacité du ventricule a
se contracter) (Singh and Mehta, 2018 ; Simmonds et al., 2020). Ainsi, le coeur se remplit et se vide moins bien,

et bien souvent, les fonctions systolique et diastolique sont toutes les deux touchées.

Les conséquences de l'insuffisance cardiaque les plus observées sont alors un essoufflement, une fatigue
excessive, une congestion (notamment pulmonaire), des cedémes au niveau des membres inférieurs, et dans de
nombreux cas, un arrét cardiaque suite a I'épuisement du cceur et d’autres facteurs secondaires. Le cceur étant
globalement moins performant, le sang met plus de temps a traverser le corps et tend a stagner dans les veines
(congestion). Des cedémes (gonflements liés a une rétention de liquide dans les tissus) peuvent se former au
niveau des périphéries, ou encore dans I'abdomen (ascite). Les effets de I'insuffisance du ventricule gauche sont
particulierement visibles au niveau pulmonaire, ol I'effet de congestion peut étre empiré par la dysfonction
systolique qui induit une augmentation de pression atriale: a cause des jeux de pression dans les alvéoles, du
liguide finit par fuir des capillaires dans |'espace interstitiel et les alvéoles, causant une rigidification des poumons
avec accumulation de fluide, et peut aboutir a de I'nypertension pulmonaire. Du sang artériel pulmonaire
désoxygéné passe dans des alvéoles mal ventilées, diminuant 'oxygénation artérielle systémique et causant une
dyspnée (essoufflement, géne respiratoire). Les effets de l'insuffisance du ventricule droit se manifestent plutot
dans I'abdomen, car le sang est retenu plus facilement dans les veines cave inférieure et hépatique : en plus de
I'ascite, le foie, I'estomac, l'intestin ainsi que les reins peuvent étre gravement endommagés, provoquant
malabsorption des nutriments, métabolisme altéré, anorexie, rétention sodique et aqueuse rénale via |'activation
du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (qui aura pour effet d'empirer l'insuffisance cardiaque en
augmentant la pression sanguine et donc le travail du cceur), ou encore foie cardiaque (dysfonction du foie avec
fibrose, nécrose, déréglement métabolique et hypertrophie du foie, appelée hépatomégalie). Enfin, le cceur ne
pouvant souvent plus procurer un volume d'éjection adéquat, les muscles ne sont plus correctement perfusés, il
est donc fréquemment observé une fatigue importante et disproportionnée lors d’'un effort physique. (Inamdar
and Inamdar, 2016 ; Dickstein et al., 2008 ; Lappas and Filippatos, 2011 ; Metra et al., 2012 ; Keller-Ross et al.,
2019 ; Megalla et al., 2011).

La vasoréactivité est un mécanisme régulé, entre autres, par plusieurs voies de signalisation activées
dans les cellules endothéliales et les CMLs des parois vasculaires. Lorsque une ou plusieurs de ces voies est

perturbée au sein de I'endothélium, cela peut aboutir a une surproduction de ROS, qui aura pour conséquence



I'apparition d’une dysfonction endothéliale. Celle-ci est caractérisée par un déséquilibre entre la production
des facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs, ce qui aboutit a une perturbation de la vasorelaxation
endothélium-dépendante et une baisse de la biodisponibilité en NO. Elle peut toucher tous les types de vaisseaux,
dont les artéres coronaires, et est souvent une des premiéres étapes aboutissant a la survenue de pathologies

comme |'athérosclérose et I'hypertension (Puddu et al., 2000).

Plusieurs études, dont celle de Stanner en 1997, ont pu mettre en évidence que la dysfonction
endothéliale pouvait étre programmée au stade foetal en cas de malnutrition gestationnelle (Stanner et al., 1997 ;
Leduc et al., 2010), et plus récemment, en cas d'obésité et/ou de diabete de type 2 (Leiva et al., 2011 ; Carmela,
2020). En effet, ces pathologies maternelles sont susceptibles d'induire chez le feetus de I'inflammation associée
a un stress oxydant, qui, au niveau vasculaire, augmentent les risques de développer une dysfonction

endothéliale, favorisant la vasoconstriction au détriment de la vasorelaxation.

De par son activité élevée, le cceur est I'un des organes les plus demandeurs en oxygene, et est donc
une source importante de ROS, notamment via ses artéres coronaires. Cela le rend ainsi plus favorable aux dégats
associés au stress oxydant induit par des conditions de développement intra-utérines défavorables, comme
I'nypoxie, la malnutrition (sous- et surnutrition), ou encore le tabagisme (Rodriguez-Rodriguez et al., 2018). En
plus des impacts directs sur I'état général du coeur (dysfonction thrombotique, prolifération et migration des CMLs
amenant a une hypertrophie du cceur, inflammation,...) (Matsuzawa and Lerman, 2014 ; Louey and Thornburg,
2005), ce stress oxydant induit par la programmation feetale peut aboutir a une dysfonction endothéliale au
niveau des artéres coronaires, ce qui les rend plus sensibles a I'athérosclérose coronaire, qui est une cause
majeure d'infarctus du myocarde, mais va aussi perturber la perfusion générale du ceeur (Gutiérrez et al., 2013),

ce qui contribue a long terme a des dommages d’ischémie.

Plusieurs facteurs environnementaux peuvent induire la programmation fcetale de ces pathologies
cardiovasculaires : la nutrition, le placenta et la consommation de drogues, de médicaments et de tabac de la
meére sont les principaux étudiés. Ainsi, de nombreuses études ont mis en avant I'obésité maternelle, le
diabéte, le tabagisme, les glucocorticoides (maternels ou par traitements) ou encore la restriction de
croissance (sous-nutrition et hypoxie) étroitement liée a des désordres gestationnels telle qu’une insuffisance
placentaire, comme facteurs environnementaux majeurs et trés répandus dans les populations humaines. La
plupart de ces facteurs étant fréquemment présents simultanément chez la mére, il est donc souvent difficile

d'identifier la véritable cause d’apparition d’anomalies cardiovasculaires chez le feetus.

Récemment, Balistreri a pu mettre en évidence que I'obésité, le diabéte, le tabagisme, I'exposition a des
polluants et un régime riche en cholestérol chez la femme enceinte pouvaient provoquer la programmation d’'une
dysfonction endothéliale, des artéres coronaires de petite taille, la rigidification du systéme vasculaire, des

cardiomyocytes moins nombreux, des coagulopathies ainsi qu’un profil lipidique athérogéne chez le foetus, avec



pour conséquence majeure le risque de développer de I'athérosclérose et donc la maladie coronarienne puis

infarctus et insuffisance cardiaque chez cette descendance a I'age adulte (Balistreri, 2020).

En 1995, Barker démontra que la sous-nutrition feetale était potentiellement associée a des risques plus
élevés de développer la maladie coronarienne a I'age adulte, de par I'hnypertension et le diabéte de type 2
(insulinorésistance, pressions sanguines et taux de coagulation élevés, et taux plasmatiques anormaux
d’hormones et de cholestérol) chez ces individus adultes (Barker, 1995). Par la suite, |a restriction de croissance
foetale liée a une insuffisance placentaire (due au tabagisme, a la consommation de drogues, de médicaments,
d’alcool, une pré-éclampsie ou encore de I'hypertension maternelle) (Wardinger and Ambati, 2020) a été associée

au remodelage cardiaque et des problémes ischémiques chez le feetus.

En effet, le nombre de cardiomyocytes foetaux peut étre régulé par plusieurs parameétres : I'IGF-1
(Insulin-like Growth Factor), I'angiotensine II, le cortisol et une pression artérielle physiologique peuvent stimuler
leur prolifération, tandis que le tri-iodo-I-thyronine, le peptide natriurétique atrial, une baisse de la charge de
remplissage systolique associée a une augmentation du stress pariétal ventriculaire semblent avoir un impact
négatif sur cette prolifération. Une diminution du nombre total de cardiomyocytes induit une augmentation du
stress mécanique et demande une force de contraction supérieure a la normale pour compenser, résultant en une
hypertrophie des cardiomyocytes restants (Roberts et al., 2015). Or, l'insuffisance placentaire réduit I'apport en
nutriments (sous-nutrition) et oxygéne (hypoxie) du feetus tout en augmentant de maniére chronique la charge
de remplissage cardiaque. Plusieurs modeles ont pu montrer que cela induisait une réduction du nombre de
cardiomyocytes, de la micro-vascularisation du myocarde, des cardiomyocytes hypertrophiés avec des
sarcomeres plus courts, un réarrangement des mitochondries, une modification de I'expression de génes foetaux
impliqués dans I'homéostasie énergétique et de l'oxygéne, de plus grandes quantités de collagéne, des
modifications de la prolifération et de I'apoptose des cardiomyocytes et des changements post-natals d’isoformes
de protéines comme la titine et les myosines, rendant le foetus plus susceptible a des problémes ischémiques a
I'dge adulte (Crispi et al., 2018 ; Roberts et al., 2015).

Dans son étude, Thornburg a aussi fait le lien entre cette insuffisance placentaire au cours du
développement feetal et une réduction des taux circulant d'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) ainsi qu’une
augmentation des taux circulants de cortisol et du peptide natriurétique atrial, tous associés a des cardiomyocytes
foetaux moins nombreux et moins matures (Thornburg et al., 2011). En 2005, I'équipe de Battista a plus
particulierement mis en évidence que la restriction intra-utérine en nutriments induisait chez la descendance
femelle de rat, entre autre : une hypertrophie du ventricule gauche, une surexpression du peptide natriurétique
atrial et de la chaine légére de myosine atriale 1, une sous-expression de I'’ATPase Na*/K* B1, une hypertrophie
des cardiomyocytes avec une baisse de leur contractilité, une élongation des sarcomeres et une baisse de |'activité
de I'aconitase (une protéine du cycle de Krebs, suggérant I'implication de stress oxydant dans I'hypertrophie). Ils
ont corrélé I'ensemble de ces paramétres a une hypertrophie cardiaque précoce (Battista et al., 2005). Dans le
méme registre, un modéle de rate gestante suggére que chez la femme enceinte, une restriction en nutriments

(protéines et sodium, notamment), I'hypoxie, les glucocorticoides et la consommation de drogue induiraient une



surexpression de génes du cceur feetal (via méthylation de I'ADN) qui seraient impliqués dans le développement
d’une hypertrophie et d’'une insuffisance cardiaque, et augmenteraient les risques d’infarctus du myocarde chez
la descendance adulte (Meyer and Zhang, 2007). Il a aussi été montré qu’une hypoxie prolongée in utero peut
altérer l'expression de génes feetaux cardioprotecteurs comme la Protéine Kinase C epsilon (via méthylation de
son site promoteur SP-1), la Heat Shock Protein 70 et la NO synthase endothéliale, et rendre le feetus plus sensible

a des troubles ischémiques a 'age adulte, et donc a un infarctus du myocarde (Patterson and Zhang, 2010).

A l'inverse de la sous-nutrition et de |a restriction en nutriments et oxygene, I'obésité maternelle chez la
femme enceinte est aussi I'une des plus grandes causes de programmation feetale d’anomalies cardiovasculaires,
souvent en association avec d'autres facteurs comme le diabéte maternel gestationnel. En 2013 et 2014, deux
grandes études sur des cohortes humaines ont rapporté que les enfants nés de meres ayant un indice de masse
corporelle élevé avaient de plus grands risques de développer des pathologies cardiovasculaires a I'age adulte
(Reynolds et al., 2013 ; Eriksson et al., 2014).

Les déréglements métaboliques observé chez les méres obéses peuvent directement impacter le feetus
via les taux circulant en lipides qui peuvent étre transféré via le placenta, mais les mécanismes sous-jacents sont
encore mal connus (Heerwagen et al., 2010). Les enfants nés de méres obéses présentent néanmoins souvent
un profil lipidique athérogéne, ce qui les rend particulierement sensibles aux pathologies cardiovasculaires telles
que la maladie coronarienne et l'infarctus du myocarde, avec les conséquences associées (Roberts et al., 2015).
De plus, plusieurs modéles d’obésité maternelle ont pu mettre en évidence qu'elle était associée a une dysfonction
cardiaque (Blackmore et al., 2014 ; Wang et al., 2019 ; Loche et al., 2018), une hypertrophie ventriculaire
(Fernandez-Twinn et al., 2012 ; Wang et al., 2010), une inflammation et une fibrose du myocarde (Huang et al.,
2010 ; Ghnenis et al., 2017 ; Kandadi et al., 2013) ainsi que des pressions artérielles élevées (Mamun et al.,

2009 ; Lawlor et al., 2004) chez leur descendance, visibles dés le plus jeune age.

o L'équipe de Blackmore avait pu noter une augmentation d'expression du récepteur adrénergique B1 et
de l'isoforme B de la chaine lourde de myosine (B-MHC, connu pour ralentir le raccourcissement des
sarcoméres de par son activité ATPase lente), et une baisse d'expression de l'isoforme a de la chaine
lourde de myosine (a-MHC, connu pour accélérer le raccourcissement des sarcomeres grace a son activité
ATPase élevée) et de SERCA2a (nécessaire a la gestion du Ca?* dans la contraction/relaxation des
cardiomyocytes) dans le cceur de souris de 12 semaines nées de méres obéses (Blackmore et al., 2014).
Par la suite, Loche avait noté le méme déséquilibre entre a-MHC et B-MHC chez des souris de 8 semaines
nées de méres obéses (Loche et al., 2018).

Ces deux études en ont déduit une dysfonction cardiaque persistante, les MHC étant directement liés a
la performance et l'efficacité du cceur, qui est donc susceptible d‘induire une insuffisance cardiaque
précoce une fois atteint I'dge adulte. L'année suivante, les travaux de Wang avaient en plus montré,
cette fois chez le mouton, une sur-activation de la PKA et de la Protéine Kinase dépendante de la Ca?*-
calmoduline II (CaMKII) avec surexpression de la troponine cardiaque T, de la tropomyosine et

phosphorylation de la troponine cardiaque 1. Il en a conclu que l'obésité maternelle provoquait une



dysfonction contractile des cardiomyocytes liée a un déréglement de I’'homéostasie du Ca?* intracellulaire

et une composition aberrante des protéines des myofilaments (Wang et al., 2019).

Fernandez-Twinn a associé une hypertrophie cardiaque chez la descendance de meére obése avec une
hyper-insulinémie et I'activation de voies de signalisations dépendantes de l'insuline, et potentiellement
du stress oxydant comme mécanisme déclencheur. L'hypertrophie serait initiée suite a l'activation de la
voie AKT-ERK-mTOR par l'insuline, et les voies de la PI3K et des p38MAPK participeraient ensuite au
remodelage pathologique du cceur. La surexpression de mir-133 et la sous-expression de GATA-4, des
micro-ARN, dans ce modele est associée a I'hypertrophie cardiaque, ce qui renforce le potentiel role de
Iinsuline et met en avant I'impact du stress oxydant dans l'activation des voies de signalisation
précédentes (mir-133 pourrait étre activé par le stress oxydant) (Fernandez-Twinn et al., 2012).
Néanmoins, Wang avait suggéré l'inverse : une baisse d'activité des voies PI3K et AKT, toujours avec le
stress oxydant (potentiellement via activation de la voie JNK), rendrait le myocarde plus sensible au
stress et au remodelage (Wang et al., 2010). Bien qu’un lien soit clairement établi entre remodelage
cardiaque chez la descendance et obésité maternelle, les mécanismes sous-jacents nécessitent encore

d'étre approfondis.

Inflammation et fibrose sont étroitement liées puisque la fibrose se manifeste en réponse a de
I'inflammation. Au niveau cardiaque, il est connu que des mécanismes inflammatoires contribuent a la
progression des problemes ischémiques, du remodelage ventriculaire pathologique et de l'insuffisance
cardiaque (Kaya et al., 2008) en stimulant notamment la fibrose. Kandadi a pu démontrer que le coeur
foetal de la descendance de brebis obése présentait une accumulation de gouttelettes lipidiques, une
hypertrophie ventriculaire et des fibres cardiaques irrégulieres, le tout associé a une surexpression de
protéines inflammatoires (récepteur TLR-4 et interleukines IL-1q, IL-1B et IL-6), la phosphorylation de
IkB, une baisse des taux cytoplasmiques de NF-kB, et une infiltration de cellules immunitaires
(neutrophiles et monocytes). Les auteurs de cette étude en ont conclu que I'obésité maternelle pouvait
provoquer une inflammation dans le cceur foetal avec pour conséquence une altération de la
morphométrie cardiaque potentiellement délétére (Kandadi et al., 2013).

Sur ce méme modéle animal, Huang avait mis en évidence que |'obésité maternelle provoquait une
accumulation de collagéne en activant la voie de signalisation des p38MAPK (comme pour le remodelage
cardiaque, qui implique une part de fibrose) puis celle du TGF-B, nécessaire au développement de la
fibrose via des changements d’expression de métalloprotéases et de leurs inhibiteurs dans le tissu
cardiaque ; ces résultats ont été corroborés par I'étude de Ghnenis qui avait en plus noté une
augmentation d‘expression d'autres cytokines pro-inflammatoires (CD-68 et TNF-a) ainsi quune
surexpression des récepteurs aux glucocorticoides et des taux plasmatiques en cortisol anormalement
élevés. L'ensemble de ces résultats indiquent que I'obésité maternelle programmerait une inflammation
et une fibrose cardiaque chez le feetus via I'activation de voies de signalisation pro-inflammatoires, et
ceci prédisposerait le feetus a une dysfonction cardiaque précoce a I'dge adulte (Huang et al., 2010 ;
Ghnenis et al., 2017).



o Enfin, d'autres études ont pu montrer que l'obésité maternelle pouvait induire de I'hypertension chez la
descendance adulte (Loche et al., 2018). Lawlor et Mamun ont en plus associé I'obésité maternelle
gestationnelle a une augmentation de I'Indice de Masse Corporelle et de la pression artérielle systolique
chez la descendance agée respectivement de 5 et 21 ans (Lawlor et al., 2004 ; Mamun et al., 2009).
Cette pression artérielle élevée chez des enfants et des jeunes adultes pourrait expliquer I'nypertension
artérielle chronique et précoce observée chez les individus nés de mére obese, et les rendre plus
susceptibles au remodelage ventriculaire et a l'insuffisance cardiaque (Nadruz, 2014 ; Oh and Cho,
2020), notamment en déclenchant une réponse inflammatoire qui peut a son tour favoriser

I'athérosclérose, le remodelage et de la fibrose cardiaque (Brasier et al., 2002 ; Kai et al., 2005).

Comme pour l'obésité maternelle, le diabéte maternel au cours de la gestation est capable de programmer
I'apparition d’anomalies cardiovasculaires chez le feetus. De nombreuses études mettent en avant que le diabéte,
au travers de son impact sur le métabolisme maternel (hyper-insulinémie, hyperglycémie), est responsable du
développement de malformations cardiaques chez la descendance, bien que les mécanismes soient encore assez
mal connus. Les risques de problémes cardiovasculaires chez la descendance semblent survenir plus fréquemment
si la mére diabétique développe une hyperglycémie pendant son premier trimestre et une insulinorésistance au
cours de son troisieme trimestre de gestation (Narchi and Kulaylat, 2000 ; Bogo et al., 2020). La cardiomyopathie
hypertrophique semble étre une des anomalies cardiaques la plus fréquente chez la descendance de mére
diabétique. Elle correspond a un remodelage cardiaque et est caractérisée par une augmentation d'épaisseur des
parois ventriculaires et septale, réduisant ainsi le diametre des ventricules et pouvant provoquer une altération
des fonctions systolique et diastolique susceptibles d'amener a une insuffisance cardiaque précoce puis le déces
(Palmieri et al., 2017). Sa prévalence est élevée : 30% des enfants nés de meéres diabétiques sont atteints, dont
13% asymptomatiques (Tabib et al., 2013).

Les foetus de méres diabétiques semblent étre prones a développer une hyperglycémie et une hyper-
insulinémie (secondaire a I'hyperglycémie maternelle) ; or, le cceur est I'une des cibles de I'insuline et les
cardiomyocytes exprimeraient des récepteurs a l'insuline. Des études ont ainsi suggéré que la survenue de la
cardiomyopathie hypertrophique était liée a un excés d‘insuline ainsi que de I'expression de ses récepteurs dans
le coeur feetal qui déclencheraient une hyperplasie et une hypertrophie des cardiomyocytes feetaux au niveau des
parois et du septum ventriculaires, provoquant donc leur hypertrophie (Raafat et al., 2020 ; Miranda et al., 2018 ;
Bayoumy et al., 2020 ; Bogo et al., 2020 ; Lin et al., 2017 ; Narchi and Kulaylat, 2000 ; Garcia-Flores et al.,
2011). Par ailleurs, certaines de ces études ont aussi directement noté une dysfonction diastolique et/ou
systolique (Balli et al., 2014 ; Bayoumy et al., 2020 ; Dervisoglu et al., 2018), ainsi que de la fibrose au niveau

du septum ventriculaire (Lin et al., 2017) chez le feetus.

Trés peu est encore connu sur les potentiels mécanismes impliqués. En 2019, Musikant a observé une

augmentation de production de collagéne ainsi que de I'expression du facteur de transcription FOXO1 et de deux



de ses génes cibles, Mmp-2 et Cgft (impliqués dans le remodelage de la matrice extracellulaire), et une baisse
des taux de connexine 43 (protéine des jonctions communicantes la plus fréquente au niveau ventriculaire) dans
le ceeur feetal de descendance de rates diabétiques. Il en a déduit que FOXO1 jouerait un réle important dans la
programmation feetal d‘altérations morphologiques et fonctionnelles par le diabéte maternel gestationnel
(Musikant et al., 2019). Enfin, Lin et ses collégues ont aussi émis I'hypothése que I'hypertrophie cardiaque
observée chez des embryons et feetus de méres diabétiques était liée a I'activation des voies de signalisation de
INK, des MAPK impliquées dans les phénomeénes d'apoptose et de fibrose pathologiques dans le cceur (Lin et al.,
2017). Beaucoup reste a faire pour comprendre comment le diabéte de la mere affecte le cceur foetal afin de

prévenir la survenue de pathologies cardiaques chez ces individus.

Parmi tous les facteurs environnementaux étudiés dans le cadre de la programmation feetale d’anomalies

cardiaques, I'obésité maternelle au cours de la gestation est prédominante.

Chapitre 2 : Obésité maternelle, changement d’alimentation
post-natale et effets trans-générationnels

1. Obésiteé : définition et données épidémiologiques

D’aprés I'OMS, I'obésité est définie comme une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle
pouvant nuire a la santé, et est déterminée grace a I'Indice de Masse Corporelle (IMC). Une personne est
considérée comme obeése si son IMC est supérieure ou égale a 30 kg/m2. Au-dela de cette valeur, l'obésité peut
étre classée en 3 degrés de sévérité (I : obésité modérée ; II : obésité sévére ; III : obésité massive ou morbide)
(Tableau 3) avec des risques de développer des maladies de plus en plus élevés (WHO, 2000). Dans le monde,
la prévalence de l'obésité a presque été triplée entre 1975 et 2016, ou I'on estimait le nombre d'adulte (personne
de 18 ans et plus) en surpoids a plus de 1,9 milliard, parmi lesquels plus de 650 millions étaient obéses (environ
13 % de la population mondiale - 11% des hommes, 15% des femmes). C'est pour cette raison que |'obésité est
aujourd’hui considérée comme un probléme de santé publique mondial aux proportions épidémiques (Hales et
al., 2017).
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Classification en fonction de I'indice de masse corporelle

Insuffisance pondérale < 18.5
Eventail normal 18.5 - 24.9
' =250

125.0-29.9

= 30.0
30.0 -34.9

35.0 -39.9
= 40.0

Tableau 3 : Degré d'obésité en fonction de I'Indice de Masse Corporelle (OMS, 2020).

En effet, 'augmentation de I'IMC est associée a une augmentation des risques de développer des
pathologies chroniques comme les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les troubles musculo-squelettiques,
différents types de cancers et le NAFLD (Khan et al., 2018 ; Iliodromiti et al., 2018 ; Al-Goblan et al., 2014 ; King
et al.,, 2013 ; Tomlinson et al., 2016 ; Vucenik and Stains, 2012 ; Polyzos et al., 2019). L'accumulation de tissu
adipeux chez ces personnes tend a induire une inflammation chronique et un métabolisme du glucose et des
lipides altéré, qui sont des mécanismes clés dans le développement de problémes cardiovasculaires, avec
notamment des taux de lipides, d'adipokines et de cytokines pro-inflammatoires circulants anormaux. Ainsi, il est
aujourd’hui connu que I'augmentation des risques cardiovasculaires chez les personnes obéses serait liée a des
taux élevés de triglycérides, de LDL cholestérol, de glucose et d'insuline plasmatiques, des cytokines pro-
inflammatoires comme |'Interleukine-6 et la protéine C-réactive, de faibles concentrations en HDL cholestérol et
en cytokines anti-inflammatoires comme l'adiponectine, et une pression sanguine élevée (Ellulu et al., 2017 ;
Klop et al., 2013 ; Orlando et al., 2019). Par ailleurs, cet état inflammatoire chronique et le déréglement du

métabolisme énergétique ne sont pas sans conséquences pour la descendance de femmes obéses.

2. Obésité maternelle : problemes métaboliques chez la mere
et effets sur la descendance

2.1. Prévalence et problemes gestationnels

La prévalence de I'obésité dans le monde étant en croissance constante, il n’est pas surprenant d'observer
une augmentation du nombre de femmes en age de procréer et étant obéses. En 2016, I'OMS estimait en effet
que 40% des femmes de 18 ans et plus étaient en surpoids, et 13% étaient obéses. Les conséquences de cette
augmentation d'IMC sur la santé de la femme sont nombreuses et font aujourd’hui encore 'objet de plusieurs
études cliniques. Notamment, un aspect important de |'obésité maternelle est son impact sur la gestation et sur
la santé de la descendance, du fait de taux circulant élevés de lipides et/ou glucides, d’hormones et de cytokines
pro-inflammatoires. Les femmes en surpoids ou obéses sont souvent confrontées a des probleémes de fertilité

(menstruations irréguliéres, anovulations, ovocytes de mauvaise qualité, mal développés,..) (Reynolds and
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Gordon, 2018) ainsi que des complications gestationnelles, natales et post-partum. Il a été observé que les
femmes obéses sont plus a risque de développer de I'hypertension artérielle et du diabéte gestationnel, de faire
une pré-éclampsie, une dépression prénatale, un accident thromboembolique, d'avoir un déclenchement du
travail et une césarienne (2 a 3 fois plus de risques comparé aux femmes non obéses) (Kalliala et al., 2017 ; Chu
et al., 2007 ; Sebire et al., 2001). Comparé a des meres non obeses, elles ont aussi plus de risques que leur
enfant soit mort-né ou qu'il décéde peu de temps apres la naissance, a cause de taux accrus de naissances
prématurées (multiplié par 3 chez les femmes obéses), d'asphyxies a la naissance, de morts subites du nourrisson
et d'anomalies congénitales (Nohr et al., 2005 ; McDonald et al., 2010 ; Persson et al., 2014 ; Johansson et al.,
2014 ; Stothard et al., 2009). Par ailleurs, les risques de macrosomie (poids de naissance supérieur a 4000 g)
sont plus élevés chez la descendance de meéres obéses (Gaudet et al., 2014). L'obésité maternelle présente donc
non seulement un risque sérieux pour la santé de la mere, mais aussi pour celle de sa descendance au cours de
la gestation. Mais des données cliniques et expérimentales ont aussi mis en avant que cette obésité maternelle
pouvait avoir des effets plus durables sur la santé de cette descendance, avec de nombreuses pathologies

apparaissant de maniére précoce.

Plusieurs modéles expérimentaux ont été mis au point afin de mieux comprendre l'impact de I’obésité

maternelle sur la descendance, complétant ainsi les études cliniques.

Plusieurs modéles animaux sont utilisés pour étudier I'obésité maternelle et ses effets sur la
descendance : les rongeurs et le mouton sont les plus fréquemment utilisés, mais il existe aussi des modéles de
cochon et de primates non-humains. L'avantage des rongeurs est qu'ils sont capables de devenir obése
rapidement en réponse a un régime obésogene, les portées nombreuses permettent I'étude du dimorphisme
sexuel, les périodes de gestation et de lactation courtes permettent d’avoir des individus matures et plusieurs
générations en peu de temps, et les modifications métaboliques, anatomiques, comportementales et
physiologiques observées sont relativement proches de I'Homme. Pour la souris, la souche C57BI6 est
couramment utilisée, tandis que chez le rat, ce sont les souches Sprague-Dawley et Wistar qui sont fréquemment
étudiées, suivis de prés par les souches Long-Evans et Zucker. Un régime riche en lipides (HF : High Fat) induira
une obésité sans syndrome métabolique, tandis qu’un régime riche en lipides et graisse (HFHS: High Fat High
Sugar) aménera plutot a une obésité couplée a un syndrome métabolique (Fernandes et al., 2016). Des modéles
génétiquement modifiés ont aussi été développé pour obtenir des individus obéses rapidement, souvent en
modifiant I'expression de la leptine (qui est régulatrice de I'appétit et des réserves de graisses) ou de son
récepteur : en l'occurrence, les souris ob/ob sont déficientes en leptine (géne ob), tandis que les souris db/db et
les rats Zucker, Koletsky, ZDF et un croisement Wistar-Kyoto/Zucker (dit « Wistar-Kyoto fatty ») possédent une
mutation sur le géne du récepteur a la leptine. Dans ces cas, les animaux tendent a développer une obésité,
notamment via une hyperphagie qui conduit a une prise de poids importante et rapide (Lutz and Woods, 2012).

Un régime HF au cours de la gestation chez le rongeur est aussi susceptible d'activer la programmation feetale



d’un déséquilibre métabolique et énergétique chez la descendance, avec pour effet une hyperphagie qui aménera
a une obésité chez ces individus nés de méres obéses (Lutz and Woods, 2012). Il est cependant important de
noter que le développement neuronal chez le rongeur s'effectue tot durant la période post-natale et est fortement
stimulé par |a leptine, a la différence de I'Homme et des autres modeles de mammiféres de grande taille ou il se
fait au stade foetal. Or la descendance de mére obese tend a avoir une hypoleptinémie plus ou moins prolongée
aprés la naissance, ce qui peut influencer leur développement (notamment le systéme hypothalamique qui

controle I'noméostasie énergétique et I'appétit) et créer un biais comparé a 'Homme (Reynolds et al., 2017).

Les modéles ovins sont moins utilisés que les rongeurs, mais de nombreuses données obtenues
concernant I'obésité maternelle et ses effets sur la descendance se rapprochent fortement de celles obtenues
chez divers modeles de souris et de rats. Le mouton présente des caractéristiques proches de I'Homme qui sont
intéressantes pour ce type d'étude : une durée de gestation moyenne (environ 147 jours), des portées de un a
deux petits en moyenne, des feetus de tailles et de résistance suffisantes pour de multiples préléevements et
mesures (de la gestation a I'age adulte), ainsi qu’une organogenése et une maturité des organes et systéemes
similaires a I'Homme. En revanche, le mouton est un ruminant et son systéme digestif est de fait différent de
I'Homme, avec une glycémie plus faible ; leur placenta est aussi structurellement différent, de type « cotylédon »,
tandis que 'Homme et les rongeurs ont un placenta de type « discoide » rendant la gestation plus comparable
(Chavatte-Palmer et al., 2016). L'obésité maternelle est généralement induite via une augmentation du volume
des rations ou de I'apport calorique, souvent avant et/ou pendant la gestation (Mihlhausler et al., 2007), et la
souche la plus utilisée est un croisesment Rambouillet/Columbia. Ainsi, plusieurs effets ont déja été observés sur
les fonctions métaboliques et cardiovasculaires de la descendance au stade feetal ou dans les premiers jours a
premiers mois apres la naissance. Néanmoins, encore trés peu d’'études ont été effectuées sur ce modeéle décrivant
les effets de I'obésité maternelle sur une descendance adulte, notamment concernant I'hypertension, I'obésité,

les problemes cardiaques et I'insulinorésistance.

Enfin, le dernier modéle d'obésité maternelle trés utilisé ces derniéres décennies est le modeéle de primate
non-humain. La proximité génétique et le développement de I'obésité chez ces modeles permettent les meilleures
approximations possibles des effets de |'obésité maternelle chez I'Homme, notamment au niveau de la
programmation feetale et des géenes impliqués, et ce, malgré des colits associés, des durées de gestation et des
espérances de vie élevés, et de nombreux autres problémes possibles liés a chaque espéce. L'obésité peut étre
induite via des lésions chirurgicales au niveau de I'hypothalamus (qui provoquent une prise de poids et des
syndromes diabétiques), des traitements hormonaux, I'utilisation de certaines drogues ou encore le gavage forcé,
mais c’est aujourd’hui I'utilisation de régimes controles ou hypercaloriques (Mubiru et al., 2011) qui est préférée,
depuis qu'il a été découvert que ces animaux pouvaient devenir spontanément obése avec I'age en laboratoire
(Hansen, 2014). Ainsi, les macaques rhésus (Macaca mulatta) et cynomolgus (Macaca fascicularis), les vervets
(Chlorocebus pygerythrus) et les saimiris (Saimiri) sont parmi les meilleurs modéles d‘obésité spontanée
(Vaughan and Mattison, 2016) et un panel d'études a déja montré des modifications métaboliques et
comportementales chez des modéles de descendance de meéres obéses (Mubiru et al., 2011 ; Bremer et al.,
2011 ; Kavanagh et al., 2007 ; Astuti et al., 2014).



2.3. Données cliniques et expérimentales : impact sur la
descendance

Pour les modeles animaux, I'obésité maternelle est généralement instaurée par un régime HF pendant
plusieurs semaines (voir plusieurs mois), puis ces femelles sont mises en reproductions avec des males non
obeses afin de ne pas avoir les effets de I'obésité paternelle, qui peut elle aussi influencer le développement feetal
(Sharp and Lawlor, 2019). Les femelles sont ensuite maintenues sous régime HF pendant la gestation et la
lactation, puis la descendance suit un régime contrdle d’animalerie pour ne voir uniquement que les effets de
I'obésité maternelle sur leur santé. Ainsi, grace aux modeles expérimentaux et aux études cliniques, le suivi de
cette descendance de méres obeses a permis de mieux en mieux cerner le développement de troubles chroniques

métaboliques et cardiovasculaires chez ces individus, du stade feetal jusqu'a I'age adulte.

2.3.1. Fonction métabolique de la descendance

a) Données cliniques

Il a été montré qu’en plus de risque de macrosomie, de mort-né et de décés prématuré a la naissance
(Kalliala et al., 2017), la descendance de mére obése était prédisposée a développer précocement de I'obésité,
de l'intolérance au glucose, de l'insulinorésistance et une dyslipidémie a des age particulierement jeunes (enfance
et jeunes adultes) ainsi qu'au stade feetal (Hochner et al., 2012 ; Reynolds et al., 2013 ; Eriksson et al., 2001 ;
Woo Baidal et al., 2016 ; Catalano et al., 2009), le tout associé a des problemes d’hypertension et d'accidents

cardiovasculaires.
b) Données expérimentales

Plusieurs modeéles expérimentaux ont appuyé ces résultats : divers modéles d’obésité maternelle sur
rongeurs ont montré le développement d’'une insulinorésistance, une hyperphagie, de I'hypertension, une stéatose
hépatique et une adiposité élevée chez leur descendance (Samuelsson et al., 2008 ; Samuelsson et al., 2013 ;
Nivoit et al., 2009 ; Saad et al., 2016 ; Stocker et al., 2005 ; Elahi et al., 2009). Au niveau hypothalamique, une
des voies de signalisation impliquée serait la voie de POMC (Kuehnen et al., 2012), dont le géne serait
hypermethylé et la protéine sous-exprimée chez la descendance de mére obése, et ce, dés le stade feetal,
indiguant une altération de voies régulatrices de |'appétit (sous-expression de NPY et AgRP qui freinent
normalement I'appétit) avant la naissance (Prior et al., 2011 ; Marco et al., 2014). Une hyperleptinémie associée
a des changements de méthylation du gene de la leptine et une résistance a la leptine ont aussi été rapporté
(Reynolds et al., 2017 ; Lecoutre et al., 2017 ; Milagro et al., 2009), ainsi qu'une augmentation de marqueurs
pro-inflammatoires et d’insulinorésistance (Fante et al., 2016 ; Taylor et al., 2005 ; Segovia et al., 2014). Les
voies de signalisation de JNK et IKK seraient aussi impliquées, notamment concernant le syndrome hépatique
NASH (Williams et al., 2014). Des résultats similaires et complémentaires ont été obtenus chez les modeles
d’obésité maternelle de mouton (Long et al., 2015 ; Nathanielsz et al., 2013 ; Ford et al., 2009 ; Zhang et al.,
2011 ; Mihlhausler et al., 2007 ; McMillen et al., 2005 ; Prior et al., 2011) et de primates non-humain (Grayson
et al., 2010 ; Aagaard-Tillery et al., 2008 ; Li et al., 2011 ; McCurdy et al., 2009 ; Ganu et al., 2012 ; Suter et
al., 2011 ; Puppala et al., 2018).



Toutes ces études ont la encore permis de valider I'implication de phénoménes épigénétiques dans

'apparition de problémes métaboliques chez la descendance de mere obése.

En association avec ces problémes métaboliques, la descendance de mére obése est susceptible de
développer des troubles cardiovasculaires : il a notamment été observée chez des enfants de mére obése une
dysfonction endothéliale et de I'hypertension artérielle associées a une augmentation des marqueurs pro-
inflammatoires (Mamun et al.,, 2009 ; Lawlor et al., 2004 ; Brunton et al., 2021) ainsi que des anomalies
cardiaques de type hypertrophie ventriculaire et dysfonction contractile du myocarde, qui pourront favoriser le
développement de la maladie coronarienne et augmenter les risques d'infarctus et d'insuffisance cardiaque
précoces (Rankin et al., 2010 ; Brite et al., 2014 ; Madsen et al., 2013 ; Persson et al., 2019 ; Ingul et al., 2016 ;
Guzzardi et al., 2018 ; Toemen et al., 2016), et ce, chez des individus encore jeunes. Néanmoins, encore peu
d'études cliniques effectuées chez I'homme ont permis de suivre la descendance de femmes obéses de la
naissance a l'age adulte afin d‘identifier les mécanismes contribuant a I'apparition précoce de ces probléemes
cardiovasculaires ; plusieurs hypothéses ont été établies grace aux modeles d'obésité maternelle animaux mais

elles nécessitent encore d'étre confirmées chez des patients humains.

De maniére générale chez 'homme, quelques études sur la descendance de meres obéses ont permis
d'identifier des ARNm dont les expressions chez |'adulte, altérées a cause de I'obésité maternelle, sont associées
a la survenue de pathologies cardiovasculaires : I'hypertrophie cardiaque (miR-21, miR-143 et miR-499) et
I'infarctus du myocarde (miR-30c, miR-139 et miR-451) (Da Costa Martins and De Windt, 2012) ; l'insuffisance
cardiaque (miR-21 et miR-223) (Han et al., 2011) ; la fibrose cardiaque (miR-21, miR-499, famille miRs-30 et

famille miRs-133) (Bauersachs, 2010) et enfin le remodelage cardiaque (famille miRs-30) (Duisters et al., 2009).

Des données expérimentales ont aussi été obtenues. Chez le rongeur, il a été montré une corrélation
entre une exposition intra-utérine a I'obésité maternelle et le développement d’'une hypertrophie ventriculaire, de
I'nypertension, une dysfonction endothéliale vasculaire et une dysfonction systolique et diastolique chez la
descendance (Fernandez-Twinn et al., 2012 ; Blackmore and Ozanne, 2015 ; Poston, 2011 ; Loche et al., 2018 ;
Blackmore et al., 2014). Les principaux mécanismes aboutissants a |'apparition de ces anomalies sont encore
sujets a débats quant a leurs roles exacts, mais les plus probants seraient les effets cumulés de
I'insulinorésistance, I'hyperleptinémie, un état inflammatoire chronique, une augmentation du tonus nerveux
sympathique et des modifications épigénétiques multiples qui améneraient a un profil lipidique athérogénique, a
un développement aberrant des cardiomyocytes (rendant le cceur plus sensibles a de nombreux problémes
hémodynamiques précoces) et a une altération de la vasorelaxation endothélium-dépendante, avec une

diminution du nombre de cellules musculaires lisses vasculaires, des artéres plus rigides ainsi qu’une dysfonction



endothéliale (souvent a l'origine de [I'hypertension artérielle, elle-méme source des changements
hémodynamiques néfastes du coeur) (Poston et al., 2011 ; Armitage et al., 2005 ; Taylor et al., 2004 ; Van De
Maele et al., 2018 ; Ojala et al., 2009 ; Samuelsson et al., 2008 ; Drake and Reynolds, 2010). Au niveau
épigénétique, encore assez peu de génes ont été identifiés en particulier, mais plusieurs voies semblent étre
impliquées : la descendance de rates obéses développeraient de I'hypertension avec une réduction de I'expression
du géne de I'AgRP (dont I'expression freine I'appétit) et de STAT 3 au niveau hypothalamique, signes indicateurs
d’une hyperactivité du systéme nerveux sympathique qui peut altérer le tonus rénal et favoriser I'hypertension
artérielle (Henry et al., 2012). Un modéle de descendance de souris obéses aurait aussi présenté une dysfonction
endothéliale a 3 mois, une hypertrophie ventriculaire a 2 mois et une hypertension a 6 mois, le tout associé a
une hyperphosphorylation de protéines impliquées dans les voies de signalisation de l'insuline, dont Akt, mTOR,
ERK et p38MAPK (Blackmore and Ozanne, 2013 ; Fernandez-Twinn et al., 2012), ainsi qu‘a une augmentation du
ratio B-MHC/a-MHC et une sous-expression de SERCA2a au niveau cardiaque, indicateurs d'une dysfonction

contractile précoce des cardiomyocytes (Blackmore et al., 2014 ; Loche et al., 2018).

A ce jour, le modele rongeur est le plus aboutit car encore trés peu d'études ont été effectuées sur les
modeéles ovins et de primates non humains, et encore moins se sont focalisées en particulier sur les origines
épigénétiques des problémes cardiovasculaires de la descendance de mére obése. Parmi tous les mécanismes
sous-jacents évoqués précédemment chez le rongeur, seules une insulinorésistance et une hyperleptinémie ont
été observées chez le mouton né de brebis obése (Nicholas et al., 2016 ; Shasa et al., 2015) potentiellement en
lien avec des concentrations plasmatiques élevées de cortisol ainsi qu’une augmentation d’expression de ses
récepteurs cardiaques (Long et al., 2011 ; Ghnenis et al., 2017). Seule I'insulinorésistance a été mise en avant
chez les primates non humains (Fan et al., 2013 ; Nicholas et al., 2016). Néanmoins, des résultats montrant une
réduction de I'expression du géne de I’AgRP et de STAT 3 au niveau hypothalamique chez le modéle rongeur de
descendance de mére obése ont été corroborés chez le mouton (Mihlhausler et al., 2006), ainsi que chez les
primates non humains (Grayson et al., 2010), oU il a aussi été observée une dysfonction endothéliale (altération
de la vasorelaxation endothélium-dépendante et de la morphologie vasculaire) associée a une surexpression des
ARNm de protéines comme le facteur de croissance endothéliale vasculaire A (VEGFA), le TNF-a et la molécule
d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) (Fan et al., 2013).

Au niveau purement cardiaque, des études effectuées sur des foetus issus de brebis obéses ont révélé
une accumulation de gouttelettes lipidiques dans le myocarde, une altération de la fonction contractile cardiaque
et des changements morphométriques du cceur de type hypertrophique, avec de la fibrose et de I'inflammation.
Certaines de ces études ont par ailleurs pu mettre en évidence I'implication de nombreuses voies de signalisation :
les changements morphométriques ont été associés a des expressions élevées des genes codant pour mTOR,
NFATc3 et la calcineurine A, et a une hyperphosphorylation de Foxo3a, mTOR et NFATc3, qui sont des génes
feetaux dont I'activation contribuerait au développement de I'hypertrophie cardiaque (Fan et al., 2011) ; une
orientation aberrantes des myofibres cardiaques et une inflammation pourraient étre la conséquences d’une
surexpression des protéines inflammatoires TLR-4, des interleukines IL-1a, IL-1B et IL-6, d’'une sous-expression

de NF-kB, et d'une hyperphosphorylation de IkB (Kandadi et al., 2013) ; la fibrose cardiaque feetale a été corrélée



a une sur-activation de la voie du TGF-B (Huang et al., 2010) ; enfin, les anomalies contractiles semblent étre
provoquées en partie par une sur-activation de la PKA et de la CaMKII, par une surexpression de la troponine
cardiaque T et de la tropomyosine, ainsi que par une hyperphosphorylation de la troponine cardiaque I, qui sont
des facteurs indicateurs d'une homéostasie du Ca®* intracellulaire altérée et d’une composition anormale des
myofilaments (Wang et al., 2019). Il est intéressant de noter que malgré ces modifications visibles au stade
foetal, le cceur de ces foetus n'a commencé a montrer des dysfonctions contractiles qu’en cas de surcharge du

travail cardiaque et pas a I'état basal (Wang et al., 2010).

Enfin, les rares études épigénétiques effectuées sur le ceeur de descendance de primates obéses n‘ont
pas encore pu mettre en évidence de voies de signalisation précises. Une étude a révélé que des primates
juvéniles nés de méres obéses et agés de 13 mois avaient un cceur plus gros comparé a des juvéniles nés de
méres non obéses, de méme age et de méme poids corporel ; cette hypertrophie aurait été associée a une
expression anormale de genes associés a I'hypertrophie et la contractilité cardiaque (Roberts et al., 2015) mais
les résultats n’ont pas été publiés. Une seconde étude effectuée chez le babouin (Papio hamadryas) a aussi pu
révéler une dérégulation de I'expression de plusieurs ARNm cardiaques feetaux en réponse a l'obésité maternelle,
dont certains (miR-133a, miR-197, miR-30a, miR-499, et miR-451) avaient auparavant été identifiés dans
certaines pathologies cardiovasculaires humaines, notamment I'hypertrophie cardiaque et I'infarctus du myocarde
(Maloyan et al., 2013).

Ainsi, malgré le manque de nombreuses données chez I'homme, toutes ces études ont permis de mettre
en lumiére les impacts, dont nombreux sont néfastes, de I'obésité maternelle sur la santé de la descendance du
stade feetal a I'dge adulte et les potentiels mécanismes de programmation foetale qui sont impliqués. Mais ces
derniéres années, des observations cliniques ont pu mettre en évidence qu’un changement d’alimentation
post-natale précoce était lui-aussi susceptible de modifier la santé de la descendance a I’dge adulte, notamment

chez les enfants nés de mére obése.

Plusieurs études récentes ont rapporté que les femmes obéses avaient tendance a moins souvent allaiter
leur enfant : d'une part, l'initiation et l'intensité de production de leur lait sont souvent altérées, avec du lait de
moins bonne qualité nutritionnelle et en plus faible quantité, et d'autre part, ces femmes tendent a avoir une
perception négative d’elles-mémes, réduisant leur volonté d‘allaiter (Jevitt et al., 2007 ; Krause et al., 2011 ;
Wojcicki, 2011 ; Amir and Donath, 2007 ; Massov, 2015 ; Hauff et al., 2014). En conséquence, leur enfant doit
étre précocement nourri avec du lait infantile, dont la composition va différer du leur, et il a aussi par la suite
plus de chance d'étre exposé au méme environnement obésogéne que sa mére (Schrempft et al., 2016), ce qui
peut créer un décalage important entre la nutrition intra-utérine et la nutrition périnatale. Les effets de ce

décalage sur la santé de la descendance de mére obése étant encore mal connus, des études se sont donc



consacrées a comprendre I'impact d’'un changement d’alimentation post-natale précoce sur la programmation de

pathologies qui pourraient s'ajouter a celles déja induites par I'obésité maternelle seule.

Chez le rongeur, le changement d'alimentation post-natale observé chez I'nomme est souvent reproduit
en faisant une adoption croisée entre des petits nés de femelles contrbles et ceux nés de femelles obéses a la
naissance, et en modifiant I'alimentation post-sevrage. Des données ont ainsi pu étre recueillies concernant les
fonctions métabolique et vasculaire. Des souris C57B/6 nées de mére contrdle puis adoptées et allaitées par une
mére obése ont développé de la stéatose hépatique (Oben et al., 2010 ; Monks et al., 2018) et une inflammation
du tissu adipeux (Monks et al., 2018) comparé aux petits nés de mére obése allaités par une mére contréle (Oben
et al., 2010), et aux petits nés d’'une mére controle ou obese et ayant été allaité par cette méme mére (Monks et
al., 2018). De plus, des modéles de rat nés de mere controle et allaités par une mere obése ont montré une
augmentation de I'adiposité et une insulinorésistance (George et al., 2019 ; Thamer et al., 2014) ainsi qu'une
résistance a la leptine (Sun et al., 2012 ; Thamer et al., 2014) visible dés I'age de 3 mois, en lien avec de
I'nyperphagie et une altération de I'activité de la voie de POMC (sous-expression des récepteurs a I'insuline et a
la leptine) (Gomes et al., 2018). Ces études ont permis de mettre en évidence le role essentiel de I'alimentation
entre le moment de la naissance et du sevrage sur le développement de pathologies a |'age adulte,
potentiellement déja programmées au cours de la vie feetale. Par ailleurs, il a pu étre montré qu’un régime riche
en graisse apres le sevrage pouvait exacerber les effets négatifs de I'obésité maternelle chez la descendance en
termes de poids du corps (Howie et al., 2009 ; Chen et al., 2012), de métabolisme lipidique (Benkalfat et al.,
2011), de sensibilité a l'insuline (Volpato et al., 2012 ; de Almeida Faria et al., 2017) et au glucose (Tamashiro
et al., 2009), et de dysfonction endothéliale vasculaire (Torrens et al., 2012). Néanmoins, les conséquences d'un
changement d'alimentation post-natale sur la fonction cardiaque restent a ce jour peu explorées et nécessitent

encore de nombreuses recherches.

Outre le changement de régime lui-méme, il semblerait aussi que le développement des anomalies
métaboliques et vasculaires soit modifié selon la période ou le régime riche en graisse a été mis en place. En
effet, Khan et ses collégues ont établi un systéme d'adoptions croisées chez le rat afin d’obtenir 4 groupes de
petits : des petits nés de mére controle et adoptés par une mére controle ou obése, et des petits nés de mére
obése et adoptés par une mere controle ou obése. Ceci dans le but de voir I'impact d’un changement de régime
prénatal, post-natal avant sevrage, ou les 2 en méme temps, sur les fonctions métabolique et vasculaire de la
descendance. Ils ont pu constater que les petits ayant été exposés au régime HF uniquement durant la gestation,
uniquement pendant I'allaitement, et pendant ces 2 périodes, avaient tous développé une hyper-insulinémie a
jeun a I'age de 6 mois. En revanche, bien que leur fonction vasculaire ait elle-aussi été touchée, les modifications
n‘étaient pas équivalentes selon le groupe : les animaux nés de mére obése et allaités par la méme mére ont
ainsi montré la méme altération de la vasodilatation endothélium-dépendante de leurs artéres de résistance que
les animaux nés de meére obése et allaités par une mére contrdle, alors que le groupe né de mére controle et
adopté par une mére obése a présenté un profil vasculaire encore plus détérioré que les autres groupes (Khan et
al., 2005). Ces données tendent a prouver que non seulement la période d’exposition au régime HF est importante

dans la programmation de pathologies, mais aussi que certaines fonctions seraient plus sensibles que d’autres
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aux modifications de I'alimentation post-natale. Mais ces résultats suggérent aussi que 'obésité maternelle aurait
un effet protecteur contre les conséquences d'un passage vers une alimentation riche en graisse aprés la
naissance, et donc que les modifications structurelles et fonctionnelles, induites in utero chez le feetus en réponse
a l'obésité gestationnelle, auraient bien des effets bénéfiques dans le cas ou les environnements pré- et post-

natals restent relativement proches (Khan et al., 2005).

Enfin, des études se sont penchées sur la composition du lait maternel afin de comprendre par quel
mécanisme |'alimentation riche en lipide aprés la naissance peut contribuer au développement de ces anomalies
chez la descendance. Il a été déterminé que le lait de mére obése contenait, entre autres, des concentrations
plus élevées en glucose, en lipides (dont triglycérides), en leptine et en insuline comparé au lait de mere non
obese (Purcell et al., 2011 ; Liang et al., 2016 ; Sun et al., 2012 ; Vogt et al., 2014 ; Gorski et al., 2006 ;
Ellsworth et al., 2018 ; Oben et al., 2010). Il a aussi pu étre noté une teneur en eau plus faible (Bautista et al.,
2016 ; Purcell et al., 2011) et une composition en acide gras altérée, avec généralement : une augmentation de
I'acide arachidonique et des acides gras monosaturés, et une diminution des acides eicosapentaénoique et
docosahexaénoique (Gorski et al., 2006 ; Ellsworth et al., 2018 ; Bautista et al., 2016).

De telles différences semblent vouées a influencer le bon développement post-natal du nouveau-né,

faisant de la composition du lait un élément clé dans la programmation des fonctions essentielles a la vie adulte

de la progéniture.



OBJECTIFS DE LA THESE

Le nombre de personnes obéses augmentant d'année en année, la prévalence de I'obésité maternelle
chez les femmes en age de procréer est elle-aussi croissante. Néanmoins, bien que l'impact de cette obésité
maternelle sur la santé de la mére soit bien connu, les effets de cette exposition in utero sur la santé de sa
descendance, particulierement a long terme, nécessite encore de nombreuses études. Qui plus est, cette
descendance de mére obése est souvent exposée a un changement d’alimentation post-natale précoce car les
meres obéses ont tendance a peu ou pas allaiter. La encore, les conséquences a long terme de ce décalage
d’alimentation ante- et post-natale sur la santé de la progéniture restent tres mal connues.

Aussi, 'objectif de cette thése a été de déterminer si un changement d'alimentation post-natale mis en place
dés la naissance aurait des effets bénéfiques ou délétéres sur la programmation feetale d’anomalies métaboliques,
vasculaires et cardiaques chez la descendance de mere obése. Nous nous sommes plus particulierement focalisés

sur la fonction cardiaque qui demeure encore trés peu étudiée.

Dans un premier temps, les effets de |'obésité maternelle sur 'apparition d'anomalies vasculaires et
métaboliques chez la descendance ont été caractérisés en mettant en évidence que ces anomalies vasculaires
sexe-dépendantes apparaissaient indépendamment des anomalies métaboliques (Guillot and Payen et al., Inter
J Obes, 2021). Pour se faire, la fonction vasculaire de la descendance de meres obéses agée de 4 mois (avant

I'apparition des troubles métaboliques) a été analysée.

Dans un second temps, les effets de I'obésité maternelle sur le développement d’anomalies cardiaques
chez la descendance ont été étudiés, avant |'apparition des troubles métaboliques et vasculaires chez ces
animaux. De plus, les méres obéses n'allaitant que trés peu et leur bébé consommant trés vite du lait infantile,
Iimpact d'un changement d’alimentation post-natale sur I'apparition de ces problémes cardiaques a également
été étudié. Ce changement d’alimentation a été mimé grace a des adoptions croisées effectuées a la naissance :
des animaux nés de méres controles ont été adoptés par une mére obése, et ceux nés de méres obéses ont été
adoptés par une mére controle. L'étude de la fonction cardiaque de la descendance a été réalisée chez des

animaux agés de 2,5-3 mois (Guillot et al., article en cours).
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RESULTATS



PARTIE 1 : Impact de I'obésité maternelle sur la
programmation feetale d’anomalies vasculaires,
indépendamment des anomalies métaboliques chez la
descendance
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Contexte scientifique

Ces derniéres années, de nombreuses études cliniques et expérimentales ont permis de mettre en
évidence qu’un changement de l'environnement intra-utérin au cours de la grossesse peut impacter le
développement foetal en modifiant la structure et/ou la fonction de certains organes (Miranda et al., 2017 ; Kwon
and Kim, 2017). Ces modifications sont des mécanismes adaptatifs dont le but est de permettre un
développement optimal du feetus dans des conditions qui peuvent dans certains cas étre délétéres. C'est ce qu’on
appelle la programmation feetale. Cette derniere met en jeu des mécanismes épigénétiques sensibles aux
modifications environnementales, comme la méthylation de I’ADN ou |'acétylation des histones, permettant une
fine régulation de I'expression de genes foetaux. La méthylation de I’ADN au niveau des cytosines des flots CpG
permet en |‘occurrence d'éteindre de maniere durable I'expression de certains génes, ce qui en fait un acteur
important dans la programmation feetale (Thornburg et al., 2010 ; Tang and Ho, 2007). L'ensemble des
hypothéses associées a la programmation feetale sont aujourd’hui rassemblées sous le terme de DOHaD («
Developmental Origins of Health and Diseases » ou « origines développementales de la santé et des maladies »)
(Rial-Sebbag et al., 2016).

Au niveau mondial, le nombre de personne étant classées comme obéses (Indice de masse corporelle
(IMC) = 30 kg/m?) (WHO, 2000) a atteint un seuil « épidémique », avec une prévalence de femmes en age de
procréer (Lawlor et al., 2012). Naturellement, le nombre d'enfants nés de mere obése augmente lui-aussi de
maniére inquiétante. En plus des problémes de santé directs chez la mére, de récentes études ont laissé
apparaitre que cette obésité maternelle pouvait avoir des effets néfastes sur les fonctions métaboliques et
cardiovasculaires de la descendance. En effet, il a été montré que I'obésité gestationnelle pouvait provoquer une
intolérance au glucose, une insulinorésistance et une dyslipidémie (Hochner et al., 2012 ; Reynolds et al., 2013
; Woo Baidal et al., 2016) favorisant le développement précoce d'une obésité et d'un diabéte de type 2 (Drake
and Reynolds, 2010 ; Fernandez-Sanchez et al., 2011), ainsi que des problémes d’hypertension et d'accidents
cardiovasculaires chez la descendance (Samuelsson et al., 2010). Des études expérimentales effectuées sur le
rat ont par ailleurs montré que ces anomalies cardiovasculaires pouvaient étre provoquées par une altération de
la vasorelaxation endothélium-dépendante dans les artéres de conductance (Armitage et al., 2005) et de
résistance (Khan et al., 2005). Cependant, ces résultats ont été obtenus sur des animaux agés et qui présentaient
déja des troubles métaboliques importants (Taylor et al., 2004), alors qu'il avait été observé que les enfants nés
de mére obése n'étaient pas forcément obéses mais présentaient malgré tout un profil cardiovasculaire délétére
a des ages trés précoces (Frias and Grove, 2012). Or, tout comme la fonction métabolique, la fonction vasculaire
peut étre sujette a des modifications épigénétiques (Abi Khalil, 2014 ; Costantino, 2019). Ceci laisse a penser
que les anomalies vasculaires pourraient étre directement programmées au stade feetal, indépendamment des

anomalies métaboliques.

Les artéres de résistance possedent une vasoréactivité essentielle dans la perfusion des organes et dans
les résistances périphériques, leur donnant un réle majeur dans la régulation de la fonction cardiovasculaire

générale (Intengan and Schiffrin, 2000). Ces artéres sont capables de modifier leur diamétre afin de moduler le



flux sanguin, et ce, grace a des agents biochimiques qui vont jouer sur la vasoconstriction ou la vasodilatation.
Les principaux agents vasorelaxants sont ceux impliqués dans les voies du monoxyde d'azote (NO), de la
prostacycline (PGI2) et des facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHFs) (Losordo et al., 2016). Le
tonus vasculaire peut aussi étre influencé par un mécanisme appelé remodelage vasculaire, qui consiste en un
réarrangement des composants moléculaires et cellulaires de la paroi des vaisseaux (Mulvany et al., 1996). Il est
fréquemment mis en place suite a des modifications hémodynamiques induites par des pathologies métaboliques
(van Varik et al., 2012). Ainsi, les anomalies touchant le fonctionnement et la composition de la paroi de ces
artéres, induites par des troubles métaboliques, sont susceptibles de provoquer un dysfonctionnement des
microvaisseaux, qui pourra ensuite se répercuter sur le reste du systeme vasculaire et étre a l'origine de diverses
pathologies cardiovasculaires (Loufrani and Henrion, 2008 ; Sorop et al., 2017 ; Clough, 2015). Il est donc
impératif de mieux connaitre les mécanismes profonds impliqués dans de telles modifications structurelles et

fonctionnelles dans les artéres de résistance.

Cette premiére étude s’est donc portée sur I'impact de |'obésité maternelle sur la programmation feetale
d’anomalies vasculaires chez la descendance. L'hypothese émise était que des modifications épigénétiques chez
la descendance, induites par I'obésité maternelle, seraient en partie responsables de I'apparition d’anomalies
vasculaires a I'age adulte, et que ces anomalies vasculaires apparaitraient indépendamment des troubles
métaboliques induits par cette obésité maternelle. L'objectif était de démontrer ou non que 'obésité maternelle
pouvait engendrer directement des anomalies vasculaires indépendamment des anomalies métaboliques chez la

descendance adulte, et de caractériser les modifications épigénétiques mises en jeu.
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Abstract

Background/objectives Maternal obesity impacts vascular functions linked to metabolic disorders in offspring, leading to
cardiovascular diseases during adulthood. Even if the relation between prenatal conditioning of cardiovascular diseases by
maternal obesity and vascular function begins to be documented, little is known about resistance arteries. They are of
particular interest because of their specific role in the regulation of local blood flow. Then our study aims to determine if
maternal obesity can directly program fetal vascular dysfunction of resistance arteries, independently of metabolic disorders.
Methods With a model of rats exposed in utero to mild maternal diet-induced obesity (OMO), we investigated third-order
mesenteric arteries of 4-month old rats in absence of metabolic disorders. The methylation profile of these vessels was
determined by reduced representation bisulfite sequencing (RRBS). Vascular structure and reactivity were investigated using
histomorphometry analysis and wire-myography. The metabolic function was evaluated by insulin and glucose tolerance
tests, plasma lipid profile, and adipose tissue analysis.

Results At 4 months of age, small mesenteric arteries of OMO presented specific epigenetic modulations of matrix
metalloproteinases (MMPs), collagens, and potassium channels genes in association with an outward remodeling and
perturbations in the endothelium-dependent vasodilation pathways (greater contribution of EDHFs pathway in OMO males
compared to control rats, and greater implication of PGL in OMO females compared to control rats). These vascular
modifications were detected in absence of metabolic disorders.

Condlusions Our study reports a specific methylation profile of resistance arteries associated with vascular remodeling and
vasodilation balance perturbations in offspring exposed in utero to maternal obesity, in absence of metabolic dysfunctions.

Introduction

Combined clinical and experimental studies clearly
demonstrate that the prenatal environment influences fetal
development [1-3] and has a deep impact on the structure
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as candidate molecular mediators of fetal programming [4].
Because DNA methylation at cytosines of CpG sites indu-
ces long-term gene silencing, this process is one of the
major epigenetic regulation mechanisms [5]. Thus DNA
methylation imprints in developmental programming result
in life-long alterations in gene expression and lead to an
increased risk of obesity or cardiovascular diseases during
adulthood [6].

Obesity reaches epidemic proportions worldwide
increasing the prevalence of obese women of reproductive
age [7]. Clinical studies have investigated the impact of in
utero exposure to maternal obesity on the health of children
and demonstrated that matemal obesity during pregnancy
results in an elevation of blood pressure and cardiovascular
disease in adults [8, 9]. In addition, experimental studies on
rats have shown that this deleterious cardiovascular profile
could be due to altered endothelium-dependent vasodilation
of conductance [10] and resistance [11] arteries. But these
vascular dysfunctions were observed in old animals and
often in presence of increased adiposity [12]. However, the
absence of obesity in children born to obese mothers
(OMO) did not prevent the appearance of deleterious car-
diovascular profiles [13] suggesting direct fetal program-
ming of the vascular system. Similar to metabolic
perturbations being associated with epigenetic modifica-
tions [14], the development of the vascular system is
strongly influenced by epigenetic mechanisms and endo-
thelial function is a key target of reprogramming as shown
in maternal diabetes [15, 16].

Resistance arteries play a key role in the control of
peripheral vascular resistance, tissue perfusion, and, as a
result, in cardiovascular homeostasis [17]. Due to their
vascular tone, resistance arteries are able to increase or
decrease their diameter in order to regulate organ blood
flow. The vasomotor tone is closely linked to mediators
responsible for dilatator mechanisms such as nitric oxide
(NO), prostacyclin (PGl), and endothelium-derived
hyperpolarizing factor(s) (EDHFs) [18, 19]. In addition,
resistance arteries are also able to adapt their wall organi-
zation by a process known as remodeling. Changes in the
hemodynamic environment as observed during metabolic
diseases, induce structural adaptation and remodeling of the
vascular tree [20]. Thus, microvascular abnormalities, both
in structure and function, seem to be a greater precursor to a
wide array of vascular diseases because of their specific
system of mechanotransduction [21, 22]. Even if the rela-
tion between prenatal conditioning of cardiovascular dis-
cases by maternal obesity and the microvasculature begins
to be documented [10-12], little is known about the struc-
ture and function of resistance arteries.

In our study, we investigate epigenetic profile associated
with vascular structure and reactivity of mesenteric arteries
(diameter <200 um) of 4-month old rats in order to

SPRINGER NATURE

determine the impact of in utero exposure to maternal
obesity, independently of metabolic disorders.

Materials and methods
Ethical approval

All experiments were conducted in accordance with the
institutional guidelines (3R principles) and the recommen-
dations for the care and use of laboratory animals of the
French Ministry of National Education, Research and
Innovation. The protocol was approved by the Ethics
Committee of “Pays de Loire” (permit no. 00961.01).

Animal model and in vivo experimental study

Female Sprague-Dawley rats, ~6 weeks of age, were pur-
chased from Janvier Labs and were acclimatized for 7 days
in the laboratory animal husbandry unit (SCAHU, Angers,
France). The animals were housed in individual cages
(1500 cm’® for 3 animals 400-600 g) within a controlled
temperature room (21-23 °C) and maintained under a 12-h
light/dark cycle with free access to water and food. After
this period of acclimation, females were randomized to
either a control diet or a high-fat diet. Five female rats were
fed ad libitum with a standard normal-fat control diet (NF,
8.4% fat, 19.3% protein, 72.4% carbohydrate [w/w],
13.97kJ g", diet code: 3430, Serlab, Compiegne, France)
and seven female rats were fed a high-fat diet during
minimum 12 weeks (HF, 22.6% fat, 23.0% protein, 35%
carbohydrate [w/w], 16.73 kJ g, diet code: 824053, SDS,
Dietex International Ltd., Witham, UK).

Then, each female was mated with a non-obese male.
After weaning, offspring from control mothers (CMO) and
from OMO had access to control diet and tap water ad
libitum. Before 48 h postpartum, all litters were reduced to
eight pups (four males and four females). Each group was
composed of animals born from a minimum of five different
litters (at least two males or two females from each litter per
group without randomization/blinding). All experiments
were performed on 4-month old rats (I month after the
intensive maturation of the vascular structure [23]).

One week before euthanasia, insulin sensitivity and
glucose tolerance were evaluated with ipITT or ipGTT. For
ipITT, a single intraperitoneal (ip) injection (1 IUkg™" of
body weight) of human recombinant insulin (Umuline®,
100 UL ml ™", Lilly, Indianapolis, IN, USA) was delivered
after a 4h-fast. The ipGTT was performed using a single ip
injection of a D-glucose solution (100mg/100 g of body
weight) after an overnight fast. Blood glucose was then
measured from the tail vein just before and 15, 30, 60, and
120 min after insulin or glucose injection, using test strips
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and reader (ACCU-CHEK Go®, Roche, Basle, Switzer-
land). The area under curves (AUC) was calculated using
the trapezoidal rule of Prism 7 software (GraphPad Prism®
Software). At 4 months of age, rats were weighed and
euthanized by carbon dioxide inhalation. For each animal,
eight third-order mesenteric arteries free of fat and adhering
connective tissues were gently dissected: four were frozen
for epigenetic study and four others were placed in a phy-
siological salt solution for vascular reactivity study; among
these four segments, one artery was embedded in Tissue-
Tek (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, the Netherlands)
and frozen in isopentane for histomorphometric analysis.
Blood samples, white adipose tissues, and liver were also
collected.

Methylation profiling of DNA from third-order
mesenteric arteries of 4-month old rats

Genomic DNA was extracted from frozen mesenteric
arteries using a DNA extraction kit (DNeasy Blood and
Tissue Kit, Qiagen, Hilden, Germany) accordingly to the
manufacturer’s protocol. DNA from five animals of four
groups (male and female OMO and CMO) was subjected to
reduced representation bisulfite sequencing (RRBS) (ser-
vice from Diagenode, Cat#G02020000) as described below.

Genomic DNA quality control

DNA concentration of the samples was measured using the
Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). DNA quality of the samples was
assessed with the Fragment AnalyzerTM and the DNF-487
Standard Sensitivity or the DNF-488 High Sensitivity
genomic DNA Analysis Kit (Advanced Analytical, Santa-
Clara, CA, USA).

RRBS library preparation

RRBS libraries were prepared using the Premium RRBS Kit
(Cat# C02030033, Diagenode, Liege, Belgium). In total,
100 ng of genomic DNA were used to start library pre-
paration for each sample. Following library preparation,
samples were pooled together by ten. PCR clean-up after
the final library amplification was performed using a 1.45x
beads: sample ratio of Agencourt® AMPure® XP (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA).

RRBS library pools quality control and sequencing
DNA concentration of the pools was measured using the

Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). The profile of the pools was checked

using the high sensitivity DNA chip for 2100 Bioanalyzer
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). RRBS library pools were
sequenced on a HiSeq3000 (Illumina, San Diego, CA,
USA) using 50 bp single-read sequencing (SR50). Quality
control of sequencing reads was performed using FastQC.
Adapter removal was performed using Trim Galore version
0.4.1. Reads were then aligned to the rat reference genome
mS5 followed by methylation calling using Bismark v0.16.1
[24].

Bioinformatic analysis

Results were analyzed by MethylKit (v1.8.0). First,
methylated and unmethylated cysteines (Cs) in CpG context
were read in Cs with 10< reads were kept. Differentially
methylated sites (DMSs) were extracted by using the “cal-
culate DiffMeth() function”, a logistic regression-based
method. The over-dispersion correction option was selected
and the Chi-squared test was chosen, as it was suggested by
the creators of MethylKit [25]. The results were filtered by
the ¢<0.01 significance value. DMSs were annotated
according to the type of genomic region they are located
(promoter, exon, intron, intergenic or CpGisland, shore,
other). Hypo- and hyper-methylated chromosomal positions
were further annotated to obtain the nearest ENTREZ and
RefseqIDs, Gene Names. Moreover, the analysis was per-
formed with GOrilla (web-based application) for identifying
and visualizing enriched GO terms in the ranked list of
genes (Gene Ontology enRIchment anaLysis and visuaLi-
zAtion tool) [26]. We selected GO terms with a significant
FDR g-value (corresponding to the correction of the p-value
for multiple testing of 14464 GO terms).

Histomorphometric analysis of third-order
mesenteric arteries of 4-month old rats

We used 7 pm sections of mesenteric arteries. Internal dia-
meter, medial cross-sectional area (MCSA), and intima-
media thickness (IMT) were determined by staining sec-
tions with orcein. The vascular smooth muscle cells
(VSMCs) number was determined based on specific nuclei
shape (elongated ovoid-shaped nuclei) coupled to DAPI-
positive staining, a-smooth-muscle actin (monoclonal anti-
a-smooth-muscle actin, A2547, lot #128M4881V, 1/1000,
Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA)-positive and CD45
(polyclonal anti-CD45, sc-1121, lot #C0212, 1/200, Santa
Cruz Biotech, Dallas, TX, USA)-negative immunostaining.
Afterimage acquisitions (Nikon Eclipse E600 microscope,
Sony camera), analyses were performed using Imagel]
software (NIH, USA). Three different images of the
mesenteric artery for one animal were analyzed and then
averaged to obtain one value per animal.
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Vascular reactivity of third-order mesenteric arteries
of 4-month old rats

Vascular function was assessed by studying the reactivity of
4-month old rats isolated second-order mesenteric arteries.
Four arterial segments (2mm long) from one animal were
dissected and mounted on a wire-myograph (DMT, Aarhus,
Denmark). Then two tungsten wires (25 um diameter) were
inserted into the lumen of the artery and fixed respectively to
a force transducer and a micrometer. All mesenteric arteries
were bathed in a 5 ml organ bath containing a physiological
salt solution (130.0 mM NaCl, 3.7mM KCI, 1.2 mM MgSO;,
14.9 mM NAHCOj3, 1.6 mM CaCl,, 5.0 mM HEPES, 1.2 mM
KH,P0,, and 11 mM glucose) maintained at a pH of 7.4, a
pO, of 160 mmHg and a pCO, of 37 mmHg. After wall
tension normalization at 90 mmHg to approximate the in vivo
transmural pressure [27, 28], mesenteric arteries were allowed
to stabilize for 30 min. The ability of the four segments of
mesenteric arteries to contract was first tested with KCI
(80mM) and secondly with a cumulative concentration-
response curve to phenylephrine (PE 1nM to 10 uM). Then
the integrity of the endothelium was tested using acetylcho-
line (ACh, 1puM) after precontraction with PE (1 uM). After
washout, the four arteries were precontracted with PE to a
level approximately equivalent to 80% of the maximal
response, and vasorelaxation was assessed with a cumulative
dose-response curve of ACh (InM-10uM). Then, ACh-
induced vasorelaxation of the first segment was tested in the
presence of N S-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
100 uM, NO synthase inhibitor); ACh-induced relaxation of
the second segment was tested in presence of L-NAME +
indomethacin (L-NAME + INDO; INDO, 10uM, COX
inhibitor); ACh-induced relaxation of the third segment was
tested in presence of KCI25 (25 mM, EDHF blockade) and
finally, ACh-induced vasorelaxation of the last segment was
tested in presence of L-NAME + INDO + KCI25. At the end
of the experiment, endothelium-independent vasorelaxation
was studied with a cumulative dose-response curve of sodium
nitroprusside (SNP, 1nM to 10uM) in the four different
artery segments. All reagents were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Data were expressed as a %
relaxation of PE-induced precontraction.

Metabolic analysis of 4-month old rats
Plasma measurements

Metabolites and insulin were measured in plasma. Total
cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), low-density
lipoprotein (LDL), and triglycerides were measured using a
C16000 chemistry analyzer (Abott®, Chicago, IL, USA) at
the Biochemistry Laboratory of the University Hospital of
Angers. Insulin was measured using the Rat Ultrasensitive
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Insulin ELISA kit (80-INSRT-EO1, Eurobio, Courtaboeuf,
France) according to the manufacturer’s instructions.

White adipose tissue analysis

Visceral (perigonadal and perirenal) and subcutaneous
(inguinal) white adipose tissues were collected; fat pad mass
was determined than was fixed in 4% paraformaldehyde
during 24 h before embedded in paraffin. Consecutive tissue
sections (7 um) were used for hematoxylin and erythrosine
staining in order to measure adipocyte-area distributions
after image acquisition (Nikon Eclipse E600 microscope,
Sony camera). The measurement of adipocyte area was
realized with ImagelJ software (NIH). Six different sections
of each adipose tissue were analyzed for one animal and
then averaged to obtain one value per animal.

Statistical analysis

All results are presented as means = SEM compared using
Mann-Whitney test. Means of the groups at different time
points or different concentrations (ipITT, ipGTT, adipocyte
area, vascular reactivity curves) were analyzed using a two-
way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple compar-
isons test. Values of p<0.05 were considered to be sig-
nificant. All statistical analyses were performed using
Prism7 software (GraphPad Prism® Software, San Diego,
CA, USA), including the comparison of variances.

Results
Impact of HF diet on mothers

After a minimum of 12 weeks of HF diet, obese females
have a higher body weight than control females (383.8 +
72g vs. 333.0+£20.6g, p<0.05) associated with an
increase of visceral and subcutaneous adiposity (Supple-
mental Fig. la), but without impact on insulin sensitivity
@GpITT glucose AUC (0-120 min): 480.9£22.67 vs.
375.9+10.32, ns) or glucose tolerance (ipGTT glucose
AUC (0-120min): 1019.0+40.7 vs. 860.4+20.4, ns)
(Supplemental Fig. 1b) and vascular reactivity (Supple-
mental Fig. Ic, d). These results show a moderate level of
obesity in our model reflecting clinical observations.

Modifications of the methylation pattemn of genes
involved in the structure and function of mesenteric
arteries in 4-month old male and female offspring
from OMO

The analysis of DNA methylation changes of mesenteric
arteries between OMO and CMO after bisulfite treatment
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Fig. 1 DNA methylation profile of mesenteric arteries of 4-month
old OMO males and females. a Volcano plot of differences in DMSs
methylation between OMO and CMO males and females (n =5 per
group). The red dots represent differentially methylated sites (DMSs)
among the 836,051 probes in males (left panel) or 692,139 probes in
females (right panel). b Genomic localization of hyper- and hypo-

showed 1850 hyper- and 1710 hypo-methylated DMSs
among 836,051 CpGs sites in male offspring, and 2151
hyper- and 1827 hypo-methylated DMSs among 692,139
CpGs sites in female offspring (Fig. 1a). Both hyper- and
hypo-methylated DMSs were found preferentially in inter-
genic sequences and intronic regions with a similar profile
between male and female offspring (Fig. 1b). However, we
observed a 1.8-fold increase of hypo-methylated DMSs in
gene promoters compared to hyper-methylation both in
males and females (Fig. 1b).

In OMO males, the GO enrichment analysis of hyper-
and hypo-methylated DMSs showed an over-representation

methylated DMSs of male (top panel) and female (bottom panel)
OMO compared to CMO rats. ¢ Identification of GO terms sig-
nificantly overrepresented in differentially hyper- or hypo-methylated
DMSs of OMO males and females compared to CMO rats. d Genes of
interest with methylation difference between OMO and CMO.

of genes implicated in development and adhesion pro-
cesses, cell signaling, signal transduction, and calcium
transport (Fig. 1c). The genes with the greatest difference
in methylation are those involved in vascular structure and
function. For example, collagens (e.g., Col4a3, Coll7al)
were strongly hyper-methylated although laminin and
fibrillin-2 sequences were hypo-methylated (Fig. 1d).
These modifications were associated with the hypo-
methylation of genes coding for matrix metalloprotei-
nases (Mmp2 and Mmp9) (Fig. 1d). We also detected
DMSs incorporated in genes regulating mesenteric artery
function with a hypo-methylation of potassium channels
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Table 1 Histomorphometric analysis of mesenteric arteries in 4-month old males and females.

Male Female

CMO OoMO CMO OMO
Internal diameter (um) 126.7+20.5 156.3 +15.7* 105273 1395 15.3%%*
MCSA (um?) 1426.6£3197.1 21768 + 5308.1* 10532.4+761.5 15650.8 + 2435.0%+*
IMT (um) 220+3.1 26.1+43 200+1.1 223426
VSMC number 57+05 57+05 5.0+0.1 6.0 £0.4*

Orcein staining of the mesenteric artery (magnification x4, scale bar = 100 pm).

MCSA media cross-sectional area, IMT intima-media thickness, VSMC vascular smooth muscle cell.

*P<0.05, ¥**OMO vs. CMO. Data are mean+SEM, n =6 per group.

genes (e.g., kenj4, kene3) and the neuronal NO synthase
(Nosl) (Fig. 1d).

In OMO females, the most over-represented GO terms
among hyper-methylated DMSs were related to synapse
organization and cell signaling although the most over-
expressed GO term among hypo-methylated DMSs corre-
sponded to anatomical structure morphogenesis (Fig. Ic).
We found a hyper-methylation of genes coding for extra-
cellular matrix (ECM) proteins as collagens (e.g., Col4al or
Col5al) or laminin alpha-5 (Lama5). In addition, we
observed a hyper-methylation of the angiotensin receptor 1
(Agtrla) gene and a hypo-methylation of guanylate cyclase
1 B 2 (Gucylb2) gene, both were implicated in the vascular
function.

Remodeling of mesenteric arteries appears in a sex-
dependent manner in 4-month old male and female
offspring from OMO

In OMO offspring, we detected an outward hypertrophic
remodeling of mesenteric arteries characterized by increases
of the internal diameter and the MCSA (Table 1). Inter-
estingly, in OMO males, this hypertrophic wall remodeling
appears without modification of the number of VSMCs,
unlike OMO females where hypertrophic remodeling is
correlated to an increase of the VSMCs number pro-
portionally to the growth of the vessel (~+25%) (Table 1).

Vasodilator pathways in mesenteric arteries are
modified in a sex-dependent manner in 4-month old
male and female offspring from OMO

We studied vascular reactivity in segments of mesenteric
arteries of 4-month old male and female offspring. We first

analyzed global vasoconstriction and vasorelaxation. Both

SPRINGER NATURE

in OMO males and females, KCI- or PE-induced smooth
muscle cell-dependent vasocontraction was similar to CMO
groups (Fig. 2a, b). Similarly, global endothelium-
dependent (ACh) or endothelium-independent (SNP)
vasorelaxation was not altered in OMO males and females
compared to CMO groups (Fig. 2c, d).

We then analyzed the relative contribution of the three
different vasoactive pathways involved in the endothelium-
dependent relaxation of mesenteric arteries. Blocking NO
production with L-NAME induced the same decrease of
maximal response to ACh-induced vasorelaxation
(~—20%) in OMO and CMO males and females (Fig. 3a, e)
showing an equivalent implication of this pathway in
mesenteric artery vasorelaxation. In males, the vasodilator
response to ACh in presence of L-NAME + INDO was not
significantly different between the two groups (Fig. 3b).
Thus, the contribution of the COX/PGI, pathway (blocking
by INDO) is similar between OMO and CMO males.
Interestingly in OMO males, we detected an altered ACh-
induced vasodilator response with a reduced maximal
response (Emax = —35% between OMO and CMO, p <
0.05) after blockade of EDHFs with KCI25 (Fig. 3c). This
observation suggests a stronger involvement of the EDHFs
pathway in mesenteric artery endothelium-dependent
relaxation compared to CMO males. Conversely, in OMO
females, vasodilator response to ACh in presence of L-
NAME + INDO was reduced (Emax =—42% between
OMO and CMO, p<0.01) (Fig. 3f) whereas the ACh-
induced vasodilator response in presence of KCI25 was not
modified (Fig. 3g). These results show a greater involve-
ment of the cyclooxygenase/PGl, pathway in mesenteric
artery endothelium-dependent relaxation of OMO females.
Finally, ACh-induced vasorelaxation was totally inhibited
by L-NAME + INDO + KCI25 both in male and female
offspring mesenteric arteries (Fig. 3d, h).
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Fig. 2 Vascular reactivity of mesenteric arteries in CMO and
OMO males (top panel) and females (bottom panel) at 4 months of
age. Global vasoconstriction responses to KCl 80 mM or cumulative
doses of phenylephrine (PE) performed in CMO and OMO males (a)

Metabolic analysis does not show perturbations in 4
month-old male and female offspring from OMO

At birth, there was no difference in body weight between
OMO and CMO (OMO: 7.52+0.17g vs. CMO: 7.06 +
0.15 g, n=22 per group) and in litter size (OMO: 8.1+ 1.1
pups/L vs. CMO: 7.8 + 2.4 pups/L). However, at 4 months
of age, while OMO and CMO males had similar growth with
no difference in body weight and tibia length (Table 2),
OMO females had a lower body weight associated with a
significantly smaller tibia length indicating growth retarda-
tion compared to CMO females (Table 2).

Male and female offspring exposed in utero to maternal
obesity did not show any difference in blood glucose and
plasma insulin levels compared to CMO (Table 2). These
animals also presented similar plasma levels of total cho-
lesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, and triglycer-
ides compared to CMO (Table 2). Moreover, OMO males

and females (b). Global vasodilation responses to cumulative doses of
acetylcholine (ACh) or Sodium nitroprusside (SNP) in CMO and OMO
males (¢) and female (d) offspring. Values are means+ SEM (n= 13
CMO and 11 OMO males; n= 12 CMO and 15 OMO females).

presented normal responses to the glucose and insulin tol-
erance tests although OMO females presented a greater
glucose tolerance without modification of insulin sensitivity
(Table 2). In addition, analysis of OMO males and females
white adipose tissues did not show any modification neither
in subcutaneous nor in visceral adipose tissue weight
compared to CMO (Fig. 4a). Adipocyte area repartition of
both subcutaneous and visceral adipose tissues was also
similar between the two groups (Fig. 4b).

Discussion

The present study shows that perinatal exposure to maternal
obesity induces specific epigenetic gene modulations of
MMPs, collagens, and potassium channel genes of resis-
tance arteries, in presence of outward remodeling and sex-
ual dimorphism of vasodilator pathways. These vascular
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4 months of age. Vasodilation responses to cumulative doses of
acetylcholine (ACh) in presence of (a, €) N ®-nitro-L-arginine methyl
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Table 2 Physiological
development, glucose

metabolism, and lipid profile of

4-month-old male and female
offspring born to control
mothers (CMO) or obese
mothers (OMO).

dysregulations are observed in the absence of metabolic

dysfunction.

The study was performed on 4 month-old rats (corre-
sponding to 9 human years [29]) because we and others

SPRINGER NATURE

with indomethacin (L-NAME + INDO), (¢, g) KCI 25 mM (KCI25) or
(d, h) N S-nitro-L-arginine methyl ester associated with indomethacin
and KCI 25 mM (L-NAME + INDO + KCI25). Values are means +
SEM (n= 13 CMO and 11 OMO males; n = 12 CMO and 15 OMO
females). *P<0.05, **P<0.01, and ***P < 0.001 OMO vs. CMO.

Male Female

CMO OMO CMO OMO
Bodyweight (g) 567.7+10.5 5634+ 12.1 324.5+8.7 308.1+5.7
Tibia length (cm) 4.33 +0.04 4.36+0.04 4.02+0.03 3.88 +0.04*
Insulin (ng mg ') 2.66+1.19 248+ 1.01 2.83+1.42 2.07+0.85
Blood glucose (mmol L") 7.69 £0.34 8.17+0.46 9.45+1.04 7.06+0.25
ipGTT
Glucose AUC (0-120 min) 756.8 +13.6 7435+7.3 817.8+9.3 750.7+7.7*
ipITT
Glucose AUC (0-120 min) 470.0 145 437.2+9.3 135.3+189 137.5+9.6
Total cholesterol (mmol L") 2.59 £0.09 2.36+0.05 2.68 +0.07 237+0.13
HDL cholesterol (mmol L") 0.64 £0.03 0.64+0.05 0.80+0.20 0.76 +0.08
LDL cholesterol (mmol L") 0.93+0.13 0.63+0.84 0.70+0.25 0.60+0.13
Triglycerides (mmol L") 2.24+0.19 2.37+0.10 2.50+0.50 2.16+0.28

*P<0.05 OMO vs. CMO; Data are mean+ SEM (7 = minimum 7 per group).

have shown immature vascular tone of resistance arteries
before 1 month of age (unpublished data and [30]). In
addition, the absence of metabolic disorders in our experi-

mental

model

allowed us

to study direct

vascular
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Fig. 4 White adipose tissue analysis of CMO and OMO males and
females at 4 months of age. a Male and female subcutaneous (tor
panel) and visceral (bottom panel) adipose tissue (AT) weights in
CMO and OMO rats. b Examples of light microscopy images of male

programming independently of metabolic disorders which
are known to impact vascular function [31].

In our study, we demonstrated structural modifications of
resistance arteries in OMO (i.e., increase of internal dia-
meter and MCSA). Clinical studies have also reported
vessel structure modifications with a positive correlation
between maternal body mass index and children’s aortic
remodeling [32, 33]. One of the molecular mechanisms that
could explain an outward hypertrophic remodeling
observed in OMO males would be the epigenetic modula-
tions of MMPs and collagens [34]. MMPs 2 and 9 are
implicated in the degradation of the ECM, and by this way,
regulate vascular wall remodeling [35, 36]. Thus, the hypo-
methylation of DMSs specific to MMPs could reflect an
over-expression of the corresponding genes. Conversely,
DMSs specific to MMPs are hyper-methylated in OMO
females mesenteric arteries suggesting that this pathway is
not involved; in this case, the increase of VSMCs number

D 3000 6000 9000 12000 1000 18000
Adipocyte area (um)

(top panel) and female (bottom panel) adipose tissue sections (mag-
nification X4, scale bar 100pm) associated with adipocyte area
quantification in CMO and OMO rats. Values are means = SEM (n =
7-15 animals per group).

could explain the outward remodeling. Thus maternal
obesity induces remodeling in all offspring with different
molecular mechanisms according to sex. Interestingly, we
detected a wide hyper-methylation of several types of col-
lagen (e.g., collagens IV, V, or VII) suggesting a decreased
expression of these genes. Even if it is well established that
exposure to maternal obesity enhances collagen accumula-
tion in skeletal muscles or in the myocardium [37, 38], a
decreased collagen content is often observed in cerebral
vasculature of dams exposed in utero to maternal high fat
diet [39] or during the development of abdominal aortic
aneurysm induced by high-fat diet [40]. Nevertheless, other
mechanisms can be considered. Indeed the development of
an early vascular remodeling directly influenced by the
nutritional environment, independently of these epigenetic
modifications cannot be ruled out as a clinical report in term
newboms showed no association between epigenetic age
acceleration and large vessel thickening [41].
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In parallel to structural modifications, our study high-
lighted an impaired endothelium-dependent vasodilation
balance prior to the development of metabolic abnormalities.
Interestingly, our study reports that this abnormal
endothelium-vasodilation balance of resistance arteries is
influenced by gender, similarly to many studies that showed
sexual dimorphism in metabolic outcomes in animals
exposed in utero to maternal obesity [42]. In OMO males,
we demonstrated an increased involvement of the EDHFs
pathway in the relaxation of mesenteric arteries of 4-month
old rats. The EDHFs pathway involves activation of
calcium-dependent potassium channels by ACh, leading to
K™ efflux and thus to membrane hyperpolarization [43].
Using KCI at a dose of 25 mM blocks EDHFs-induced
vasorelaxation and decreased the maximal vasodilator effect
in response to ACh. The hypo-methylation of potassium
channels genes that we detected during the epigenetic ana-
lysis strengthened these functional results. In OMO females,
by using L-NAME + INDO, we observed a decreased
maximal vasodilator response induced by Ach; as the NO-
induced vasodilation response is similar between OMO and
CMO, our result implies a greater involvement of the PGI,
pathway (main COX component-induced vasodilation [44])
in the endothelium-vasodilation balance of small mesenteric
arteries compared to CMO. Moreover, OMO females exhibit
adaptive vascular mechanisms to preserve dilator function as
suggested by epigenetic modulations with hypo-methylation
of guanylate cyclase and hyper-methylation of ATIR. Only
a few studies focused on the impact of maternal obesity on
resistance arteries function in male and female offspring.
Two studies demonstrated a reduced global vasorelaxation
due either to a reduction in NO function compensated by an
increased EDHF function [45] or to an impaired EDHF-
mediated vasorelaxation both in male and female offspring
of dams fed a high-fat diet [12]. In our model, we did not
observe any impact on global relaxation; the endothelium-
vasodilation imbalance is not sufficient to alter global
resistance arteries reactivity; but it could be rapidly wor-
sened by the hypertrophic remodeling in OMO and con-
tribute, later in life, to the development of cardiovascular
diseases.

Independently of epigenetic modulation, alteration of
ECM could directly influence vascular reactivity as it has
been demonstrated that ECM determines cell-cell commu-
nication [46]. Myoendothelial coupling is involved in small
arteries and arterioles endothelium-dependent hyperpolar-
ization and then in relaxation [47]. Therefore, changes in
ECM structure is likely to change the nature of this inter-
cellular communication and hence the type of mediators
[48]. Furthermore, our findings suggest differences in the
changes in ECM structure found in mesenteric arteries
between males and females could affect the type of med-
iator involved in endothelium-mediated relaxation.

SPRINGER NATURE

In conclusion, our study demonstrated that exposure to
maternal obesity is able to program resistance arteries
structure and function of offspring probably via epigenetic
modulations of genes related to ECM, cell adhesion and
signal transduction. These modifications are no related to
metabolic dysregulations. Thus, our results suggest that it
would be important not only to monitor metabolic function
but also to follow the endothelial function of resistance
arteries. Indeed, it would seem that acting on metabolic
disorders would not be sufficient to protect vascular func-
tion and then to prevent cardiovascular diseases later in life.
This would limit the harmful effects induced by maternal
obesity in terms of metabolic and cardiovascular diseases
and lead to personalized medicine.
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Annexe :

Supplemental material. Metabolic and vascular profile of obese mothers (OM) compared to control mothers (CM). (a) Body weight follow-
up from the beginning of high-fat diet to the weaning of pups (top panel) and visceral / subcutancous fat weight (bottom panel) ; (b) fasted
plasmatic glucose and insulin associated with glucose (ipGTT) and insulin (ipITT) tolerance tests; (c¢) Global vasoconstriction responses to KCl
80mM or cumulative doses of Penylephrine (PE) and vasodilation responses to cumulative doses of Acetylcholine (ACh) or Sodium nitroprusside
(SNP) ; (d) Vasodilation responses to cumulative doses of Acetylcholine (ACh) in presence of N G-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), N G-
nitro-L-arginine methyl ester associated with indomethacin (L-NAME + INDO), KCI 25mM (KCI25) or N G-nitro-L-arginine methyl ester
associated with indomethacin and KCI 25mM (L-NAME + INDO + KCI25). Values are means = SEM (n=5 CM and 7 OM).
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Discussion

Notre étude est la premiere a mettre en évidence I'apparition d‘anomalies vasculaires en absence
d’anomalies métaboliques chez le rat né de mére obése. D'autre part, cette exposition in utero a |'obésité
maternelle induit des altérations épigénétiques de facon sexe-dépendante, touchant des genes codant pour des
metalloprotéineases (MMPs), des collagénes et des canaux potassiques dans les arteres mésentériques. Ces
modifications géniques sont associées a un remodelage excentrique et a une inversion des principales voies
vasodilatatrices chez les males et les femelles. Les résultats obtenus sur des rats nés de mere obese (OMO) et
agés de 4 mois ont en effet révélé des modifications morphologiques de leurs artéres mésentériques, avec une
augmentation du diameétre de la lumiére ainsi que de |'aire transversale de la média qui traduisent un remodelage
vasculaire de type excentrique hypertrophique. Chez les males OMO, ce remodelage peut étre expliqué par les
modifications épigénétiques observées au niveau de protéines de la matrice extracellulaire, les MMPs et le
collagéne (Hopps and Caimi, 2012). En effet, MMP 2 et 9 en particulier sont impliquées dans la dégradation de
cette matrice et sont importantes dans le remodelage de la paroi vasculaire (Martinez-Lemus and Galifianes,
2011 ; Belo et al., 2015). Ainsi, I'hypo-méthylation des genes codant ces MMPs peut se traduire par une
surexpression de ces protéines, amenant a la dégradation de la matrice extracellulaire et donc au remodelage
des artéres mésentériques. Néanmoins, chez les femelles OMO, I'nyper-méthylation de ces génes suggére
I'implication d’un autre mécanisme, a savoir la prolifération des cellules musculaires lisses dans la paroi des
arteres mésentériques de ces animaux. Ainsi, I'obésité maternelle induit un remodelage vasculaire chez la
descendance, via des mécanismes sous-jacents différents selon le sexe. Des mécanismes autres que des
modifications épigénétiques ne sont cependant pas a exclure. En effet, la matrice extracellulaire joue un réle
important dans les communications de cellule a cellule, particulierement entre les cellules endothéliales et les
cellules musculaires lisses vasculaires (Ponticos and Smith, 2014). La transmission de médiateurs entre ces
cellules est indispensable a la vasoréactivité, notamment dans le cas des artéres de résistance ; un changement
de composition de cette matrice extracellulaire est donc susceptible de changer les interactions intercellulaires,
ce qui peut influencer le type de médiateurs impliqués dans la vasoréactivité (Garland and Dora, 2017). Les
différences de structure de la matrice entre males et femelles pourraient elles aussi impacter le type de

médiateurs mis en jeu.

En plus de ces changements structurels, notre étude s'était également intéressée a la vasoréactivité des
artéres de résistance et a mis en avant une atteinte dans la vasorelaxation endothélium-dépendante apparaissant
avant le développement d’anomalies métaboliques chez la descendance de mére obése agée de 4 mois. Ce
déséquilibre fonctionnel semble la aussi se manifester de maniére sexe-dépendante. Ainsi, les males OMO
présentent une plus grande implication de la voie des EDHFs : l'induction de la réponse vasodilatatrice par
I'acétylcholine était fortement diminuée suite au blocage de cette voie avec du KCl 25mM. Ceci a été associé au
niveau épigénétique a une hypo-méthylation des génes codant pour les canaux potassiques calcium-dépendant
vasculaires, traduisant une augmentation de leur expression. Or, ces canaux font partie des divers acteurs de la
voie des EDHFs et sont responsables de I'hyperpolarisation de la membrane des cellules musculaires lisses (Haddy

et al., 2006 ; Webb and Bohr, 1978), validant ainsi les observations précédentes. Comparativement chez les
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femelles, la vasorelaxation induite par I'acétylcholine était cette fois fortement diminuée en présence simultanée
de L-NAME (inhibiteur de la eNQOS, voie du NO) et d'INDO (inhibiteur des COX, voie de la PGI.), alors que la
réponse vasodilatatrice seulement induite par le NO était proche entre OMO et animaux contrdles, démontrant
une implication plus importante de la voie de la PGI2 par rapport aux autres voies. A ces observations s'ajoute
une hypo-méthylation de la Guanylate Cyclase (impliquée dans le fonctionnement de la voie du NO) et une hyper-
méthylation du récepteur de type 1 de I'angiotensine II (AT1R, impliqué dans la vasoconstriction), suggérant la

mise en place de mécanismes ayant pour but de préserver la fonction vasodilatatrice des artéres mésentériques.

En conclusion, il a ainsi été démontré que I'obésité maternelle pouvait induire la programmation feetale
d’anomalies structurelles et fonctionnelles des artéres de résistance chez la descendance, et ce, en absence de
dysfonctions métaboliques. Ces anomalies auraient pour origine la mise en place potentielle d'altérations
épigénétiques modifiant la composition de la matrice extracellulaire, I'adhésion cellulaire ainsi que la bonne
transduction des signaux myo-endothéliaux. Ces résultats suggérent que les suivis médicaux effectués sur la
descendance de mére obése devraient a présent non seulement traiter les problemes métaboliques, mais aussi
porter une attention toute particuliere aux anomalies vasculaires, en se focalisant en particulier sur la fonction
endothéliale des artéres de résistance, puisque prévenir les troubles métaboliques ne semble pas empécher le
développement de problémes vasculaires. Par ailleurs, bien que les modifications observées ne soient pas
suffisantes pour altérer la vasoréactivité globale des artéres de résistance chez les males et femelles OMO, les
déséquilibres de la vasodilatation endothélium-dépendante pourraient cependant s'aggraver avec le temps et
contribuer a I'apparition précoce de maladies cardiovasculaires. Il est donc indispensable de continuer I'étude des
fonctions métabolique et vasculaire chez la descendance de mere obése a des ages cette fois plus avancés, mais
aussi de se concentrer sur la fonction cardiaque. Plusieurs études ont en effet révélé que la descendance de mére
obése pouvait développer dés le stade feetal une hypertrophie ventriculaire (Fernandez-Twinn et al., 2012 ; Wang
et al., 2010), une dysfonction cardiaque (Blackmore et al., 2014 ; Wang et al., 2019 ; Loche et al., 2018), une
inflammation ou encore une fibrose du myocarde (Huang et al., 2010 ; Ghnenis et al., 2017 ; Kandadi et al.,

2013), mais encore peu d'études ont corrélé anomalies métaboliques et cardiaques a des ages plus avancés.



PARTIE 2 : Impact de I'obésité maternelle et de
I'alimentation post-natale sur la programmation foetale
d’anomalies cardiaques chez la descendance

“"Maternal obesity and postnatal diet modification have no impact
on cardiac function in adult male and female offspring.”

Guillot, A., Tamareille, S., le Corre, C., Henrion, D., Prunier, F.
and Fassot, C.

En cours d’écriture et sera soumis a « International Journal of
Obesity » (IF 4,4)



Contexte scientifique

Il est aujourd’hui connu que des changements de I'environnement dans lequel un feetus se développe
peuvent avoir des effets qui se prolongeront jusqu’a sa vie adulte, en modifiant la structure et/ou la fonction de
certains organes clés (Miranda et al., 2017 ; Kwon and Kim, 2017). Cette programmation feetale des fonctions
biologiques en réponse aux variations du milieu intra-utérin, particulierement les changements nutritionnels, est
mise en place trés tot dans la vie foetale grace a plusieurs mécanismes épigénétiques (méthylation de I’ADN,
modifications des histones, ARNm) principalement (Stevenson et al., 2020). Par la suite, de nombreuses études
cliniques et expérimentales ont pu mettre en évidence que |'apparition de nombreuses maladies chroniques
métaboliques (obésité, diabéte) (Zhu et al., 2019) et cardiovasculaires (hypertension, dysfonctions cardiaques)

(Balistreri, 2020 ; Alexander et al., 2015) était liée a la programmation feetale.

L'épidémie mondiale d’obésité, touchant de plus en plus de femmes en age de procréer (Lawlor et al.,
2012), est particulierement préoccupante puisque de fait, un nombre croissant d’enfants naissent de mere obeése.
Or, il a été démontré que l'obésité maternelle pouvait induire dés le stade feetal : (1) des problemes métaboliques
(intolérance au glucose, insulinorésistance, dyslipidémie) (Reynolds et al., 2013 ; Woo Baidal et al., 2016 ;
Hochner et al., 2012), (2) vasculaires (hypertension, dysfonction endothéliale) (Boonpattrawong et al., 2020 ;
Brunton et al., 2021) et (3) cardiaques (hypertrophie ventriculaire, dysfonction contractile, inflammation, fibrose)
(Fernandez-Twinn et al., 2012 ; Wang et al., 2019 ; Ghnenis et al., 2017). Ces anomalies peuvent persister
jusqu’a I'age adulte, et dans le cas de la fonction cardiaque, fragiliser le ceeur et ainsi augmenter les risques
d'avoir précocement un infarctus du myocarde et une insuffisance cardiaque (Guzzardi et al., 2018 ; Roberts et
al., 2015). Notre précédente étude avait permis de mettre en lumiére que les anomalies vasculaires pouvaient se
développer indépendamment des anomalies métaboliques chez la descendance de mére obése (Guillot et al.,
2021). Cependant, aucun lien direct n'a pour l'instant été établi entre I'apparition de troubles cardiaques et une

dysfonction métabolique, en particulier concernant la descendance de mére obése a I'age adulte.

Par ailleurs, des études cliniques ont révélé que les meres obéses avaient des problémes pour allaiter
leur enfant, soit par une quantité/qualité de lait insuffisante, soit par inconfort social (Jevitt et al., 2007 ; Massov,
2015). Les enfants de mére obése sont donc fréquemment nourris de maniére précoce au lait infantile, dont la
composition est plus équilibrée que le lait maternel, ce qui créé un décalage important entre la nutrition in utero
et la nutrition post-natale. Contrairement a 'obésité maternelle, I'impact de ce décalage d'alimentations sur la
santé de la descendance est encore mal connu. Seules des études métaboliques et vasculaires (George et al.,
2019 ; Torrens et al., 2012) ont pour I'instant été effectuées pour comprendre les conséquences d'un changement
d'alimentation post-natale précoce sur le devenir de la descendance de mére obése, tandis que la fonction

cardiaque nécessite encore de nombreuses recherches.

Notre objectif a donc été de déterminer (1) si I'obésité maternelle pouvait induire des anomalies

cardiaques chez la descendance avant I'apparition de toute anomalie métabolique, et (2) si un changement de



nutrition post-natale a la naissance aurait des effets bénéfiques ou délétéres dans la programmation feetale

d’anomalies cardiaques chez la descendance de mere obese.

Pour effectuer cette étude, nous avons utilisé la technique d'échocardiographie mode M.
L'échocardiographie est une technique d'imagerie médicale utilisée pour étudier la morphologique du coeur dans
sa globalité. Le mode M permet, entre autre, d’obtenir le diamétre et |'épaisseur de la paroi postérieure du
ventricule gauche en diastole et en systole, la fréquence cardiaque, la fraction d’éjection et la fraction de
raccourcissement (St John Sutton et al., 2020) (Figure 18). Ces parameétres sont des indicateurs du bon
fonctionnement du ventricule gauche, et leurs modifications sont souvent signes d'une altération de la capacité

contractile du coeur et/ou d'une hypertrophie du ventricule gauche.

UPRES 3860 ANGERS  10S MI04
010102 021:10 ADM ratangers Tis0.1 00000

sivd

SIVs

VGd.

VGs.

PPVYGd

PPVGs
Vol.Teléd(Teich)
Vol.Télés (Teich)
FE(Teich)

Vol Ejed (16ich)
FR%

Epaisseur Septum

Diameétre Ventricule Gauche

Epaisseur Paroi Postérieure
Ventricule Gauche

Figure 18 : Exemple d’'image obtenue par échocardiographie mode M. Paramétres d’intérét :
FC : fréquence cardiaque (batt./min) ; SIVd : épaisseur du septum en diastole (mm) ; SIVs :
épaisseur du septum en systole (mm) ; VGd : épaisseur du ventricule gauche en
diastole (mm) ; VGs : épaisseur du ventricule gauche en systole (mm) ; PPVGd : épaisseur de
la paroi postérieure du ventricule gauche en diastole (mm) ; PPVGs : épaisseur de la paroi
postérieure du ventricule gauche en systole (mm) ; FE : Fraction d’'éjection (%) ; FR : Fraction
de raccourcissement (%).
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Abstract:

Maternal obesity is known to induce fetal programming of metabolic and cardiovascular disorders
and has been linked to onsets of early metabolic and cardiovascular diseases in adulthood. However,
no direct correlations have been solely established between the development of cardiac abnormalities
and metabolic dysfunctions in offspring exposed in utero to maternal obesity. Furthermore, the
effects of an early postnatal diet modification on obese mother offspring’s cardiac function remain
largely unknown. The aims of this study were to determine 1) if maternal obesity could directly
program cardiac anomalies independently of metabolic abnormalities in the offspring and 2) the
consequences of an early postnatal diet modification on this cardiac function. Using Sprague-Dawley
rats, we studied the cardiac function of 2.5-month-old male and female offspring 1) born to control
mothers and suckled by another control mother (CAC) or fostered by obese mothers (CAO) and 2)
born to obese mothers and suckled by another obese mother (OAO) or fostered by control mothers
(OAC). In all four groups, neither male nor female adult offspring had developed cardiac hypertrophy,
fibrosis or contractile dysfunction, with only female OAC showing early signs of growth retardation.
Our study therefore showed that maternal obesity and a postnatal diet modification have not induced
pathological alterations of the cardiac function in adult offspring.

Key words: Maternal obesity; Postnatal diet change; Fetal programming; Cardiac function;
Hypertrophy; Fibrosis; Contractile function
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Introduction

Ever since Barker’s first research works in 1989, multiple clinical and experimental studies
have demonstrated that modifications of the in utero environment could alter the fetus” development
and organ growth during pregnancy, contributing to the onset of diseases in adulthood (7, 2). This
adaptive response is known as fetal programming and is meant to optimize the fetus’ chances to its
in utero environment. Furthermore, the first two years after birth were also a very sensitive period for
the child’s growth, during which mismatch between pre- and postnatal nutrition could lead to
alterations of the structure and function of key organs (3).

One of the main metabolic diseases known to trigger fetal programming is obesity (body mass
index, BMI > 30 kg/m?) (4, 5), a pathological condition that has reached epidemic proportions
worldwide. Among obese people, the number of women of childbearing age has increased
dramatically (6), therefore the number of children born to obese mothers also did. Many clinical and
experimental studies have shown that maternal obesity can lead the offspring to develop glucose
intolerance, insulin resistance and dyslipidemia (7, 8, 9), all of which can favor the early onset of
obesity and type 2 diabetes (/0, /7). In addition to metabolic diseases, offspring of obese mothers
developed cardiovascular dysregulations (i.e. hypertension, endothelial dysfunction) (/2, 13, 14); in
a recent study, we actually demonstrated that maternal obesity could directly impact resistance
arteries organization of the offspring through sex-dependent epigenetic, in absence of metabolic
abnormalities (/5). Multiple cardiac abnormalities have also been described in experimental studies
performed on fetuses and neonates of obese mothers: the most prominent ones being a ventricular
hypertrophy (16, 17), contractile dysfunctions (18, 19), cardiac inflammation (20, 21) and fibrosis
(20, 22). These alterations are likely to persist into adulthood and increase the heart’s sensitivity to
hemodynamics changes, which, when combined with the offspring’s metabolic problems, may also
increase the risk of a heart attack (23) and cardiac insufficiency (24) early on. As these researches are
fairly recent, very few data were obtained on adult offspring born to obese mothers, and direct
correlations with metabolic dysfunctions still need to be properly established.

Interestingly, recent clinical reports showed that obese mothers tended to not breastfeed
their children, either because the quantity and quality of their milk is altered (25), or because of social
discomfort (26). Consequently, newborns of obese mothers will often be fed formula, subjecting them
to an early postnatal diet modification. While the impact of maternal obesity on the health of the
offspring has been well documented, the consequences of an early postnatal diet change are not well-
known. Some studies focused on postnatal diet changes and their impact on offspring’s health, but
almost exclusively on metabolic and vascular outcomes (27, 28, 29). The consequences of an early
postnatal diet modification on the cardiac function in the offspring requires further investigation.
The aim of our study was to determine (1) if maternal obesity could induce cardiac disorders in the
offspring before the first signs of metabolic alterations, and (2) if a postnatal diet modification
implemented at birth would have beneficial or deleterious effects on the fetal programming of cardiac
abnormalities in the offspring of obese mother.
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Materials and Methods
Ethical approvals

All experiments were conducted in accordance with the Institutional guidelines (3R principles) and
the recommendations for the care and use of laboratory animals of the French Ministry of National
Education, Research and Innovation. The protocol was approved by the Ethics Committee of “Pays
de Loire” and the French Ministry of National Education, Research and Innovation (APAFIS#16985-
2018100515132649 v3).

Animal model

Female Sprague-Dawley rats, ~3 weeks of age, were purchased from Janvier Labs and were
acclimatized for 7 days in the laboratory animal husbandry unit (SCAHU, Angers, France). The
animals were housed in individual cages (1500 cm?® for 3 animals 400-600 g) within a controlled
temperature room (21-23 °C) and maintained under a 12-h light/dark cycle with free access to water
and food. After this period of acclimation, females were randomized to either a control diet or a high-
fat diet. Control female rats (Control Mothers, CM) were fed ad libitum with a standard normal-fat
control diet (NF, 3.1% fat, 16.1% protein, 80.8% carbohydrate [w/w], diet code: A04 SP, Scientific
diet, SAFE® Complete Care Competence, Augy, France) and obese female rats (Obese Mothers,
OM) were fed a high-fat diet during minimum 12 weeks (HF, kcal composition 45% fat, 20% protein,
35% carbohydrate [w/w], diet code: 824053, SDS, Dietex International Ltd., Witham, UK).

Then, each female was mated with a non-obese male and kept being fed its respective diet up until
pups weaning. Between birth and 48 h postpartum, all litters were reduced to eight pups (four males
and four females) before being cross-fostered by another female: pups born of CM were either
fostered by another CM (Control Adopted by Control, CAC) or by an OM (Control Adopted by
Obese, CAO), and pups born of OM were either fostered by another OM (Obese Adopted by Obese,
OAO) or by a CM (Obese Adopted by Control, OAC). Cross-fostering between CM and OM aimed
to mimic the postnatal diet change at birth. After weaning, offspring from all groups had access to
control diet and tap water ad libitum. Each group was composed of animals from a minimum of three
different litters (at least two males or two females from each litter per group without
randomization/blinding).

All experiments were performed on 2.5-month-old rats (2 weeks before the intensive maturation of
the vascular structure (30) and before major metabolic dysfunctions (75)).

Transthoracic Echocardiography

Transthoracic echocardiography (TTE) was performed using an ultrasound system (Vivid 7 Pro,
General Electric Medical Systems) on anesthetized male and female rats from all four groups
(ketamine, IMALGENE 1000, Merial; 70-80 mg/Kg, intraperitoneally). The chest was shaved, and
the animal was placed in the supine position on a heating pad. A single channel electrocardiogram
was obtained on the imaging system. The left ventricle (LV) was imaged in both parasternal long-
axis and short-axis views and data were transferred on-line to a computer. The end-diastolic area was
defined as the largest LV area, and the end-systolic area was defined as the smallest LV area. Left
ventricular (end) diastolic diameter (LVDD), left ventricular (end) systolic diameter (LVSD), left
ventricular posterior wall diastolic thickness (LVPWDT), left ventricular posterior wall systolic
thickness (LVPWST), septum diastolic thickness (SDT), septum systolic thickness (SST), heart rate
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(HR), fractional shortening (FS) and ejection fraction (FE) were determined using two-dimensional
(2D) M-mode echocardiography.

Sampling

Fasted (overnight) male and female rats were anesthetized by intraperitoneal sodium pentobarbital
injections (EXAGON Solution Injectable, Med’Vet, 54.7 g/L; 60 mg/kg) prior to thoracotomy. Blood
samples were drawn from the vena cava with a heparin-flushed syringe (sodium heparin, Panpharma,
5000 U.I/mL), the whole heart was immediately excised and weighed, whereafter the LV was
dissected and weighed. Then the LV was cut in half in the base-apex axis: from both halves
(epicardium facing up), a 3x3 mm piece of LV was cut out and either stored in OCT compound
(Tissue-Tek OCT compound, Sakura Finetek) or in 4% paraformaldehyde solution within an
embedding cassette (M505-2, Simport Scientific); the remaining halves were compressed into a thin
disc using Freeze-clamp pliers that were pre-cooled in liquid nitrogen, before being wrapped in
aluminium foil and placed in liquid nitrogen. The left hind leg was also cut off and the tibia was
dissected and measured.

Blood samples were centrifuged at 5000 rpm and 4°C for 15 min, and the plasma was extracted for
lipid profile analysis. Plasma and LV samples (freeze-clamped and OCT-stored) were stored at -80°C
for later analyses. LV samples placed in 4% paraformaldehyde were later on dehydrated in ethanol
baths (30% to 100%), fixed in Xylene then encased in a paraffin wax bloc (39503002, McCormick
Scientific, Paraplast X-tra 1 kg).

Histomorphological analysis of left ventricle

7 um sections of paraffin-embedded LV samples were obtained with a Microtom system (Leica
RM2145) and slices were placed on polarized microscope slides (Menzel-Glaser - Superfrost Plus
Gold, K5800AMNZ72, Thermo Scientific). The average fibrosis area (%) of the LV was obtained
with a picrosirius red staining: 7 pm LV sections were de-waxed with Xylene, rehydrated with ethanol
baths (10% to 70%), dipped into 0.2% phosphomolybdic acid (HT153-250ML, Sigma Aldrich),
stained with a 0.1% picrosirius red solution (Direct Red 80, 365548, Sigma Aldrich; mixed with
saturated picric acid, 11454719, Fisher Scientific) for 1-h, cleared with 10 mM hydrochloric acid then
70% ethanol, dehydrated in 100% ethanol, fixed in Xylene before being mounted in Eukitt (05393,
Sigma-Aldrich) with a coverslip. Images acquisitions were obtained (Nikon Eclipse E600
microscope, Sony camera) and analyses were performed using ImageJ software (NIH, USA). Five to
ten different images of colored LV sections for one animal were analyzed and then averaged to obtain
one value per animal.

Cardiomyocytes’ size was determined by marking the cells” walls with a wheat germ agglutinin
(WGA) immunostaining: 7 pum LV sections were de-waxed with Xylene, rehydrated with ethanol
baths (10% to 70%), permeabilized with PBS-0.1% Triton (Triton 100X, X100-100ML, Sigma-
Aldrich), saturated with PBS-1% BSA, then incubated with a WGA antibody (Wheat Germ
Agglutinin, Alexa Fluor™ 488 Conjugate, W11261, Lot #2088688, 1:200, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) coupled with a DAPI-positive staining before being mounted in Fluoromount-
G (0100-01, Southern-Biotech) with a coverslip. Each section was imaged on a confocal microscope
(Nikon Eclipse TE2000S) and analyzed with MetaMorph® software (Molecular Devices). For each
animal, cardiomyocyte cross-sectional areas were calculated from randomly selected cells (100 cells
per animal) using ImageJ software (NIH, USA) and then averaged to obtain one value per animal.
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Contractile function of left ventricle analysis by Western Blot

Freeze-clamped discs of LV were ground into a fine powder using a dry pestle and mortar.
Approximately 50 mg of LV powder were mixed with an extraction buffer (30.0 mM Hepes, 2.5 mM
EGTA, 2.5 mM EDTA, 20.0 mM KCl, 1.0 mM Na3zVOy, 40.0 mM NaF, 4.0 mM NaPPi, 10%
Glycerol, 0.1% Nonidet P40, and 1% Protease and Phosphatase Inhibitor cocktail (100X, 78444,
Thermo Fisher Scientific)), finely ground again using a POLYTRON system (POLYTRON system
PT 2100, KINEMATICA AG) before centrifugation for 1-h at 13,000 rpm and 4°C. The supernatant
was extracted and stored at -80°C. Protein dosage was performed by using a Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (23227, Thermo Fisher Scientific) and following user guide instructions for Microplate
procedure (sample to WR ratio = 1:8) (for cardiac tissue, standard curve obtained with a 0 to 1000
ng/mL final BSA concentration and LV samples diluted to 1:10).

Protein expression was assessed using the SDS-PAGE Criterion system (Bio-Rad). Supernatant of
LV samples were diluted to obtain 20 pug of proteins per well, denatured and deposed in 12% precast
gels (Criterion TGX Stain-Free Precast Gels, 5678044, Bio-Rad). Proteins were separated then
transferred onto a pre-wetted nitrocellulose membrane (Trans-Blot Turbo Midi 0.2 pm Nitrocellulose
Transfer Pack, 1704159, Bio-Rad) (2 membranes for male samples and 2 membranes for female
samples). After saturation in TBST 1X-5% BSA, the membranes were incubated overnight at 4°C
with primary antibodies diluted in TBST 1X-0.5% BSA, followed afterwards with appropriate
secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase, in TBST 1X-0.5% BSA. The primary
antibodies used consisted of Protein Kinase A (PKA alpha Polyclonal Antibody, PA5-70360, Lot
#UK2885722B, Thermo Fisher Scientific, 1:1000, 40 kDa), Phospho-PKA (Phospho-PKA C
(Thr197) Antibody, 47818, Lot #9, cell signaling technology, 1:1000, 40 kDa), and HSC 70 (HSC 70
Antibody (B-6), sc-7298, Lot #C0718, Santa Cruz Biotechnology, 1:10000, 70 kDa). The secondary
antibodies were Goat anti-rabbit HRP (A0545-1ML, Sigma Aldrich) and Goat anti-mouse HRP
(31430, Thermofisher). HSC 70 was used as a loading control. Protein expression was detected by
chemiluminescence emitted from luminol oxidized by peroxidase (Clarity Western ECL Substrate,
170-5061, Bio-Rad) on a Chemidoc system (1708265, Bio-Rad). Images of gels and membranes were
obtained with ImagelLab software (Bio-Rad) and measures of protein expression were performed
using ImageJ software (NIH, USA). PKA and p-PKA expressions were studied on separate gels and
normalized to HSC 70 expressions of each gels. The ratio between the normalized expression of p-
PKA and the normalized expression of PK A was then calculated.

Statistical analysis

All results are presented as Means + SEM compared using a non-parametric Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparisons test. Values of p <0.05 were considered to be significant.
All statistical analyses were performed using Prism7 software (GraphPad Prism® Software, San
Diego, CA, USA), including the comparison of variances.
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Results

Physiological parameters and lipid profile of male and female offspring

In 2.5-month-old males, body weight of OAO, OAC and CAO were not significantly different to
CAC (445.0+11.5g,450.7+11.1gand 456.8 £ 10.3g vs 412.0 = 14.4g). Male OAO, OAC and CAO
also had similar tibia length (37.4 £ 0.8mm, 36.0 + 0.2mm and 36.5 + 0.4mm) compared to controls
(35.6 £ 0.5mm). In addition, we did not measure any difference in plasma levels of triglycerides and
cholesterol (Table 1).

In 2.5-month-old females, OAO, OAC and CAO did not display any significant difference in body
weight compared to CAC rats (278.1 + 8.9g, 274.0 = 2.7g and 280.3 = 6.4g vs 264.8 £ 6.8g). In
addition, female OAC had a significantly shorter tibia than female CAC (32.8 = 0.22mm vs 34.3 +
0.3mm, p=0.008), whereas female OAO and CAO had comparable tibia length (34.0 £ 0.4mm and
34.1 £ 0.3mm) to that of control rats. Plasma analysis of triglycerides and cholesterol did not show
any difference between female groups (Table 1).

Males Females
CAC OAO OAC CAO CAC OAO OAC CAO

Total cholesterol (mmolL™) | 1.70 £ 0.18 | 1.83 £0.14( 1.70 £ 0.12| 1.78 £ 0.09] 1.64 £ 0.10( 1.30 £ 0.10( 1.58 £ 0.09| 1.47 £ 0.03
HDL cholesterol (mmolL™*) [ 0.25+0.03 [ 0.41 £0.06| 0.26 = 0.02] 0.28 £0.04] 0.25+0.03|0.20 £0.00| 0.23 £ 0.03 | 0.26 £ 0.03
Triglycerides (mmolL™) | 1.01+0.20{1.06 +0.08|1.05+0.11{0.96+0.16] 0.47+0.03[0.49 £0.02]0.53 +0.09| 0.48 £0.05

Table 1 : Lipid profile of 2.5-month-old offspring. Plasma cholesterol and triglycerides of male and female offspring. Data are mean
+ SEM. Males: CAC:n=4, 0A0:n=7, OAC:n=5, CAO: n =5; Females: CAC:n=8, OAO: n=2,0AC:n=4,CAO:n=17.

Heart function of male and female offspring

Echocardiographic analysis showed that HR, FE and FS were not significantly different between male
groups and between female groups (Table 2).

Cardiac weight, LV size and LV function (heart weight/body weight ratio, LVDD/tibia length ratio,
LVSD/tibia length ratio, LVPWDT/tibia length ratio, LVPWST/tibia length ratio, SDT/ tibia length
ratio, SST/tibia length ratio were measured in 2.5-month-old rat offspring and presented in Table 3.

Male OAO, OAC and CAO showed similar results compared to CAC regarding all cardiac
parameters. Only female OAC had a distinct increase in their LVDD compared to controls.

Males Females
CAC 0AO OAC CAO CAC 0AO 0AC CAO
HR (bpm) 44717 424+11 439+ 10 429 +12 431+12 438 £ 14 437+ 14 446 £ 16
FE (%) 862 882 86=1 87=x1 901 90 =1 891 88 =1
FS (%) 51+2 522 50£2 51+2 55+2 56+ 1 55+1 52+2

Table 2 : Cardiac morphometric parameters in 2.5-month-old offspring. Cardiac echocardiography of male and female offspring;
Heart rate (HR), ejection fraction (FE), fractional shortening (FS). Data are mean £ SEM. Males: CAC: n=38, OAO: n=9, OAC:n=38,
CAO: n=8; Females: CAC:n=8,0A0:n=9,0AC:n= 8, CAO:n=8.
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Males Females

CAC 0AO 0AC CAO CAC 0AO 0AC CAO
HW/BW (%) 0.273 £0.007 | 0.289 =0.006 | 0.286=0.008 | 0.274 =0.006 | 0.307=0.010 | 0.302=0.006 | 0.323=0.011 | 0.310 = 0.007
LVDD (AU) 0.194=0.005 | 0.192=0.007 | 0.197=0.004 | 0.197 =0.005 | 0.176=0.004 | 0.187 =0.005 [0.195=0.001"*| 0.189 = 0.003
LVSD (AU) 0.108 = 0.014 | 0.092 =0.003 | 0.099=0.004 | 0.096=0.004 | 0.079=0.004 | 0.083 =0.003 | 0.088 =0.002 | 0.090 = 0.004
LVPWDT (AU) | 0.050 % 0.007 | 0.048 = 0.002 | 0.046=0.003 | 0.043 =0.002 | 0.047%0.003 | 0.043 = 0.002 | 0.050=0.002% [ 0.041 = 0.002
LVPWST (AU) | 0.065=0.005 | 0.076 =0.002 | 0.074=0.002 | 0.076 = 0.003 | 0.068=0.004 | 0.071 = 0.001 | 0.069 =0.002 | 0.066 = 0.004
SDT (A.U)) 0.047 £0.003 | 0.054 =0.004 | 0.048=0.002 | 0.043 =0.002 | 0.043=0.004 | 0.047 =0.002 | 0.044 =0.003 | 0.038 = 0.004
SST(AU) 0.079 = 0.003 | 0.090 =0.004 | 0.087=0.003 | 0.085=0.005 | 0.077=0.004 | 0.092=0.004 | 0.090=0.005 | 0.075 =0.004*

Table 3 : Morphometric characteristics of offspring’s heart at 2.5 months of age. Cardiac echocardiography of male and female offspring; Heart Weight-
to-Body Weight ratio: HW/BW, Left ventricular (end) diastolic diameter: LV'DD (LVDD-to-Tibia Length ratio), left ventricular (end) systolic diameter: L\'SD
(LVSD-to-Tibia Length ratio), left ventricular posterior wall diastolic thickness: LVPWDT (LVPWDT-to-Tibia Length ratio), left ventricular posterior wall
systolic thickness: LVPWST (LVPWST-to-Tibia Length ratio), septum diastolic thickness: SDT (SDT-to-Tibia Length ratio), septum systolic thickness: SST
(SST-to-Tibia Length ratio). P<0.05, *OAO vs CAO, #CAC vs OAC, SOAC vs CAO. Data are mean = SEM. Males: CAC: n = 8 to 11, OAO: n=9 to 10,
OAC:n=8to 10, CAO: n =8 to 12; Females: CAC:n=81t0 10, OAO:n=9t0 10, OAC: n=8to 10, CAO: n= 8 to 12.

Cardiac fibrosis and cardiomyocytes morphology in the LV of rat offspring

Fibrosis within the LV was determined with a picrosirius red staining. In parallel, we studied

cardiomyocyte hypertrophy at the cellular level by performing WGA staining of paraffin-embedded
sections.

At 2.5 months of age, the mean fibrosis area in the LV of both male (Fig. 1a) and female (Fig. 1b)
OAO, OAC and CAO was not significantly different to that of CAC groups. Nevertheless, we
observed a high increase of LV fibrosis induced by post-natal diet modifications both in males and
females. However, the cross-sectional area of cardiomyocytes was similar between male groups (Fig.
2a) and females groups (Fig. 2b), without influence of a change in post-natal diet.
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Fig 1 : Left ventricular fibrosis of rat offspring at 2.5 months of age. Mean fibrosis area (%) in the L'1\” of male (a) and female (b)
offspring. Data are mean £ SEM. * P<0.05, ** P<0.01. (Males: CAC: n =10, OAO: n =10, OAC: n =10, CAO: n = 12; Females:
CAC:n=10,0A0:n=10,0AC:n=10,CAO:n=11).
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Fig 2 : Left ventricular cardiomyocytes morphology of rat offspring at 2.5 months of age. Mean cross-sectional area of
cardiomyocytes (um?) in the LV of male (a) and female (b) offspring. Data are mean + SEM. (Males: CAC:n =9, OAO: n= 10, OAC:
n= 10, CAO: n= 12; Females: CAC:n= 10, OAO: n=10, OAC: n=10, CAO:n=11).

Cardiac contractility analysis in the LV of male and female offspring

To study cardiac contractile function, western blots analysis were performed on LV of 2.5-month-old
rat offspring. We focused on the expression of one of the upstream kinases, PKA which 1s implicated
in cardiomyocyte contraction-relaxation.

Our results did not show any difference of the p-PKA/PKA ratio between groups either in males (Fig.
3a and 3b) or in females (Fig. 3¢ and 3d).
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Fig 3 : Western Blot analysis of proteins implicated in cardiac contractility in the L'V of male (left panel) and female (right
panel) rat offspring at 2.5 months of age. p-PKA/PKA ratio (A.U.) in the L\" of male (@) and female (c) offspring. PKA and p-PKA
expressions were normalized to their respective gel’s HSC 70 expression beforehand. SDS-PAGE gel images of PKA, p-PKA (Thr197)
and HSC 70 of male (b) and female (d) groups. Data are mean = SEM. (Males: CAC: n=7,0A0:n=6, 0AC:n=7,CAO:n=8§;
Females: CAC:n=8,0A0:n=8, OAC:n=8,CAO:n=7).
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Discussion

This study demonstrated that maternal obesity and the early postnatal diet change have no impact on
the global cardiac function of male and female offspring at 2.5 months of age, in terms of LV structure
and function. Indeed, our results showed that neither male nor female offspring had developed cardiac
hypertrophy, fibrosis or contractile dysfunction, despite early signs of growth retardation (shorter
tibia) in female OAC. Few clinical researches focused on the cardiovascular function of children born
of obese mothers. While 2 human cohorts highlighted early signs of hypertension at 5 (37) and 21
(32) years of age, none to our knowledge focused on cardiac follow-up in children or young adult. In
addition, few human cohorts studying the effects of postnatal diet changes on obese mother offspring
are still in development Also, evidence of a correlation between maternal nutritional conditions and
cardiovascular disease risk in the children is, so far, mostly indirect and based on associations.

Our results are quite different from many other studies on the cardiac function of obese mother
offspring. While we did not observe cardiac dysfunction in 2.5-month-old obese mother offspring,
studies performed on fetuses highlighted cardiac hypertrophy (/6, 17), contractile dysfunctions (Z8,
19) associated with over-activation of PKA, and fibrosis (20, 22). One of the differences is that these
studies used different diets as well as different duration of gestational exposure compared to our own
study. In addition, the observation of cardiac abnormalities in pups born to rat obese mothers was
done as soon as postnatal day 1 and 10 but disappeared with age (33). This “catch-up effect” was also
observed in a model of mice showing a cardiac hypertrophy in 3 and 8-week-old obese mother
offspring (34, 18), which was then no longer detected at 12 weeks of age (/8). The closest similar
observations made on human were in neonates of diabetic mothers in whom a cardiac hypertrophy
was noted before regressing within the first months of life (35). Moreover, a very recent cohort study
on 6-year-old children born to obese and diabetic mothers seemed to confirm these observations, as
LV mass was not correlated to child and maternal adiposity at this age (36), proving that this cardiac
anomaly was transient. As a 2.5-month-old rat is comparable age wise to a 4 to 7.5-year-old human
child (37), this could explain the lack of cardiac anomalies observed in our current study.

Interestingly, while the consequences of an early postnatal diet change specifically on the cardiac
function of obese mother offspring remains largely unexplored, we demonstrated in our study that an
early post-natal diet modification did not influence the development of cardiac alterations at 2.5
months of age. However, a study performed on mice showed that obese mother offspring which
followed either a control or a high-fat post-weaning diet both developed a cardiac dysfunction at 8
weeks of age (34), while another study on rat demonstrated that a fatty acid rich diet during gestation,
followed by a low fatty acid post-weaning diet could cause a cardiac dysfunction at 40 days of age
(38). But whether or not this cardiac dysfunction persists at later ages has not been studied in these
cases.

Nevertheless, our results taken together seem to remain consistent. No hypo- or hypertrophy of the
LV was noted by both echocardiography and cardiomyocytes cross-sectional area analysis. Moreover,
the LV contractile function appeared to be unimpaired by maternal obesity or a postnatal diet
modification, as PKA and p-PKA expressions remained unchanged. This substantiates the unaltered
fractional ejection, fractional shortening and heart rate observed in OAO, OAC and CAO offspring
by echocardiography. We chose to focus on PKA (and subsequently on its active form, p-PKA)
because of their implication in the contraction-relaxation of cardiomyocytes. Indeed, PKA is known
to phosphorylate the type-2 isoform of the ryanodine receptor (RyR2), which is the primary Ca>*
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release channel of the sarcoplasmic reticulum (SR) of cardiomyocytes and is thus fundamental during
excitation-contraction coupling (39). Although the exact role of PKA in the regulation of RyR2 is
still unclear, it has been suggested that PKA induced-phosphorylation of RyR2 may have an important
role in the regulation of Ca*" release by the SR, especially during B-adrenergic receptor stimulation
or in heart failure (40). Hyperphosphorylation of RyR2 by PKA on Ser2808 has been proposed as a
mechanism contributing to the development of arrhythmia and heart failure (47), and one recent study
performed by Wang et al. demonstrated an increased phosphorylation, and thus activation, of PKA in
the fetal heart of obese sheep offspring, in association with impaired myocardial contractile function
and intracellular Ca** homeostasis (19).

Conclusion

As the prevalence of obesity continues to increase worldwide reaching epidemic proportions, the
number of children born to obese mothers and who grow up in nutritionally unbalanced environments
keeps rising as well. Despite the fact that these children are at risk of developing metabolic and
cardiovascular diseases, they are mostly monitored solely on the metabolic aspect of their health
status (42). As very few human cohorts focused on the vascular aspect of maternal obesity and
postnatal nutritional modifications in the offspring, and even less on the cardiac function,
experimental studies remain essential in order to prevent the occurrence of these pathologies as soon
as possible. As cardiopathologies are one of the first cause of death worldwide, cardiovascular follow-
ups should be as prioritized as metabolic monitoring in clinical researches concerning children born
to obese mothers.
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Supplemental material 1. Impact of maternal obesity on litter size and pups size at birth.
Number of pups per litter and sex ratio for control mothers (CM) and obese mothers (OM) (a); Control
mother offspring (CMO) and obese mother offspring’s (OMO) weight at birth (). *P<0.05. Data are
mean + SEM. (¢): n =13 CM and 10 OM; (b): Males: n = 30 CMO and 45 OMO, Females: n = 43
CMO and 49 OMO.

CcM OM (b) CMO OMO

Number of pups per litter 99+12 11.1+1.2 Males' weight (g) | 7.280+0.111 | 7.554 + 0.097*
Number of males per lhitter 43+0.7 5.2+0.8 Females' weight (g)] 6.941 +0.092 | 7.108 £+ 0.099
Number of females per hitter| 5.5+0.9 5.9+0.8
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Supplemental material 2. Plate plans, activated gels and activated membranes obtained during
Western blot analysis of the LV of male (top panel) and female (bottom panel) rat offspring at
2.5 months of age. Plate plans for male (a) and female (¢) LV samples were established. A total of 4
SDS-PAGE gels were used for male samples (b) and 4 others for female samples (d): 2 for PKA
analysis (l1a and 2a) and 2 for p-PKA analysis (3a and 4a). Proteins from each gel were then
transferred onto nitrocellulose membranes (PKA, 1b and 2b; p-PKA, 3b and 4b) for their respective
analyses. M: Molecular weight marker.
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Discussion

Cette seconde étude a permis de mettre en évidence que |'obésité maternelle et le changement
d‘alimentation post-natale n‘ont pas d'effet sur la fonction cardiaque globale (en termes de structure et fonction
du ventricule gauche) de la descendance male et femelle a I'dge de 2,5 mois. En effet, la descendance male et
femelle ne présente pas d’hypertrophie, de fibrose ni de dysfonction contractile cardiaque, malgré les signes d'un

retard de croissance (tibia plus court) chez les femelles OAC.

Nos résultats sont parmi les premiers obtenus sur la fonction cardiaque de petits étant soumis au
phénomeéne de « mismatch », c’est-a-dire au décalage trop important entre l'environnement pré- et post-natal
provoqué ici par une modification de nutrition. Durant son développement, la croissance du feetus est en effet
modifiée par le milieu in utero dans le but de le préparer a la vie aprés la naissance ; si cet environnement post-
natal est trop différent de I'environnement feetal, cela peut provoquer un important décalage, appelé
« mismatch » et les organes du nouveau-né tendent alors a étre structurellement et fonctionnellement mal
préparés a répondre aux nouveaux besoins du corps, ce qui peut aboutir a I'apparition précoce de dysfonctions
métaboliques et cardiovasculaires, au cours de la vie adulte (Ahmad et al., 2021 ; Cleal et al., 2007). Pourtant,
I'absence d'anomalie cardiaque chez nos petits nés de meres obéses de 2,5 mois est a I'opposé de I'hypertrophie,
de la dysfonction contractile et de la fibrose cardiaque démontrées par d'autres études au stade feetal (Wang et
al., 2010 ; Wang et al., 2019 ; Ghnenis et al., 2017). Outre les différences liées aux régimes alimentaires et aux
espéces utilisés par les travaux expérimentaux décrits dans la littérature, I'absence de trouble cardiaque chez nos
animaux peut étre d{ a leur age. En effet, il est possible que les anomalies cardiaques puissent avoir été présentes
au stade feetal jusqu’a une certaine période aprés le sevrage, avant de régresser et ne plus étre visibles a I'age
de 2,5 mois. Aussi, une étude structurelle et fonctionnelle cardiaque sur la descendance OAO, OAC et CAO peu
de temps aprés le sevrage pourrait ainsi nous apporter de nouvelles données concernant cette hypothése. Malgré
tout, bien que I'age d’un rat soit comparable a celui d'un étre humain, il est important de prendre en considération
gu’un rat de 2,5 mois est déja sexuellement mature et est physiologiqguement considéré comme un « jeune
adulte », alors qu'il est comparé a un jeune enfant de 4 a 7,5 ans (Sengupta, 2013). De fait, les données obtenues
chez ces deux espéces pourraient ne pas toujours étre transposables, ce qui signifie que d’autres recherches sont
requises afin de comprendre pourquoi nos résultats a 2,5 mois divergent par rapport a de précédents travaux sur

le ceeur.

Les résultats obtenus au cours de ce travail nécessiteront d’étre complétés, dans un premier temps, par
une approche élargie avec I'étude de protéines cardiaques supplémentaires venant compléter nos résultats sur la
PKA. En effet, Wang et al. ayant constaté un déréglement de la fonction cardiaque feetale via l'activation de la
protéine CaMKII (Wang et al., 2019), autre kinase impliquée dans la phosphorylation de RyR2, et des protéines
des cardiomyofilaments Troponine-T, p-Troponine-I et Tropomyosine, ainsi qu’un déséquilibre entre les isoformes
a et B des chaines lourdes de Myosine, nous étudierons ces protéines dans notre propre modéle de descendance

de rates obéses.

106

@9&e



De maniére intéressante, une étude effectuée sur la descendance de brebis obése a montré que la
fonction cardiaque foetale était normale a I'état basal, mais qu’en cas de surcharge du travail cardiaque, celle-ci
était dégradée (Wang et al., 2010). Ces résultats ont par la suite été confirmés chez des souris nées de méres
obéses ayant eu une hypertrophie cardiaque transitoire entre 8 et 12 semaines : un stress induit sur les cceurs
de ces animaux agés de 12 semaines révélait une altération de la fonction systolique associée a une dominance
du systéme nerveux sympathique, alors que I'hypertrophie cardiaque n’était plus visible aux niveaux cellulaire et
structurel. II a alors été suggéré que cette hypertrophie des cardiomyocytes pouvait agir comme un mécanisme
protecteur, qui ne peut néanmoins pas étre maintenu sur le long terme, et que la persistance de la dysfonction
contractile cardiaque était susceptible de mener a une insuffisance cardiaque précoce a |'age adulte (Blackmore
et al., 2014). Aussi, la suite de notre étude consistera a étudier les effets d’'un stress induit par une ischémie /
reperfusion chez nos animaux, grace a la technique de Langendorff. Ainsi nous pourrions mettre en évidence des
troubles cardiaques contractiles sous-jacents, et ce, en conditions de stress, chez la descendance de méres obéses
de 2,5 mois, troubles qui pourraient ou non étre plus prononcés chez la descendance ayant eu un régime
alimentaire post-natal différent.

Enfin, il sera également nécessaire de réaliser un suivi longitudinal des rats nés de meres obéses aux
ages de 6, 12 et 18 mois, ainsi que de ceux ayant eu un changement d’alimentation post-natale. Ceci nous
permettra de voir I'évolution de leur morphologie et de leur fonction contractile cardiaque en paralléle du

développement d’anomalies métaboliques.
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DISCUSSION GENERALE
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Il est aujourd’hui connu que des changements de |'environnement utérin sont susceptibles d'influencer
le développement du feetus au cours de la grossesse. Ces modifications développementales ont pour but
d’optimiser les chances de survie du feetus dans ces nouvelles conditions et de le préparer a la vie post-natale, a
condition que cette derniére soit similaire au milieu gestationnel. Dans le cas contraire, ol I'environnement post-
natal est trop différent du milieu in utero, cette adaptation structurelle et fonctionnelle du feetus peut devenir
néfaste et amener a I'apparition précoce de pathologies chez I'individu a I'age adulte. Cette programmation feetale,
au travers notamment de modifications épigénétiques, a en effet été associée au développement de diverses
maladies métaboliques, vasculaires et cardiaques (Rinaudo and Wang, 2012 ; Meister et al., 2017 ; Balistreri,
2020). Au cours de ce travail de these, nous avons souhaité mettre en lumiére les causes et les conséquences de
la programmation feetale d'anomalies métaboliques et cardiovasculaires induite par des altérations nutritionnelles
de plus en plus fréquentes : I'obésité maternelle et le changement d'alimentation post-natale. De plus, les études
cliniques et expérimentales précisant rarement si leurs données avaient été obtenues sur des individus des deux

sexes, nous avons choisi de faire un suivi de la descendance male ainsi que femelle.

La premiére partie de ma thése s’est consacrée a la programmation feetale d'anomalies métaboliques et
vasculaires induites par l'obésité maternelle. En effet, I'évolution des modes de vie au niveau mondial a
progressivement conduit les populations a adopter des habitudes favorisant le développement de I'obésité. Avec
aujourd’hui plus de 650 millions de personnes considérées comme obéses, cette « épidémie » d'obésité est
devenue un probléme de santé publique mondial (Hales et al., 2017) touchant notamment de plus en plus de
femmes en age de procréer (Fisher et al., 2013 ; Bogaerts et al., 2014). De fait, de nombreuses études ont établi
que cette obésité maternelle était capable d'induire la programmation feetale des fonctions métaboliques (obésité,
diabéte de type 2), vasculaires (hypertension, athérosclérose) et cardiaques (maladie coronarienne, infarctus du
myocarde, insuffisance cardiaque) (Drake and Reynolds, 2010 ; Ferndndez-Sénchez et al., 2011 ; Samuelsson et
al., 2010 ; Balistreri, 2020 ; Athanasiou et al., 2017 ; Roberts et al., 2015 ; Guzzardi et al., 2018) chez la
descendance une fois atteint I'age adulte. Chez la descendance de méres obéses, les anomalies vasculaires se
manifestant en paralléle des problémes métaboliques semblaient indiquer une origine métabolique de celles-ci
(Fan et al., 2013 ; Taylor et al., 2004).

L'obésité maternelle programme I'apparition de déréglements vasculaires de facon sexe-dépendante en lien avec

des modifications épigénétiques mais indépendamment des déréglements métaboliques chez la descendance

Notre premiére étude a permis de mettre en évidence que |'obésité maternelle pouvait induire chez la
descendance male comme femelle dgée de 4 mois un déséquilibre de la fonction vasodilatatrice qui, bien que
n‘étant pas suffisamment grave pour étre délétére a ce stade, pourrait conduire a plus long terme a une
dysfonction vasculaire globale pouvant elle-méme favoriser la survenue de I'hypertension artérielle décrite dés 6
mois (Khan et al., 2005 ; Taylor et al., 2004). Cette perturbation de la vasodilatation est en lien avec des
modifications structurelles des artéres de résistance, du fait de modifications épigénétiques touchant des
protéines impliquées dans le remodelage vasculaire. De plus, les animaux nés de meres obéses ne présentant

pas de dérégulation métabolique a 4 mois, il semble donc que ces déréglements vasculaires soient la conséquence
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d’une programmation feetale directe. Un changement de I'environnement nutritionnel in utero serait donc capable
d'induire a la fois une programmation feetale de la fonction métabolique et une programmation feetale de la
fonction vasculaire de facon indépendante. La suite directe de cette étude consistera a observer I'évolution de
ces troubles tant métaboliques que vasculaires chez la descendance de méres obéses a des ages plus avancés
(6, 12 et 18 mois). Cela devrait nous permettre notamment de lier I'atteinte de la fonction vasodilatatrice a
I'hnypertension observée chez le rat (Khan et al., 2005 ; Taylor et al., 2004) et au niveau clinique (Mamun et al.,
2009 ; Lawlor et al., 2004).

La deuxieme partie de cette thése s’est concentrée sur |'étude de la programmation feetale d’anomalies
cardiaques induites par |'obésité maternelle et par un changement d'alimentation post-natale. Grace a de récentes
études expérimentales, la fonction cardiaque est a présent plutot bien caractérisée chez la descendance de mére
obése au stade feetal. L'obésité maternelle est en effet capable d'induire une hypertrophie ventriculaire, une
dysfonction de la capacité contractile du cceur, de la fibrose ainsi que de I'inflammation au stade feetal chez la
descendance (Fernandez-Twinn et al., 2012 ; Wang et al., 2010 ; Blackmore et al., 2014 ; Wang et al., 2019 ;
Loche et al., 2018 ; Huang et al., 2010 ; Ghnenis et al., 2017 ; Kandadi et al., 2013). Néanmoins, bien que ces
altérations cardiaques soient des facteurs de risques dans I'apparition de pathologies cardiaques (Blackmore et
al., 2014 ; Roberts et al., 2015), |'obésité maternelle et ses déréglements métaboliques n‘ont été liés aux
problémes cardiaques de la descendance (enfant et adulte) que par associations indirectes (Gaillard, 2015 ; Razaz
et al., 2020), au niveau clinique comme expérimental. Les mécanismes sous-jacents sont de fait trés peu connus.
Les conséquences d'un changement d’alimentation post-natale précoces sont elles aussi assez mal connues,
notamment au niveau cardiaque. Des études cliniques ont pu montrer qu'il était fréquent chez les meres obeéses
de ne pas allaiter leurs enfants qui consommeront alors précocement du lait infantile, créant un décalage
important entre les environnements pré- et post-natals (Wojcicki, 2011 ; Amir and Donath, 2007 ; Massov, 2015
; Hauff et al., 2014). Les conséquences d'un tel changement d’environnement ne sont pas encore pleinement

élucidées, en particulier concernant la fonction cardiaque.

L'obésité maternelle et le changement d‘alimentation post-natale n’induisent pas l'apparition d‘anomalies

cardiaques, méme en présence d’un décalage de nutritions pré- et post-natales.

Notre seconde étude a révélé que les animaux agés de 2,5 mois nés de méres obéses ou ayant subi une
modification de leur nutrition aprés la naissance ne présentaient pas d’anomalie cardiaque. En effet, nous n'avons
observé aucune altération de la fonction cardiaque a 2,5 mois, ni chez la descendance de méres obéses, ni chez
la descendance ayant eu une nutrition post-natale différente. Pour la descendance de méres obéses, il est possible
que les problémes cardiaques (notamment morphométriques) présents au stade feetal se soient normalisés avant
I'age de 2,5 mois et ne soient donc plus observables dans le cadre de notre étude, comme l'avait démontré
Blackmore dans son modéle murin d'obésité maternelle (Blackmore et al., 2014). Toutefois, une dysfonction
cardiaque d’ordre contractile, qui se manifesterait en condition de stress, pourrait étre présente. Concernant la

descendance ayant eu un changement d’alimentation post-natale, le méme type de suivi devra étre réalisé. Ceci
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permettrait en outre de mettre en évidence I'importance de la période post-natale dans la programmation feetale

d’anomalies cardio-métaboliques, encore peu étudiée au niveau clinique.

D‘autre part, nous n‘avons pas observé d‘altération métabolique chez la descendance de méres obéses a
2,5 mois, comme a 4 mois. En revanche, il a été observé un retard de croissance uniquement chez les femelles
passant d'un régime gras durant la vie foetale a un régime équilibré aprés la naissance. Ceci nous indique que,
du fait du phénomene de « mismatch », changer l'alimentation aprés la naissance serait délétére pour la
croissance en particulier chez les petites filles. Ces résultats semblent en concordance avec les études démontrant
que maintenir la consommation du lait maternelle serait alors bénéfique a I'enfant et permettrait de prévenir les
risques d'obésité, de diabete et de problémes cardiovasculaires (Turck et al., 2005 ; Oddy, 2002 ; Rocha et al.,
2014 ; Verduci et al., 2021).
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Conclusion

Au cours de cette theése, nous avons ainsi tout d’abord pu mettre en évidence que I'obésité maternelle
était capable d'induire directement la programmation feetale de déréglements vasculaires, sans altération
métabolique et cardiaque. Ces résultats nous indiquent que le suivi médical des anomalies métaboliques ne serait
probablement pas suffisant pour empécher I'apparition de troubles vasculaires chez les enfants nés de méres
obéses, rendant nécessaire un suivi clinique et des traitements personnalisés pour la fonction cardiovasculaire a
court et long terme.

Nous avons ensuite mis en évidence qu‘un changement d‘alimentation post-natale n‘induisait pas de
probléme cardiaque majeur malgré un retard de croissance observé uniquement chez les femelles. Ceci montre
qu’une perturbation de la nutrition aprés la naissance semble accélérer la survenue précoce de désordres qui
pourront alors contribuer a |'apparition de maladies cardiovasculaires, potentiellement induites par la
programmation feetale et jusqu’alors sous-jacentes. Il semblerait donc que la consommation de lait infantile aurait
des effets néfastes sur la croissance des enfants nés de méres obéses, et que l'allaitement maternel serait en
conséquence a privilégier autant que possible. Mais ces données restent a approfondir.

Enfin, au cours de ces deux études, nous avons constaté I'existence d'un dimorphisme sexuel dans
I'apparition des déréglements vasculaires et métaboliques. Aussi, un suivi médical adapté selon le sexe de I'enfant
deviendrait nécessaire pour prévenir aussi tot que possible le développement des pathologies métaboliques et

cardiovasculaires.

Pour conclure, en termes de santé publique, une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques de ce préconditionnement cardiovasculaire permettrait de proposer des stratégies
thérapeutiques pour une prise en charge précoce visant a controler les conséquences pathologiques d'un tel

préconditionnement.
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Impact des pathologies métaboliques de la mére sur la programmation foetale de pathologies
cardiovasculaires. Effets de I'alimentation post-natale et effets trans-générationnels.

Mots clés : Obésité maternelle ; Alimentation post-natale ; Programmation foetale ; Fonction

cardiovasculaire

Résumé : Au cours de I'obésité maternelle, le fostus
est soumis a une quantité excessive de nutriments mais
également a un changement d’alimentation post-natale
deés la naissance, les meres obéeses ayant tendance a
ne pas les allaiter. Cela ameéne a des environnements
intra-utérin et post-natal défavorables, aboutissant a
I'apparition d’anomalies cardiovasculaires et
métaboliques chez la descendance.

Alors que les anomalies vasculaires semblent
apparaitre en paralléle des anomalies métaboliques
chez la descendance de meres obéses, les effets de
I'obésité maternelle et d’'un changement d’alimentation
post-natale des la naissance sur le développement
d’anomalies cardiaques n’est pas connu. Notre
premiére étude s’est ainsi focalisée sur I'impact de
I'obésité maternelle sur la programmation feetale
d’anomalies vasculaires.

Notre deuxieme étude s’est ensuite concentrée sur
limpact de I'obésité maternelle et de I'alimentation
post-natale sur la programmation foetale d’anomalies
cardiaques.

Grace a un modéle de rats Sprague-Dawley, nous
avons obtenu des males et des femelles (1) nés de
meres controles (CMO) ou obeses (OMO), et (2) nés
de méres contrbles (CM) ou obéses (OM) et adoptés
de maniére croisée a la naissance par une autre CM
(CAC et OAC) ou OM (OAO et CAQO) pour mimer les
modifications de nutrition pré- et post-natale.

Dans notre premiére étude, la descendance de
meéres obéses de 4 mois présentait une altération
sexe-dépendante de la vasorelaxation endothélium-
dépendante, indépendamment des anomalies
meétaboliques. Dans notre deuxiéme étude, I'obésité
maternelle et le changement d’alimentation post-
natale n’induisent pas [l'apparition d’anomalies
cardiaques chez la descendance de 2,5 mois.

Impact of the mother’s metabolic pathologies on the fetal programming of cardiovascular
pathologies. Effects of postnatal diet changes and transgenerational effects.

Keywords : Maternal obesity ; Postnatal diet change ; Fetal programming; Cardiovascular function

Abstract : In case of maternal obesity, the fetus
tends to receive excessive amounts of nutrients and
is also subjected to early postnatal diet changes as
obese mothers tend not to breastfeed their infant,
causing a mismatch between pre- and postnatal
nutrition. This creates adverse intrauterine and
postnatal environments leading to fetus’ and
neonates’ adaptation through neonatal programming.
Thereby maternal obesity leads to the development of
metabolic and cardiovascular abnormalities in
children. While vascular abnormalities seem to appear
in parallel of metabolic dysfunctions, the impact of
maternal obesity and a postnatal diet change at birth
on offspring’s cardiac function is unknown.

Our first study focused on the impact of maternal
obesity on the fetal programming of vascular
anomalies in the offspring.

Our second study focused on the effects of maternal
obesity and a postnatal diet change on the fetal
programming of cardiac anomalies in the offspring.

We studied males and females Sprague-Dawley
rats (1) born to either control (CMO) or obese (OMO)
dams, and (2) born to either control or obese dams
and cross-fostered at birth by another control or obese
dam, in order to mimic pre- and postnatal nutrition
modifications; these pups were named Control
adopted by Control (CAC) or Obese (CAO), and
Obese adopted by Obese (OAO) or Control (OAC).

Ouir first study showed that maternal obesity induced
a sex-dependent alteration of the endothelium-
dependent vasodilation in 4-month-old offspring,
independently of metabolic disorders. Our second
study revealed that maternal obesity and a postnatal
diet change have no impact on the cardiac function of
2.5-month-old offspring.
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