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RESUME

La dysfonction endothéliale vasculaire constitue un marqueur précoce des maladies
cardiovasculaires car I'endothélium est I'une des premiéres cibles des facteurs de risque
cardiovasculaire. La présence d'un stress chronique engendré par les facteurs de risque
cardiovasculaire sollicite les mécanismes de défense endogenes, tels que les enzymes
antioxydantes, qui servent au maintien de la fonction endothéliale. L’environnement
vasculaire auquel I'endothélium est exposé a un effet direct sur son fonctionnement a
long terme. Certaines habitudes de vie sont ainsi associées a une bonne santé
cardiovasculaire. Par exemple, la diete méditerranéenne et/ou la pratique réguliere de
I'exercice physique aident a maintenir une fonction endothéliale adéquate et a réduire
l'incidence des maladies cardiovasculaires. D'autre part, certains génes clés, comme le
géne suppresseur de tumeurs p53, régulent plusieurs voies métaboliques importantes
pour préserver lintégrité des cellules endothéliales. Nous posons I'’hypothése que
'environnement vasculaire post-natal influence la mise en place de mécanismes de
defenses endogénes tels que les enzymes antioxydantes afin de faire face a des stress

plus tard dans la vie.

Notre objectif global était d’évaluer les impacts d’interventions post-natales bénéfiques et
d’'une diminution endogéne du géne suppresseur de tumeurs p53, sur la fonction
endothéliale vasculaire et sur sa capacité a faire face a un stress métabolique. Dans une
premiére étude, nous avons soumis des souris saines C57BI/6 dés leur sevrage et
jusqu’a 'age de 9 mois, a un programme d’exercice physique volontaire (course dans
une roue) ou a un antioxydant (catéchine), comparé a un groupe de souris sédentaires et
sans antioxydant. Puis les interventions ont été stoppées et une diéte riche en gras a été
introduite, ou non, pour une période de 3 mois; les souris ont été sacrifiées a I'age de 9
ou 12 mois. Nous avons observé que I'exercice a protégé les cellules endothéliales des
effets délétéres induits par la diéte riche en gras en préservant la fonction endothéliale
par le maintien d’'un profil rédox sain et en évitant la hausse de l'inflammation. La
catéchine a maintenu la fonction endothéliale aortique, mais n’a pas prévenu le profil
inflammatoire en présence de la diéte riche en gras. Finalement, chez les souris
sédentaires, la fonction endothéliale a été détériorée en présence de la diete riche en

gras, sans indice d’inflammation vasculaire.



Dans une seconde étude, des souris partiellement déficientes en p53 (p53*") et controles
C57BI/6 ont été exposées a la méme diete riche en gras a partir de 3 mois et ce jusqu’a
'age de 6 mois. Notre raisonnement était basé sur la démonstration que p53 est un
régulateur de I'expression des enzymes antioxydantes in vitro. Chez les souris p53*", les
cellules endothéliales ont été protégées du stress induit par I'hypercholestérolémie
engendrée par la diéte riche en gras. Cependant, chez les souris p53*" cette protection
pourrait étre secondaire a un métabolisme accru des acides biliaires, qui en prévenant la

hausse de cholestérol, protégerait indirectement I'endothélium.

Nous avons donc pu démontrer I'importance de I'environnement vasculaire sur la
fonction endothéliale. La diéte riche en gras a stimulé certains mécanismes de défense
vasculaires tels que la voie des EDHF et la superoxyde dismutase afin de maintenir la
fonction endothéliale malgré les conditions pro-athérosclérotiques. Nous avons observé
que lexercice et la catéchine influencent différemment I'endothélium malgré leurs
capacités antioxydantes. Ces études soulignent la sensibilit¢ de I'endothélium aux
changements dans I'environnement vasculaire. En accord avec le vieillissement de la
population et la progression des maladies cardiovasculaires, la proportion de personnes
ayant une dysfonction endothéliale augmente. Ainsi, une meilleure compréhension des
mécanismes ou d’interventions qui permettent le maintien de la fonction endothéliale a

long terme s’aveére utile.

MOTS-CLES: fonction endothéliale, p53, exercice physique, catéchine, inactivité
physique, diéte riche en gras, facteurs de risque cardiovasculaire, stress oxydant, acides

biliaires, hormesis.



ABSTRACT

Endothelial dysfunction is an early marker of atherosclerosis and cardiovascular
diseases. Cardiovascular risk factors generate a chronic stress, challenging endogenous
defense mechanisms that are critical to maintain endothelial function, such as antioxidant
enzymes. The vascular environment impacts the integrity and long-term function of
endothelial cells. Thus, a healthy lifestyle is beneficial for cardiovascular health: regular
physical training and/or a Mediterranean diet are associated with the maintenance of
endothelial function and a lower incidence of cardiovascular diseases. On the other hand,
some key genes such as tumor suppressor gene p53, are known to regulate numerous
cellular functions that are necessary to maintain endothelial cells integrity. We
hypothesized that the post-natal vascular environment impacts the development of
endogenous cellular defense mechanisms such as antioxidant enzymes, in order to

protect against vascular stress that will occur later in life.

Our major goal was to evaluate the impact of post-natal interventions and endogenous
reduction of p53 expression on vascular endothelial function and its capacity to resist
against a metabolic stress. In our first study, healthy C57BI/6 mice were exposed from
weaning to the age of 9 months to physical voluntary training (running wheel) or to the
antioxidant catechin, and were compared to physically inactive mice that did not receive
catechin. Then, exercise and catechin were stopped and mice were subjected to a
regular or a high fat diet for 3 months; mice were sacrificed either at the age of 9 or 12
months. In trained mice, we observed that exercise prevented endothelial dysfunction
and inflammation induced by the high fat diet. In catechin-treated mice, aortic endothelial
function was maintained despite exposure to the high fat diet, but an inflammatory profile
was observed. In physically inactive mice, the high fat diet induced endothelial

dysfunction without inflammation.

In our second study, mice partially deficient in p53 (p53*") were exposed to the same

high fat diet from 3 to 6 months of age. Our rationale was based on the discovery that in



Vi

vitro, p53 regulates antioxidant enzymes gene expression. In p53*" mice, endothelial
cells were protected from the stress of hypercholesterolemia induced by the high fat diet.
However, this endothelial protection could be linked with an unexpected enhanced bile
acid metabolism in p53*" mice: low endogenous expression of p53 prevents the rise in

plasma total cholesterol when fed a high fat diet, indirectly protecting the endothelium.

In summary, we were able to demonstrate the importance of the vascular environment on
endothelial function. The pro-atherosclerotic environment induced by the high fat diet
stimulated vascular defense mechanisms, as observed by the activation of the
compensatory EDHF pathway and superoxide dismutase activity, to maintain an
adequate endothelial function. We observed that exercise and catechin had a different
impact on the endothelium despite their antioxidant properties. These studies
demonstrate the sensitivity of the endothelium to changes within the vascular
environment. As the population is aging and the incidence of cardiovascular diseases is
increasing, endothelial dysfunction will be more frequent. Therefore, a better
comprehension of mechanisms or interventions that can protect endothelial function can

only be beneficial.

KEYWORDS: endothelial function, p53, exercise, catechin, physical inactivity, high fat

diet, cardiovascular risk factors, oxidative stress, bile acids, hormesis.
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L-NAME: Nw-nitro-L-arginine methyl ester, un inhibiteur des NOS

LXR: récepteur nucléaire hépatique X, liver X receptor

MCV: maladies cardiovasculaires

MLL3: histone H3-lysine-4 méthyltransférase du lignage mixte de la leucémie, histone
H3-lysine-4 methyltransferase mixed-lineage leukemia 3

Mdm2: ubiquitine ligase mouse double minute 2

mTOR: cible de la rapamycine chez les mammiféres, mammalian target of rapamycin
NADPH: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NF-kB: facteur nucléaire-xB, nuclear factor-xB
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NNOS ou NOS1: synthase neuronale du monoxyde d’azote

NO: monoxyde d’azote, nitric oxide

NOS: synthase du monoxyde d’azote, nitric oxide synthase

Nox: NADPH oxydase

Nrf2: facteur 2 relié au facteur nucléaire érythroide 2, nuclear factor erythroid 2-related
factor 2

oxLDL: LDL oxydés

PDTC: dithiocarbamate de pyrrolidine, pyrrolidinedithiocarbamate, un inhibiteur de NF-xB
PG: prostaglandines

PGD,S: PGD, synthase

PGE.S: PGE; synthase

PGF,S: PGF; synthase

PGl,: prostacycline

PGI,S: prostacycline synthase

PIG: génes induits par p53, p53-induced genes

PI3K: phosphatidylinositide 3-kinase

PKA: protéine kinase A

PKB: protéine kinase B

PKC: protéine kinase C

PKG: protéine kinase G

pRb: protéine du rétinoblastome, retinoblastoma protein

Prdx: peroxyrédoxine

PTP: pore de transition de la perméabilité, permeability transition pore

PUMA: modulateur de l'apoptose activé par p53, p53 up-regulated modulator of
apoptosis

RAGE: récepteur des AGE

RS: espéces réactives, reactive species

SCO2: synthase du cytochrome ¢ oxydase 2, synthesis of cytochrome ¢ oxidase 2
Sesn: sestrines

SHP: partenaire de petits hétérodimeéres, small heterodimer partner

SHR: rat spontanément hypertendu, spontaneously hypertensive rat

siRNA: petit ARN d’interférence, small interfering RNA

Sirt-1: sirtuine-1
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SNP: nitroprussiate de sodium

SOD : superoxyde dismutase

SOD1 ou CuZnSOD: superoxyde dismutase cytosolique

SOD2 ou MnSOD: superoxyde dismutase mitochondriale

SOD3 ou ecSOD: superoxyde dismutase extracellulaire

sRAGE: forme soluble du RAGE

SREBP: liaison avec la protéine de liaison a I'élément de réponse aux stérols, sterol-
response element binding protein

TBHP: tert-butyl hydroperoxyde

TFAM: facteur de transcription mitochondrial A, mitochondrial transcription factor A
TIGAR: géne régulateur de la glycolyse et de I'apoptose induit par p53, Tp53-induced
glycolysis and apoptosis regulator

TNF-a: facteur-a de nécrose tumorale, tumor necrosis factor-a

TP: récepteur du thromboxane

TRAIL: ligand induisant 'apoptose reliée au TNF, TNF related apoptosis inducing ligand
Trx: thiorédoxine

TSC2: tuberculosis sclerosis 2

TXA;: thromboxane A,

TXS: thromboxane synthase

VSMC: cellules musculaires lisses vasculaires, vascular smooth muscle cells

WT: souris contrbles dites «sauvages», wild type

XO: xanthine oxydase
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1. INTRODUCTION

En 2008, les maladies cardiovasculaires (MCV) étaient la cause de prés de 15 000
décés au Québec et de prés de 69 500 au Canada (Statistique Canada 2011).
Heureusement, le nombre de déceés relié aux MVC a diminué depuis plusieurs années au
Canada, étant passé de 76 046 cas en 2000 a 69 648 cas en 2008 (Statistique Canada
2011). Le fardeau économique associé aux MCV demeure toutefois spectaculaire. En
2005, les colts totaux reliés aux MCV frolaient les 21 milliards de dollars au Canada, et
les prévisions suggérent une facture de 28,3 milliards en 2020 (Thériault et al. 2010).
Ainsi, malgré une diminution du nombre de décés, les colts associés aux MCV au
Canada s’accentuent. A linverse des pays industrialisés, les pays émergents voient
plutét I'incidence des MCV grimper en fleche (Reddy et al. 1998; Indrayan 2005). En Inde
par exemple, le nombre de cas de MCV qui était inférieur a 29 millions en 2000 devrait
dépasser les 66 millions de cas en 2015 (Indrayan 2005). En 1990, les pays en
développement contribuaient pour prés de 70% a tous les décés cardiovasculaires
mondiaux (Reddy et al. 1998). Selon les données fournies en 2008 par I'Organisation
Mondiale de la Santé, les pays en développement seraient maintenant responsables de
80% des 17,3 millions de déceés attribuables aux MCV, et ce chiffre devrait atteindre 23,3
millions en 2030. La progression rapide de I'obésité, associée aux MCV et au cancer,
laisse méme présager que 'augmentation constante de I'espérance de vie observée ces
deux derniers siécles tire a sa fin (Olshansky et al. 2005). Certains suggérent que nos
enfants pourraient vivre moins longtemps que nous, et en moins bonne santé (Olshansky
et al. 2005). Ce dernier énoncé est pour le moins alarmant, mais souligne I'importance
de la recherche en santé pour trouver de nouvelles approches afin de prévenir la

progression des MCV.

Le développement des MCV est accéléré par plusieurs facteurs de risque. Par exemple,
les personnes souffrant de diabéte ont le méme risque d’avoir un infarctus que les
patients non-diabétiques ayant déja subi un infarctus (Haffner et al. 1998). Ainsi, les
patients diabétiques ont environ 20% plus de chance d’avoir un infarctus dans les 7
années suivant le diagnostic de diabéte (Haffner et al. 1998). Le vieillissement constitue

également un facteur de risque indépendant de développer des MCV (Lakatta et al.



2003). Il est probable que ce risque accru provienne de la plus longue période durant
laquelle une personne est exposée aux facteurs de risque cardiovasculaire qui

s’accumulent avec I'age (Lakatta et al. 2003).

Le systéme vasculaire subit directement les effets des facteurs de risque
cardiovasculaire. Les cellules endothéliales sont les premiéres a subir les changements
induits par les facteurs de risque cardiovasculaire puisqu’elles sont en contact direct
avec la circulation sanguine. Le débalancement de I'homéostasie vasculaire a des
répercussions capitales qui peuvent mener a la dysfonction endothéliale. Lors du
développement cellulaire, des mécanismes endogénes sont mis en place pour protéger a
long terme larbre vasculaire des stress environnants. Par exemple, des enzymes
antioxydantes efficaces sont requises pour prévenir les dommages oxydants qui
apparaissent en présence de facteurs de risque cardiovasculaire (Brandes et al. 2005).
L’activation de génes clés qui peuvent initier certains mécanismes de protection
apparaissent également primordiaux pour la protection de I'organisme et du systéme
vasculaire. L’activation du géne suppresseur de tumeurs p53 qui permet de maintenir
l'intégrité cellulaire en régulant, entre autres, le cycle cellulaire apparait comme I'un des
principaux génes protecteurs (Lane 1992; Levine 1997; Chumakov 2007). Une meilleure
comprehension des mécanismes visant a protéger les fonctions vasculaires pourrait
permettre d’identifier de nouveaux moyens pour augmenter cette résistance, d’identifier
des comportements susceptibles de stimuler les défenses endogénes et de mieux faire
face a une détérioration du systéme vasculaire lors de la progression des MCV. Dans ce
contexte, mes travaux ont visé a mieux comprendre les impacts vasculaires et
endothéliaux lors d'un changement d’un environnement favorable (pendant Ile
développement des cellules) vers des conditions pro-athérosclérotiques plus tard dans la

vie.

Pour mieux saisir la portée de mes recherches, il est important de définir plusieurs
concepts-clés. Pour ce faire, la fonction endothéliale (section 1.1), les mécanismes
menant a la dysfonction endothéliale (section 1.2) et certaines interventions pouvant
ralentir le vieillissement vasculaire (section 1.3) seront discutés. De plus, une attention
particuliére sera portée au géne p53 étant donné la découverte de ses nouvelles

fonctions métaboliques qui pourraient influencer ’homéostasie vasculaire (section 1.4).
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1.1 La fonction endothéliale

L’endothélium représente la monocouche cellulaire qui tapisse les vaisseaux sanguins.
Celui-ci n’agit pas seulement comme une simple barriére de protection. Lorsqu’il est sain,
il favorise les processus de relaxation et 'angiogenése, il réduit I'inflammation, il prévient
I'hémostase, la fibrinolyse, 'adhésion et 'agrégation des plaquettes, et évite une hausse

de la perméabilité vasculaire et du «trafficking» des leucocytes (Feletou 2011a).

L’endothélium est sensible aux stress environnants et il est la premiére cible des
dommages associés aux facteurs de risque cardiovasculaire (Libby et al. 2011). Le
diabéte, I'hypercholestérolémie et I'hypertension sont associés a une hausse du stress
oxydant qui est impliquée dans la dysfonction endothéliale (Hamilton et al. 2004). Ainsi,
le bon fonctionnement de I'endothélium dépend d’'un environnement rédox sain (Lakatta
et al. 2003). La dysfonction endothéliale constitue un événement précoce majeur dans le
développement des MCV (Ross 1999). La mesure directe de la capacité des artéres a se
dilater est une méthode efficace pour sa détection, bien qu’elle ne soit pas pratiquée de
fagcon courante chez 'lhomme. On présuppose I'existence de la dysfonction endothéliale
suite a la mesure de biomarqueurs tels que la protéine C réactive (CRP, C-reactive
protein), la dyslipidémie ou I'hyperglycémie (Schachinger et al. 2000; Heitzer et al.
2001b). Le bon fonctionnement de I'endothélium et le maintien de ses propriétés
relaxantes dépendent de la balance entre les facteurs relaxants dérivés de I'endothélium
(EDRF, endothelium-derived relaxing factor), et les facteurs constricteurs dérivés de

I'endothélium (EDCF, endothelium-derived constricting factor).

1.1.1 Les EDRF

1.1.1.1 Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO, nitric oxide) constitue I'un des médiateurs clés dans le
controle de 'homéostasie vasculaire. Outre ses réles antiagrégants (Khan et al. 1996),
antioxydants (Hogg et al. 1993) et antiprolifératifs des cellules musculaires lisses

vasculaires (VSMC, vascular smooth muscle cells) (Bauer et al. 2001; Ignarro et al.
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2001), il permet la relaxation des artéres (Furchgott et al. 1980). Le NO a été le premier
des EDRF a étre identifié (Furchgott et al. 1980; Palmer et al. 1988), et cette découverte
a valu aux Drs Furchgott, Ignarro et Murad d’obtenir le prix Nobel de Physiologie ou
Médecine en 1998.

Le NO est produit par la synthase du NO (NOS, nitric oxide synthase), dont il existe 3
isoformes: la NOS neuronale (nNOS ou NOS1), la NOS inductible (iNOS ou NOS2) et la
NOS endothéliale (eNOS ou NOS3). La numérotation de celles-ci est basée sur l'ordre
chronologique de leur découverte, et non selon leur importance physiologique.
L’absence des 3 isoformes chez la souris n/i/eNOS” provoque des changements
majeurs, soulignant l'importance capitale du NO dans I'homéostasie de l'organisme
(Morishita et al. 2005; Nakata et al. 2008; Yatera et al. 2010). En effet, les souris
n/i’leNOS™ ont une réduction de la fonction rénale (Morishita et al. 2005) et de
I'espérance de vie due a la présence accrue d’infarctus du myocarde (Nakata et al. 2008;
Yatera et al. 2010), ainsi qu’'un développement accéléré de l'athérosclérose et du

syndrome métabolique (Nakata et al. 2008; Yatera et al. 2010).

Chaque isoforme de la NOS utilise la L-arginine pour produire du NO (Figure 1) (Stuehr
et al. 1991). La réaction nécessite aussi la présence d’oxygéne et de nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) (Stuehr et al. 1991). Pour que la NOS puisse
produire le NO, I'enzyme a également besoin de cofacteurs tels que la flavine adénine
dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide (FMN) et la (6R-)5,6,7,8-tétrahydro-L-
bioptérine (BH,) (Marletta 1993; Forstermann et al. 2012). De plus, la NOS doit former un
homodimére (Marletta 1993; Forstermann et al. 2012). Une fois tous ces éléments en
place, les électrons sont transférés successivement par la NOS a partir du NAPDH vers
la FAD, le FMN et le noyau héme de la NOS (Crane et al. 1997; Crane et al. 1998). Une
fois les électrons dans le noyau héme, ils réduisent 'oxygéne. Ce dernier oxyde la L-
arginine en deux étapes pour produire le NO et la citrulline (Crane et al. 1997; Crane et
al. 1998). La liaison entre la NOS et la calmoduline facilite le transfert des électrons a
partir du NADPH vers I'héme, résultant en une production accrue de NO (Forstermann et
al. 1991). Cette liaison est facilitée par la hausse de calcium intracellulaire pour les
isoformes NNOS et eNOS, tandis que la iINOS ne requiert pas de changement dans la

concentration de calcium intracellulaire (Forstermann et al. 1991; Cho et al. 1992), ce qui

29



constitue l'une des différences majeures entre les isoformes. La voie principale de
signalisation du NO est l'activation de la guanylate cyclase soluble, qui augmente la
concentration de guanosine monophosphate cyclique (GMPc), qui active alors la protéine
kinase G (PKG) (Rapoport et al. 1983; Forstermann et al. 1986; Knowles et al. 1989). La
PKG phosphoryle et active la protéine associée au récepteur de linositol 1,4,5-
triphosphate, ce qui inhibe la relache des réserves de calcium intracellulaire (Feletou
2011a), empéchant I'activation de la myosine kinase et la contraction des VSMC (Guyton
et al. 2006). De plus, la PKG phosphoryle la phosphatase de la chaine Iégére de la
myosine, ce qui provoque la relaxation des VSMC par la déphosphorylation de la
myosine (Feletou 2011a). La PKG activée par le NO permet donc la relaxation des
artéres en diminuant la concentration de calcium intracellulaire et [Iétat de

phosphorylation de la myosine (Feletou 2011a).
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Figure 1 La production de NO par les NOS est un processus impliquant plusieurs

acteurs.

La calmoduline (CaM) lie la NOS (une hausse de calcium intracellulaire est requise pour
permettre cette liaison pour les isoformes de la eNOS et de la nNOS) pour faciliter le
transfert des électrons de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) vers
la flavine adénine dinucléotide (FAD), puis vers la flavine mononucléotide (FMN) pour se
terminer dans le noyau héme de la NOS. Ainsi, 'oxygéne est réduit (O,) et I'oxydation
subséquente de la L-arginine (L-Arg) et du (6R-)5,6,7,8-tétrahydro-L-bioptérine (BH.)
permet de produire du NO et de la L-citrulline (L-Cit). Le BH, oxydé (BH3) pourra étre
recyclé et réduit en BH, par la vitamine C (Asc) par exemple.

Réimprimé avec la permission de Oxford University Press : European Heart Journal, U
Foérstermann, WC Sessa. Nitric oxide synthases : regulation and function, 33 (7) pp 829-
837, Copyright (2012).

1.1.1.1.1 La eNOS

La eNOS constitue I'isoforme participant le plus au contréle de ’homéostasie vasculaire.
La premiére étude réalisée sur une souris déficiente en eNOS (eNOS™) a montré que la
perte de la eNOS provoquait I’hypertension et une absence de réponse a 'acétylcholine
de laorte isolée (Huang et al. 1995). L'absence de réponse a l'acétylcholine a été

confirmée dans divers lits vasculaires de la souris eNOS™ par la suite, tels I'aorte
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(Chataigneau et al. 1999; Brandes et al. 2000), les carotides (Faraci et al. 1998;
Chataigneau et al. 1999; Brandes et al. 2000), les coronaires (Chataigneau et al. 1999),
les artéres fémorales (Brandes et al. 2000) et les artéres mésentériques (Chataigneau et
al. 1999). A Tinverse, la surexpression de la eNOS provoque I'hypotension chez les
souris, une hausse de production de NO et de GMPc (Ohashi et al. 1998).
Etonnamment, les réponses a I'acétylcholine et au nitroprussiate de sodium (SNP), un
donneur de NO, étaient moindres dans des artéres isolées des souris surexprimant
eNOS (Ohashi et al. 1998). Cet effet serait di a une diminution de la sensibilité au NO

lorsque sa présence est trop grande.

1.1.1.1.1.1 Le réle anti-athérogénique de la eNOS

La eNOS serait importante dans la prévention de I'athérosclérose puisque le croisement
de souris déficientes en apolipoprotéine (apo) E avec des souris surexprimant la eNOS
ou déficientes en eNOS est, respectivement, protecteur (van Haperen et al. 2002) ou
delétére (Knowles et al. 2000; Kuhlencordt et al. 2001). La production de NO par la
eNOS inhibe I'agrégation plaquettaire (Alheid et al. 1987) et I'adhésion des leucocytes
(Kubes et al. 1991; Arndt et al. 1993) et contrdle la prolifération des VSMC (Garg et al.
1989; Nakaki et al. 1990) et 'angiogenése (Murohara et al. 1998). Le NO produit par la
eNOS joue un réle majeur dans les processus de relaxation dépendants de I'endothélium
(Huang et al. 1995). La eNOS produit non seulement du NO, mais aussi du peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) qui participe directement a la relaxation des artéres mésentériques
(Matoba et al. 2000) et cérébrales (Drouin et al. 2007; Drouin et al. 2009) chez la souris,
dans les artéres coronaires chez I'humain (Miura et al. 2003) et dans les carotides chez
le cochon d’Inde (Gluais et al. 2005a). La eNOS joue donc un rble majeur dans

I’'homéostasie vasculaire et elle est regulée de plusieurs fagons.

1.1.1.1.1.2 La régulation de la eNOS

La hausse de la concentration de calcium intracellulaire active la eNOS (Forstermann et
al. 1991), alors que la cavéoline-1 I'inhibe en permettant la séquestration de la eNOS

dans les caveolae (Bucci et al. 2000; Sowa et al. 2001). Les caveolae sont des structures
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riches en lipides situées dans la membrane plasmique. L’interaction entre la cavéoline-1
et la eNOS affecte la réponse a I'acétylcholine (Bucci et al. 2000; Drab et al. 2001). En
effet, les aortes des souris cavéoline-17" dilatent mieux en présence d’acétylcholine, et
une hausse dans la production du NO et du GMPc est observée dans les VSMC en
culture de souris cavéoline-1"" (Drab et al. 2001). A Tinverse, I'ajout d’'un peptide (qui
contient 23 acides aminés similaires a la cavéoline-1) mimant la liaison entre la
cavéoline-1 et la eNOS diminue la réponse a l'acétylcholine dans les aortes de souris
(Bucci et al. 2000). La protéine chaperonne Hsp90 est 'une des protéines qui active la
eNOS (Garcia-Cardena et al. 1998): la présence de Hsp90 facilite la liaison du calcium a
la calmoduline, ce qui promeut I'éloignement du complexe de la cavéoline-1 et permet
I'activation de la eNOS (Gratton et al. 2000) et la dilatation (Vequaud et al. 2001).

L’état de phosphorylation de la eNOS influe aussi sur son activation. Les forces de
cisaillement appliquées sur I'endothélium vasculaire, forces engendrées par le flux
sanguin, sont I'un des stimuli qui module I'état de phosphorylation de la eNOS (Kuchan
et al. 1994; Ayajiki et al. 1996; Fleming et al. 1998). Les forces de cisaillement
activeraient la phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K) qui phosphorylerait en aval
I'Akt/protéine kinase B (PKB), qui pourrait alors activer et phosphoryler la eNOS au
niveau de la Ser1177 (la Ser1177 chez I'humain correspond a la Ser1179 chez les
bovins et a la Ser1176 chez la souris; c’est le principal site de phosphorylation stimulant
la eNOS) (Dimmeler et al. 1999; Fisslthaler et al. 2000). L’ajout de phosphate sur cet
acide aminé permet de sensibiliser I'enzyme au calcium et facilite I'activation de la eNOS
(McCabe et al. 2000). La protéine kinase A (PKA) pourrait aussi participer a la
phosphorylation de la eNOS par les forces de cisaillement (Boo et al. 2002). L’inhibiteur
de la PKA H89 a en effet bloqué la phosphorylation de la Ser1176 induite par un flux
laminaire sur des cellules endothéliales aortiques bovines en culture (Boo et al. 2002). Le
facteur de croissance endothélial vasculaire (ou VEGF) (Papapetropoulos et al. 1997;
Dimmeler et al. 1999), I'estrogéne (McNeill et al. 1999), la bradykinine (Fleming et al.
2001) et rlinsuline (Zeng et al. 1996) sont d’autres peptides provoquant la
phosphorylation de la eNOS. Les kinases Akt/PKB (Fulton et al. 1999; Michell et al.
1999), PI3K (Zeng et al. 1996; Papapetropoulos et al. 1997), la protéine kinase activée
par TAMP (AMPK) (Chen et al. 1999), PKA (Boo et al. 2002) et la kinase || dépendante

de la calmoduline (ou CaMKIl) (Fleming et al. 2001) peuvent aussi activer la eNOS,
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principalement par la phosphorylation de la Ser1177. Toutefois, 'Akt1 est pour l'instant la
seule kinase dont l'interaction a été démontrée in vivo avec la eNOS (Schleicher et al.
2009). Le résidu Thr495 (la Thr495 chez 'humain et la souris correspond a la Thr497
chez les bovins) de la eNOS est constitutivement phosphorylé par la protéine kinase C
(PKC) et inhibe la production de NO (Fleming et al. 2001; Michell et al. 2001). La
protéine phosphatase 1 facilite la production de NO en déphosphorylant la Thr495
(Fleming et al. 2001; Michell et al. 2001). L’état de phosphorylation sur les résidus
Ser1177 et Thr495 est donc primordial pour la régulation de la production de NO par la
eNOS (Fleming et al. 2001). La phosphorylation des Ser114, Ser633, Tyr81 et Tyr657
pourrait aussi participer a la régulation de la eNOS mais de fagon moins importante que
les Ser1177 et Thr495 (Fleming et al. 2003; Forstermann et al. 2012).

L’expression génique de la eNOS peut aussi étre modulée. Par exemple, le facteur 2
Krippel-like (KLF2, Kriippel-like factor 2), qui est directement régulé par les forces de
cisaillement (Dekker et al. 2002; Parmar et al. 2006), peut activer la transcription de la

eNOS (SenBanerjee et al. 2004) et augmenter la production de NO.

1.1.1.1.2 La nNOS

La nNOS a été isolée pour la premiere fois en 1990 a partir d'un homogénat de cervelets
de rats (Bredt et al. 1990). Elle est exprimée constitutivement dans les neurones, mais
également dans le cceur, les VSMC et dans le muscle squelettique ou elle y est trés
présente (Nakane et al. 1993; Zhou et al. 2009). Le NO produit par la nNOS serait
important dans la neurogénése (Packer et al. 2003), la cognition (Weitzdoerfer et al.
2004; Yildiz Akar et al. 2007) et la mémoire (Bohme et al. 1993; Holscher et al. 1993). I
aurait aussi un effet systémique en maintenant la pression artérielle (Togashi et al. 1992;
Toda et al. 2009). La formation de peroxynitrites a partir du NO originant de la nNOS
participe au développement de la maladie de Parkinson (Gatto et al. 2000; Simic et al.
2000) et de la maladie d’Alzheimer (Smith et al. 1997; Aliev et al. 2009). Bien que la
eNOS soit la principale source de NO permettant la relaxation (Huang et al. 1995), la
NNOS peut aussi participer aux processus de relaxation dépendante de I'endothélium. La

NNOS permet de maintenir la relaxation lorsque I'endothélium est dénudé dans les
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aortes de rats (Schwarz et al. 1999), ou permet la relaxation dans les aortes de souris
eNOS™ (Benkhoff et al. 2012). La nNOS pourrait aussi produire du H,O, qui participerait
a la relaxation en agissant comme EDRF dans les aortes de souris C57BI/6 (Capettini et
al. 2008). La nNOS pourrait donc compenser la perte de la eNOS afin de maintenir la

relaxation dépendante de I'endothélium.

1.1.1.1.3 La iNOS

La iNOS, contrairement a la nNOS et la eNOS, n’est pas exprimée constitutivement mais
est inductible. La iINOS est induite par les cytokines et participe a la réponse immunitaire
lors de la présence de pathogénes (Xie et al. 1993; Wei et al. 1995; MacMicking et al.
1997a; MacMicking et al. 1997b). Le NO produit par la iINOS permet de provoquer la
mort des parasites, et méme celle de cellules tumorales (Green et al. 1990; Li et al.
1991). Puisque I'expression de la iINOS est associée a l'inflammation, son activation
chronique n’est pas souhaitée. Le facteur nucléaire-xB (NF-«xB, nuclear factor-xB), chef
d’orchestre du processus inflammatoire, régule a la hausse I'expression de la iINOS
(Lowenstein et al. 1993). Une hausse d’expression de la iINOS a été observée chez des
personnes hypertendues (Smith et al. 2011), et dans un modele d’inflammation
chronique d’hypothyroidie chez le rat (Virdis et al. 2009a). Cette hausse de production de
NO par la INOS, combinée a la hausse de stress oxydant n’améliore pas la relaxation
dépendante de I'endothélium (Virdis et al. 2009a). Les anions superoxydes produits
(indépendamment de la source) réagissent avec le NO pour former des peroxynitrites ce
qui diminue la biodisponibilité du NO et réduit la relaxation dépendante de I'endothélium
(Virdis et al. 2009a). Ainsi, l'inhibition spécifique de la INOS avec I'aminoguanidine dans
les aortes de rats hypertendus (Hong et al. 2000), avec le 1400W dans les artéres
mésentériques de patients (Rodriguez-Manas et al. 2009) et dans les aortes de rats agés
(Tian et al. 2010) améliore le processus de relaxation dans ces vaisseaux. De plus, la
réduction de [linflammation par linhibition du NF-xB chez le rat spontanément
hypertendu (SHR, spontaneously hypertensive rat) diminue I'expression de la iNOS et

favorise la relaxation dans 'aorte (Hong et al. 2000).
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En résumé, le NO produit par les isoformes eNOS et nNOS favorise la santé vasculaire
et permet les processus de relaxation dépendants de I'endothélium, tandis que le NO
provenant de la iINOS serait métabolisé pour générer des especes réactives (RS) et
aurait des effets délétéres. La eNOS, principalement, génére le NO et le H,O, qui
participent a la régulation de 'lhoméostasie vasculaire. Les altérations de I'expression ou
du fonctionnement des NOS lors de conditions pathologiques participent au
débalancement de I'équilibre des EDRF et EDCF. La prostacycline (PGl,) et les facteurs
hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHF, endothelium-derived hyperpolarizing
factor) peuvent toutefois maintenir une relaxation dépendante de I'endothélium adéquate

lorsque la contribution de la e/n/iNOS décroit.

1.1.1.2 La prostacycline

La PGI,, comme toutes les prostaglandines (PG), dérive de I'acide arachidonique (AA).
La phospholipase A, transforme les phospholipides membranaires en AA, puis, les
cyclooxygénases (COX) 1 et 2 forment un précurseur commun, la PGH,. Finalement, 5
prostanoides différents sont formés a partir de la PGH, grace a leur synthase respective:
le thromboxane A, (TXA;) par la thromboxane synthase (TXS), la PGD; par la PGD,
synthase (PGD,S), la PGE; par la PGE, synthase (PGE,S), la PGF; par la PGF;
synthase (PGF,S) et la PGI;, par la PGI; synthase (PGI,S) (Feletou 2011a).

La PGI, est connue principalement pour ses réles dans l'inhibition de I'agrégation des
plaquettes et son effet vasodilatateur (Moncada et al. 1976; Dusting et al. 1978a; Dusting
et al. 1978b; Dusting et al. 1978c; Gryglewski et al. 1978; Whittle et al. 1978). Chez des
patients diabétiques dont la biodisponibilité du NO est diminuée, la PGI, participe au
maintien de la relaxation dépendante de I'endothélium dans l'artére brachiale (Meeking
et al. 2000). La PGl agit en activant la production d’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc) par I'adénylate cyclase suite a la liaison au récepteur de la PGI; (IP) (Gorman et
al. 1977; Tateson et al. 1977; Kukovetz et al. 1979). Cette hausse d’AMPc permet, entre
autres, I'activation de la PKA qui stimule I'ouverture de canaux potassiques, menant a

I'hyperpolarisation du muscle lisse et a la dilatation (Lawler et al. 2001; Feletou 2011a).
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La PGI,S est fortement exprimée dans les cellules endothéliales (Kawka et al. 2007). Les
souris PGI,S™ sont hypertendues, en plus de présenter une dysfonction rénale
(Yokoyama et al. 2002). Tout comme pour la eNOS, la PGI,S est sensible au stress
oxydant: I'exposition de cellules endothéliales aortiques bovines en culture aux
lipoprotéines de faible densité (LDL, low-density lipoprotein) oxydées (oxLDL) oxLDL
inhibe la production de PGI, (Thorin et al. 1994) et il a été montré que le fonctionnement
de la PGI,S est altéré par les peroxynitrites (Zou et al. 2002; Schmidt et al. 2003). L’ajout
de peroxynitrites sur des cellules endothéliales bovines en culture (Schmidt et al. 2003),
ou la hausse de la production de peroxynitrites associée a un excés de glucose sur des
cellules endothéliales humaines en culture (Zou et al. 2002) inhibent la PGI,S via une
hausse de sa nitration. Ainsi, une production accrue de PGl, par la PGI,S ne peut que
compenser temporairement une diminution de NO par la eNOS puisque les peroxynitrites
finissent aussi par inhiber la PGI,;S (Zou et al. 2002; Schmidt et al. 2003). Toutefois, la
production de PGI, peut également provenir de la COX2 (McAdam et al. 1999; Barbieri
et al. 2012). Une augmentation de la production de PGl, via la COX2, afin de compenser
la perte précoce de la eNOS, a été observée chez des souris dyslipidémiques (Gendron
et al. 2007b). L'importance physiologique de la production de PGl, par la COX2 a été
mise en évidence lors du retrait du marché du rofecoxib (Vioxx®). L’utilisation clinique du
Vioxx®, un linhibiteur spécifique de la COX2, a été interrompue a cause d’un risque
d’évenements cardiovasculaires plus élevé chez des patients atteints d’'un cancer
colorectal (Bresalier et al. 2005; Solomon et al. 2005), risque qui a été attribué a

l'inhibition des effets protecteurs de la PGI, (Barbieri et al. 2012).

Les bienfaits de la PGI, nécessitent sa liaison au récepteur IP. La souris IP” développe
de maniére accélérée I'athérosclérose (Egan et al. 2004; Kobayashi et al. 2004) et a un
risque plus élevé de thrombose (Murata et al. 1997). De méme, une mutation dans le
récepteur IP accélere le développement de I'athérosclérose chez les patients a haut
risque de MCV (Arehart et al. 2008). Si I'expression du récepteur IP est altérée, la PGl,
lie le récepteur du thromboxane (TP) et provoque des effets délétéres (section 1.1.2.1)
(Numaguchi et al. 1999; Gluais et al. 2005b). Ainsi, les effets bénéfiques de la PGI;, sont
fortement dépendants de la présence et du bon fonctionnement du récepteur IP. Il faut
noter que les effets protecteurs de la PGI, sont contrebalancés par le TXA; (section

1.1.2.1), ce qui suggére que le ratio PGIl, / TXA, est primordial pour la santé
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cardiovasculaire (Cipollone et al. 2008). Un débalancement de ce ratio est également

associé au développement du cancer (Cathcart et al. 2010).

1.1.1.3 Les EDHF

Les EDHF participent aux processus de relaxation dépendants de I'endothélium chez les
souris (Brandes et al. 2000; Scotland et al. 2005) et 'humain (Taddei et al. 2006) et a la
régulation de la pression sanguine chez la souris (Brandes et al. 2000; Scotland et al.
2005). La contribution des EDHF a la relaxation dépendante de I'endothélium est
inversement proportionnelle a la taille du vaisseau, leur impact étant le plus grand dans
les petites artéres de résistance (Urakami-Harasawa et al. 1997). La production des
EDHF permettrait de compenser pour la diminution de NO et de PGI; afin de maintenir
'homéostasie vasculaire (Brandes et al. 2000; Scotland et al. 2005; Taddei et al. 2006).
En effet, le NO inhibe la production des EDHF (Thorin et al. 1998; Nishikawa et al. 2000).
De plus, la présence des EDHF permet la relaxation dépendante de I'endothélium dans
les artéres de résistance des souris eNOS™ (Brandes et al. 2000) et eNOS™/COX1™"
(Scotland et al. 2005). Les EDHF permettent aussi de compenser la dysfonction de la
eNOS associée a la hausse de stress oxydant observée chez les patients hypertendus
(Taddei et al. 2006).

Bien que le NO et la PGI, provoquent I'hyperpolarisation des VSMC, l'ion potassium
(Edwards et al. 1998), les acides époxyeicosatriénoiques (ou EETs) provenant des
enzymes du cytochrome P450 (Campbell et al. 1996; Krummen et al. 2005; Krummen et
al. 2006), les métabolites de la lipooxygénase (acides hydroxyeicosatétraénoiques, ou
HETEs) (Pfister et al. 1998; Faraci et al. 2001) et le H,O, (Matoba et al. 2000; Miura et
al. 2003; Gluais et al. 2005a; Drouin et al. 2007; Drouin et al. 2009) sont considérés
comme des EDHF. Le peptide natriurétique de type-C (ou CNP), le monoxyde de
carbone et le sulfure d’hydrogéne peuvent aussi provoquer I'hyperpolarisation des VSMC
quoique leur action comme EDHF ne soit pas encore confirmée (Feletou et al. 2006;
Feletou et al. 2009).

La production des EDHF se fait suite a la hausse de calcium intracellulaire découlant, par

exemple, de I'activation d’un récepteur couplé a une protéine G. Cette hausse de calcium
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intracellulaire dans les cellules endothéliales permet I'ouverture des canaux potassiques
dépendants du courant calcique de petite conductance (ou Kc,2.3) et de conductance
intermédiaire (ou Kca3.1), ce qui provoque I'’hyperpolarisation de la cellule endothéliale
(Feletou et al. 2006). Les VSMC seraient ensuite hyperpolarisées par 1) I'ion potassium
lui-méme qui pourrait activer les canaux potassiques des VSMC ou la pompe Na*/K*-
ATPase ou, 2) I'hyperpolarisation des cellules endothéliales pourrait étre transmise

directement aux VSMC par les jonctions «gap» (Feletou et al. 2006; Feletou 2011b).

En conclusion, la combinaison du NO, de la PGl et des EDHF permet les processus de
relaxation dépendants de I'’endothélium dans les artéres. Alors que le NO semble
primordial dans les grosses artéres de conductance, les EDHF sont plutét impliqués
dans les vaisseaux de résistance de petites tailles. Leur contribution relative est affectée
par la progression du stress oxydant associée aux facteurs de risque cardiovasculaire.
Avant I'apparition de la dysfonction endothéliale caractéristique des MCV, la perte d’'un
des EDRF semble pouvoir étre compensée temporairement par les autres, afin de

contrebalancer la hausse progressive des EDCF.

1.1.2 Les EDCF

1.1.2.1 Les EDCF dérivés de I'acide arachidonique

Certaines PG diminuent la relaxation dépendante de I'endothélium grace a leur affinité
pour le récepteur TP (Gluais et al. 2005b). La PGF;,, produite par la COX2 par exemple

provoque la contraction d’aortes de hamsters en liant les récepteurs TP (Wong et al.
2009). Toutefois, c’est le TXA,, principal ligand des récepteurs TP, qui contrebalance
majoritairement la relaxation dépendante de I'endothélium (Gluais et al. 2005b; Gluais et
al. 2006). Une diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium, attribuable a une
hausse de TXA,, est observée avec I'dge dans les artéres rénales de souris contrbles
dites «sauvages» (WT, wild type) (Gendron et al. 2007a) et dans les arteres cérébrales
de souris WT et dyslipidémiques (Drouin et al. 2011b). Un traitement chronique avec un
antioxydant permet de prévenir la dysfonction endothéliale et la hausse de TXA:

observées chez les souris WT et dyslipidémiques agées (Gendron et al. 2007a; Drouin et
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al. 2011b), suggérant que le stress oxydant est impliqué dans les effets délétéres du
TXA,. De plus, linhibition de la synthése de TXA, prévient le développement de la
dysfonction endothéliale dans les artéres mésentériques de rats diabétiques (Matsumoto
et al. 2009c¢). Le récepteur TP, situé en aval du TXA;,, est également important dans la
régulation de la fonction endothéliale: I'absence du récepteur TP chez le lapin prévient la
dysfonction endothéliale induite par une diéte riche en cholestérol (Pfister 2006). De plus,
I'activation du récepteur TP par un analogue du TXA, (U46619) inhibe la phosphorylation
de la eNOS sur la Ser1177 dans une culture primaire de cellules endothéliales isolées a
partir d’aortes de rats (Liu et al. 2009). Outre son impact négatif sur la relaxation
dépendante de I'endothélium (Pfister 2006; Liu et al. 2009), le récepteur TP participe au
développement de I'hypertension et promeut I'athérosclérose (Francois et al. 2004;
Kobayashi et al. 2004; Pfister 2006; Francois et al. 2008). Bien que les souris TP" aient
une pression artérielle normale (Thomas et al. 1998), elles sont protégées contre
I'hypertension induite par I'angiotensine Il (Angll) (Francois et al. 2004) ou le Nw-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, un inhibiteur des NOS) (Francois et al. 2008). L’absence
du récepteur TP prévient I'athérosclérose chez la souris TP”/apoE” (Kobayashi et al.
2004) et chez le lapin déficient en récepteur TP nourri avec une diéte riche en gras
(Pfister 2006). Ainsi, autant le TXA; que son récepteur TP sont néfastes dans le

processus de la relaxation dépendante de I'endothélium.

La production des EDCF dérivés de ’AA augmente avec I'age et '’hypertension (Feletou
et al. 2011), et il semble que la COX1 participe plus que la COX2 dans la production des
EDCF (Tang et al. 2005). En effet, les aortes isolées des souris COX1™ produisent moins
d’EDCF que les souris COX2" (Tang et al. 2005). Le stress oxydant stimule la
production des EDCF chez le rat hypertendu SHR, et la présence d’antioxydant ou
linhibition spécifique (valéryl salicylate) ou non (indométacine) de COX1 bloque la
production des EDCF (Yang et al. 2002; Tang et al. 2007). Paradoxalement et comme
mentionné précédemment, la PGI, peut aussi agir comme EDCF en liant le récepteur TP

si le récepteur IP est défaillant (Numaguchi et al. 1999; Gluais et al. 2005b).
La COX2, qui permet la production de PGIl, (McAdam et al. 1999; Barbieri et al. 2012),

peut aussi produire des EDCF. En effet, la production d'EDCF par la COX2 est

augmentée avec I'age (Heymes et al. 2000; Shi et al. 2008) et la présence de facteurs de
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risque cardiovasculaire comme I'hypertension (Alvarez et al. 2005; Virdis et al. 2009b;
Qu et al. 2010) et le diabéte (Akamine et al. 2006b; Matsumoto et al. 2007a). Par
exemple, une production accrue d’EDCF par la COX2 est observée dans les aortes
(Heymes et al. 2000) et les artéres fémorales (Shi et al. 2008) de rats agés, engendrant
une dysfonction endothéliale. L’activation de COX2 par le stress oxydant (Feng et al.
1995) serait responsable de la production ’EDCF (Akamine et al. 2006b; Matsumoto et
al. 2007b; Shi et al. 2008; Virdis et al. 2009b).

L’infusion d’indométacine est pour linstant la méthode utilisée cliniquement pour voir
'implication des COX dans la production des EDCF (Versari et al. 2009c¢), lorsqu’on

désire évaluer la fonction endothéliale.

1.1.2.2 L’endothéline-1

L’endothéline (ET)-1 a été identifiée en 1988 (Yanagisawa et al. 1988a; Yanagisawa et
al. 1988b; Yanagisawa et al. 1988c), quelques années apres la premiére observation de
la présence d’une substance contractile produite par 'endothélium (De Mey et al. 1982).
Deux peptides similaires nommeés ET-2 et ET-3 ont été identifiés aprés la découverte de
'ET-1 (Inoue et al. 1989); c’est toutefois 'ET-1 qui joue un réle plus important au niveau

vasculaire.

L’ET-1 constitue I'un des plus puissant EDCF (Yanagisawa et al. 1988a; Yanagisawa et
al. 1988b; Yanagisawa et al. 1988c). Elle est synthétisée par les cellules endothéliales
(Yanagisawa et al. 1988c) et agit via ses deux récepteurs: ETa et ETg (Arai et al. 1990;
Sakurai et al. 1990). Le récepteur ET, est situé sur les VSMC et participe a la
constriction, tandis que le récepteur ETg est localisé sur les cellules endothéliales et
provoque dans la majorité des cas une relaxation (Nguyen et al. 2010; Thorin et al.
2010). Le NO peut inhiber la production d’ET-1 (Boulanger et al. 1990) et 'ET-1 peut
atténuer I'effet des EDRF (Luscher et al. 1990). En condition non-pathologique, I'ET-1
favoriserait la liaison au récepteur ETg et la vasodilatation (Nguyen et al. 2010).
Toutefois, en conditions pathologiques, la production d’ET-1 est augmentée et
favoriserait la vasoconstriction (Lerman et al. 1991; Winkles et al. 1993; Hasdai et al.

1997a; Hasdai et al. 1997b; Fan et al. 2000). Par exemple, chez des patients
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athérosclérotiques la concentration plasmatique d’ET-1 est augmentée par rapport a des
patients sains (Lerman et al. 1991). L'utilisation d’un antagoniste du récepteur ETa
améliore la relaxation dépendante de I'endothélium chez des patients coronariens
(Halcox et al. 2001; Bohm et al. 2008). Chez la souris, les antagonistes du récepteur ETx
font régresser la plaque athéromateuse et améliorent la relaxation dépendante de
I'endothélium dans l'aortes des souris apoE™ nourries avec une diéte riche en gras
(Barton et al. 1998). L’ET-1 peut aussi provoquer la hausse du stress oxydant dans les
cellules endothéliales, ce qui participe au développement de la dysfonction endothéliale
(Dong et al. 2005; Saitoh et al. 2009).

1.1.2.3 L’angiotensine I

L’implication du systéme rénine-angiotensine est majeure dans la régulation de la
pression sanguine. Lorsque la pression chute, le rein produit de la rénine et la libére
dans la circulation sanguine. La rénine clive I'angiotensinogéne en angiotensine |, puis
'enzyme de conversion de [l'angiotensinogéne (ACE, angiotensinogen converting
enzyme), présente principalement dans les poumons, clive I'angiotensine | en Angll
(Guyton et al. 2006). Il y a plus de 40 ans, il a été démontré que les niveaux d’Angll sont
augmentés chez les patients hypertendus rénaux (Catt et al. 1969), et le role de 'Angll
est maintenant établi dans la pathogenése de I'hypertension. L’Angll peut provoquer la
hausse de la pression sanguine de 2 fagons: 1) I'’Angll induit la vasoconstriction des
artérioles, ce qui augmente la résistance périphérique et méne a la hausse de la
pression sanguine, 2) I'Angll peut directement, ou via la stimulation de la sécrétion
d’aldostérone par les glandes surrénales, diminuer I'excrétion d’eau et favoriser la
réabsorption de sodium, ce qui augmente le volume sanguin et donc la pression artérielle
(Guyton et al. 2006).

L’Angll peut lier ses deux récepteurs, AT1 et AT2, mais c’est le récepteur AT1 qui est le
plus fortement exprimé dans les tissus (Steckelings et al. 2005). Ainsi, I'activation du
récepteur AT1 par I’Angll serait responsable de la vasoconstriction rénale et systémique,
favoriserait la prolifération des VSMC, stimulerait la réabsorption du sodium et
favoriserait la production du stress oxydant via I'activation de la NADPH oxydase (Nox)

(Feletou 2011a). L’Angll peut, en effet, stimuler la production d’anions superoxydes par
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la Nox (Rajagopalan et al. 1996; Landmesser et al. 2002; Touyz et al. 2002; Gragasin et
al. 2003; Touyz et al. 2003). Il est intéressant de noter que I’Angll induit I'hypertension
chez le rat au méme niveau qu’une infusion avec de la norépinephrine, toutefois seule
'Angll active la production d’anions superoxydes dans les aortes (Rajagopalan et al.
1996). De plus, l'incubation de VSMC isolées de patients sains avec de 'Angll augmente
I'expression de la Nox (Touyz et al. 2002; Touyz et al. 2003). Des données similaires ont
été observées dans des cellules endothéliales isolées d’aortes bovines (Gragasin et al.
2003) et de souris (Landmesser et al. 2002). L’hypertension induite par I'infusion d’Angl|
est réduite chez les souris p47phox”, une sous-unité de la Nox (section 1.2.1.1.1),
démontrant I'implication de la Nox dans I’hypertension associée a I’Angll (Landmesser et
al. 2002).

L’action pro-constrictrice de I'Angll via le récepteur AT1 et la production des anions
superoxydes se traduisent in vitro par une dysfonction de I'endothélium. L'utilisation de
médicaments ciblant le récepteur AT1 ou I'’ACE réduit la tension artérielle et améliore la
relaxation dépendante de I'endothélium, tant chez les patients (Enseleit et al. 2001), que
dans les modéles animaux (Rajagopalan et al. 1996; Oak et al. 2007). L’inhibition de
I'ACE chez des patients hypertendus traités pendant 12 a 24 mois améliore la relaxation
dépendante de I'endothélium dans les arteres brachiales (Taddei et al. 1998b) et
glutéales (Schiffrin et al. 1995). Le candesartan (antagoniste AT1) et le captopril (un
inhibiteur de ’ACE) ont prévenu la dysfonction endothéliale dans les aortes de souris
diabétiques, suggérant que I'Angll participe a la dysfonction endothéliale (Oak et al.
2007). De méme, le losartan a prévenu la dysfonction endothéliale et la hausse de stress
oxydant induites par 'Angll dans les aortes chez le rat (Rajagopalan et al. 1996). Il est
intéressant de mentionner que [linhibition de I'ACE favorise aussi la relaxation
dépendante de I'endothélium en empéchant la dégradation de la bradykinine, un autre
EDRF (Enseleit et al. 2001).

En conclusion, les EDCF contrebalancent les effets bénéfiques des EDRF sur la
relaxation dépendante de I'endothélium. La quantité d’EDCF augmente avec la présence
des facteurs de risque cardiovasculaire et la progression des MCV. Le suivi de la
concentration des EDCF (ou de leurs métabolites) pourrait ultimement permettre de

détecter le développement de la dysfonction endothéliale. Le débalancement entre la
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production des EDRF et des EDCF constitue I'un des mécanismes clés dans la

progression de la dysfonction endothéliale.

1.2 La dysfonction endothéliale, un marqueur précoce des ICV

Un endothélium sain est primordial pour maintenir une bonne santé cardiovasculaire.
Toutefois, avec l'dge (Lakatta et al. 2003) et la présence de facteurs de risque
cardiovasculaire (Hamburg et al. 2008), la dysfonction endothéliale progresse. Le profil
des cellules endothéliales change de protecteur a pro-athérosclérotique a mesure
qu’elles deviennent dysfonctionnelles, ce qui favorise la pathogenése des MCV (Rossi et
al. 2004; Rossi et al. 2005). La dysfonction endothéliale a un intérét clinique réel puisqu'’il
s’agit d’'un marqueur d’événements cardiovasculaires a venir (Lerman et al. 2005). Il est
donc essentiel de comprendre comment la dysfonction endothéliale se développe pour

mieux identifier les moyens de la prévenir.

1.2.1 Le stress oxydant

L’un des éléments déclencheurs dans linitiation de la dysfonction endothéliale est la
présence de stress oxydant dans les vaisseaux (Brandes et al. 2005). L’équilibre entre la
production des RS et leur inactivation est importante pour éviter I'apparition de
dommages oxydants sur les protéines, les lipides ou 'ADN. Cependant, un systéme
d’enzymes antioxydantes finement régulées est en place pour protéger les vaisseaux
face a une hausse de RS (section 1.2.1.2). De plus, I'apport exogéne d’antioxydants

dans la nourriture participe a la prévention des dommages oxydants (section 1.3.2).

1.2.1.1 Origine du stress oxydant vasculaire : les sources des RS

Les RS peuvent étre radicalaires (un électron non-apparié) ou non, oxygénées, azotées

(Tableau I) ou chlorées (comme I'acide hypochloreux par exemple).
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Tableau | Liste des principales especes réactives (RS) dans la fonction vasculaire

RS radicalaires RS non-radicalaires

Dérivées de I'oxygéne

Anion superoxyde, Og¢” Peroxyde d’hydrogéne, H,0,

Radical hydroxyle, OHe Peroxynitrite, ONOO"
Dérivées de l'azote

Monoxyde d’azote, NO Peroxynitrite, ONOO"

Les RS proviennent de plusieurs sources (Halliwell et al. 2007). Plusieurs enzymes
peuvent participer a la production de RS au niveau vasculaire. Ces derniéres jouent un
rOle dans le débalancement de I'équilibre rédox menant a la dysfonction endothéliale
(Figure 2).

COX
XO
CYP450
Nox NOS
02._ NO
H202

A
SN

Protéines]
H,O +X Lipides

Figure 2 Les principales enzymes antioxydantes et pro-oxydantes et leurs espéces

réactives associées.

L’anion superoxyde (O.¢") est produit par la NADPH oxydase (Nox), la xanthine oxydase
(XO), les cyclooxygénases (COX), les enzymes du cytochrome P450 (CYP450) ou la
synthase du monoxyde d’azote (NOS) découplée. L’O,*" est transformé par la
superoxyde dismutase (SOD) en peroxyde d’hydrogéne (H,0,); il peut aussi réagir avec
le monoxyde d’azote (NO) pour former du peroxynitrite (ONOQO"). Le H,O, est métabolisé
en eau (et autres métabolites (X) selon la réaction enzymatique) par diverses enzymes:
la glutathione peroxydase (GPx), la catalase (CAT), les peroxyrédoxines (Prx) et les
thiorédoxines (Trx). Le stress oxydant (SO) généré altére la fonction primaire de ’ADN,
des protéines et des lipides.
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Certaines RS ont des effets plus marqués sur la fonction endothéliale. Alors que le NO et
le H,O, produits par la eNOS favorisent la relaxation des artéres (section 1.1.1.1.1), les
anions superoxydes et les peroxynitrites jouent un rdle clé dans la dysfonction
endothéliale. L’'un des principaux dangers d’une surproduction d’anions superoxydes est
la production rapide de peroxynitrite a partir du NO. En effet, 'anion superoxyde réagit
trois fois plus rapidement avec le NO qu’avec la superoxyde dismutase (SOD) (Thomson
et al. 1995). Etant donné sa stabilité, le peroxynitrite peut réagir et altérer la fonction de
diverses protéines et enzymes, en plus d’entrainer la dysfonction de la mitochondrie
(Beckman et al. 1996). Une augmentation de la quantité des peroxynitrites est associée

a une diminution de la biodisponibilité du NO et a la dysfonction endothéliale.

Les anions superoxydes peuvent étre générés par les mitochondries, la xanthine
oxydase (XO), les enzymes du cytochrome P450, les COX, la Nox et le découplement de
la NOS (Cai et al. 2000; Halliwell et al. 2007; Chen et al. 2012). Par exemple, les oxLDL
impliquées dans la pathogenése de I'athérosclérose (Libby et al. 2011) stimulent la
production de RS par les mitochondries des cellules endothéliales (Zmijewski et al.
2005). La dysfonction mitochondriale induite par la roténone, un inhibiteur du transfert
des électrons dans la chaine respiratoire mitochondriale, provoque une diminution de la
relaxation dépendante de I'endothélium dans les aortes (Weir et al. 1991) et les artéres
pulmonaires (Rodman et al. 1991) de rats attribuable a une hausse du stress oxydant
provenant des mitochondries dysfonctionnelles (Csiszar et al. 2006a). Dans une méta-
analyse, linhibition de la XO chez des patients (avec ou sans facteur de risque
cardiovasculaire) améliore la fonction endothéliale de I'artére brachiale (stimulation par le
flux ou I'acétylcholine) en plus de réduire la quantité de lipides oxydés dans le sang
(mesure du malondialdéhyde) (Higgins et al. 2012). Bien que ces exemples illustrent
'importance de la mitochondrie et de la XO dans la production de RS, ce sont toutefois la
Nox et le découplement de la eNOS qui sont les principaux responsables de la

dysfonction endothéliale associée au stress oxydant.
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1.2.1.1.1 La NAPDH oxydase

La production accrue de l'anion superoxyde suite a la hausse de l'activité ou de
I'expression de la Nox est I'une des principales sources de RS dans les MCV (Cai et al.
2000; Higashi et al. 2009; Brandes et al. 2010). La famille de la Nox contient 7 sous-
unités catalytiques et 6 sous-unités régulatrices (Lassegue et al. 2012). Les sous-unités
catalytiques sont les Nox1-5 et Duox1-2 et les sous-unités régulatrices sont p22phox,
p40phox, p47phox, p67phox, Noxa1l et Noxo1 (Bedard et al. 2007; Lassegue et al.
2012). Pour obtenir un isoforme fonctionnel de la Nox, une sous-unité catalytique
s’associe avec une ou plusieurs sous-unités régulatrices (Figure 3). La Nox4 est le
principal isoforme dans les cellules endothéliales, Nox1 et Nox4 se retrouvent dans les
VSMC et la Nox2 (originalement appelée gp91phox) est présente dans les macrophages
(Bedard et al. 2007). Nox5 est aussi retrouvée dans les VSMC et les cellules
endothéliales, cet isoforme ne requiert toutefois pas p22phox pour son activation
contrairement aux Nox1, Nox2 et Nox4 (Lassegue et al. 2012). Bien qu’initialement tous
les isoformes étaient supposés étre associés a la production de I'anion superoxyde, il
semble que Nox4 produise plutét du H,O, (Ray et al. 2011; Takac et al. 2011; Schroder
et al. 2012). Nox3 est principalement située dans l'oreille interne et Duox1 et Duox2 se
retrouvent dans la glande thyroide (Bedard et al. 2007); ces sous-unités n’ont toutefois

pour I'instant aucun intérét cardiovasculaire et ne seront pas discutées.
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Figure 3 La structure de Nox2.

La sous unité catalytique Nox2 et la sous-unité régulatrice p22phox sont associées
ensemble a la membrane de vésicules intracellulaires. La phosphorylation de p47phox
permet son association avec p22phox. L’échange de GDP en GTP sur la protéine RAC
permet sa liaison a Nox2. Une fois toutes les sous-unités de Nox2 associées a la
membrane, le transfert des électrons s’effectue a partir du NADPH vers I'oxygéne pour
former 'anion superoxyde.

Réimprimé avec la permission de The American Physiological Society: Physiological
Reviews, K Bedard, KH Krause. The NOX Family of ROS-Generating NADPH Oxidases:
Physiology and Pathophysiology, 87 pp 245-313, Copyright (2007).

Les expressions des sous-unités de la Nox sont augmentées en présence de
pathologies. Par exemple, chez des rats diabétiques, I'expression protéique de Nox2,
Nox4, p22phox et p47phox est accrue dans les reins (Etoh et al. 2003; Asaba et al.
2005). Un traitement avec I'apocynine, un inhibiteur non-spécifique de la Nox, permet de
prévenir la hausse des expressions rénales de Nox2, p22phox et p47phox associées a la
hausse de la peroxydation lipidique de rats diabétiques (Asaba et al. 2005).
L’augmentation des dommages oxydants rénaux mesurés par le 8-hydroxy-
déoxyguanosine (ou 8-OHdG) ainsi que la hausse des expressions de Nox4 et p22phox
peut aussi étre prévenue par un traitement de 6 semaines a linsuline chez des rats

diabétiques (Etoh et al. 2003). L’hypertension stimule également les expressions de
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plusieurs sous-unités de la Nox chez les rongeurs (Cifuentes et al. 2000; Landmesser et
al. 2002; Molinau et al. 2002; Touyz et al. 2002). Chez la souris, une infusion de 7 jours
d’Angll provoque une hausse de plus de 40 mmHg de la pression systolique qui coincide
avec une hausse de la production des anions superoxydes et une hausse des
expressions de Nox2, p47phox et p67phox dans l'aorte (Cifuentes et al. 2000;
Landmesser et al. 2002). Le losartan, un antagoniste du récepteur AT1, prévient la
hausse de la pression sanguine induite par 'Angll, ainsi que la hausse de I'expression

des sous-unités de la Nox et les dommages oxydants dans I'aorte (Cifuentes et al. 2000).

La hausse des expressions aortiques de Nox1, Nox2 et p22phox induite par 'Angll chez
le rat méne a la dysfonction endothéliale suite a la hausse de la production des anions
superoxydes (Mollnau et al. 2002). L’inhibition de la Nox par I'apocynine peut renverser
les effets délétéres sur la relaxation dépendante de I'endothélium observés avec I'age
dans les carotides des souris (Rippe et al. 2010), avec la dyslipidémie dans les artéres
cérébrales de souris (Drouin et al. 2011b) ou avec le diabéte dans les artéres basilaires
de rats (Matsumoto et al. 2007b). La délétion de Nox2 (Gorlach et al. 2000) ou de Nox1
(Matsuno et al. 2005) chez la souris favorise la relaxation dépendante de I'endothélium,
confirmant le réle important de la Nox dans la dysfonction endothéliale. De plus,
'amélioration de la relaxation dépendante de I'endothélium par les statines dans les
aortes de rats pourrait provenir, du moins en partie, de la diminution des RS générés par
la Nox (Wagner et al. 2000).

Bien que l'expression de Nox4 soit augmentée par I'hypertension induite par I'Angll
(Wingler et al. 2001; Matsuno et al. 2005), le réle de Nox4 semble différer des autres
membres de la famille. La souris Nox4” a pour phénotype une inflammation vasculaire
accrue et une dysfonction endothéliale aortique (Schroder et al. 2012), alors que la
surexpression de Nox4 spécifiguement dans I'endothélium améliore la relaxation
dépendante de I'endothélium par une hausse de la production de H,O, dans les aortes
(Ray et al. 2011). Ces données suggérent plutdt un role bénéfique au niveau vasculaire

de Nox4, contrairement aux isoformes 1 et 2.
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1.2.1.1.2 La eNOS découplée

Le découplement de la eNOS sous-entend que la eNOS produit de 'anion superoxyde
plutét que du NO, et ce phénomene s’accentue avec la présence de facteurs de risque
cardiovasculaire (Brandes et al. 2005). Le découplement de la eNOS a été démontré
dans les aortes de rats (Kerr et al. 1999) et de souris (Landmesser et al. 2003)
hypertendus, de rats agés (Csiszar et al. 2002) et de souris pro-athérosclérotiques
apoE™ (Laursen et al. 2001; Ozaki et al. 2002). L’absence de L-arginine et du BH, méne
au découplage de la eNOS et a une production accrue des anions superoxydes
vasculaires (Pou et al. 1992; Vasquez-Vivar et al. 1998; Kerr et al. 1999). Le
peroxynitrite, produit par la réaction entre le NO et I'anion superoxyde, accentue la
dysfonction endothéliale aortique chez les souris apoE™ en inactivant le BH,4 (Laursen et
al. 2001). A linverse, I'ajout exogéne de BH, permet de diminuer la production d’anion
superoxyde chez des souris hypertendues (Landmesser et al. 2003); la dénudation de
I'endothélium ou la prise de L-NAME diminue la production de I'anion superoxyde chez le
rat hypertendu (Kerr et al. 1999). La surexpression de la eNOS dans la souris apoE™, &
Iinverse de I'hypotheése initiale, accélere le développement de la plaque athéromateuse
par la production accrue d’anions superoxydes dans l'aorte (Ozaki et al. 2002). Ces

études démontrent I'importance cardiovasculaire du découplage de la eNOS.

En résumé, I'excés de RS a un effet vasculaire délétere. Ces RS peuvent provenir de
différentes sources et accélérent le développement de la dysfonction endothéliale. Pour
diminuer le risque de 'accumulation de dommages oxydants et I'altération de la fonction
endothéliale, un systéme endogéne d’enzymes antioxydantes existe pour contrebalancer
les effets des RS.

1.2.1.2 Les défenses antioxydantes endogénes

L’'organisme subit constamment des agressions des RS endogénes ou provenant de
I'environnement. Ainsi, pour éviter une accumulation de dommages oxydants, les cellules
possédent les ressources nécessaires pour faire face aux hausses aigues et chroniques

de RS. Les principales RS auxquelles les cellules doivent faire face sont I'anion

50



superoxyde et le H,O,, qui sont inactivés par les enzymes présentées dans les

prochaines sections.

1.2.1.2.1 La superoxyde dismutase

La SOD se présente en 3 isoformes qui permettent toutes la dismutation de l'anion
superoxyde en H,O, (Figure 2). Les SOD 1 (ou CuZnSOD) et 3 (ou ecSOD) contiennent
du cuivre et du zinc dans leur site actif, tandis que la SOD2 (ou MnSOD) contient plutot
du manganése (Halliwell et al. 2007). La SOD1 est présente dans la majorité des cellules
eucaryotes au niveau du cytosol, la SOD2 est localisée dans les mitochondries alors que
la SOD3 se retrouve dans les fluides extracellulaires (Halliwell et al. 2007). La délétion
des SOD 1 ou 3 n’affecte pas le développement des souris (Carlsson et al. 1995; Elchuri
et al. 2005), tandis que les souris SOD2"" décédent dans les premiers jours de leur vie
(Li et al. 1995). Les souris SOD1”" et SOD2*" montrent, sans surprise, une hausse des
dommages oxydants et une incidence accrue de cancer (Van Remmen et al. 2003;
Elchuri et al. 2005). La délétion in vitro de la SOD3 par des petits ARN d’interférence
(siRNA, small interfering RNA) promeut également une hausse des dommage oxydants

et un phénotype cancérigéne (Singh et al. 2012).

1.2.1.2.2 Les enzymes métabolisant les peroxydes

La catalase permet directement la décomposition du H,O, en eau et en oxygéne (Figure
2) (Halliwell et al. 2007). La souris catalase” ne montre pas de phénotype majeur lors du
développement (Ho et al. 2004). Une supplémentation en vitamine E permet toutefois de
réduire l'incidence de cancer chez les souris acatalasémiques (Ishii et al. 1996). La
catalase, qui est principalement localisée dans les peroxysomes, permet d’augmenter
'espérance de vie chez la souris seulement lorsqu’elle est surexprimée dans les
mitochondries, et non dans les peroxysomes ou le noyau (Schriner et al. 2005),
confirmant le réle primordial de la mitochondrie dans la production et le métabolisme des
RS. La surexpression de la catalase chez des souris pro-athérosclérotiques apoE™

diminue I'évolution de la plaque athérosclérotique et réduit la peroxydation lipidique dans
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l'aorte, alors que la surexpression de la SOD1 est sans effet (Yang et al. 2004b). Ces
résultats suggérent que le H,O, serait important dans le développement de

I'athérosclérose chez les souris apoE™ (Yang et al. 2004b).

La glutathione peroxydase (GPx) transforme le H,O, en oxydant la glutathione réduite
(GSH), ce qui produit de I'eau et de la glutathione oxydée (Figure 2) (Halliwell et al.
2007). La GPx peut aussi dégrader les peroxydes lipidiques (Styskal et al. 2012),
diminuant ainsi les dommages aux lipides. La GPx compte 8 isoformes et la GPx1 est
celle qui est la plus exprimée (Halliwell et al. 2007; Styskal et al. 2012). L’activité de la
GPx1 dans les érythrocytes de patients coronariens corréle inversement avec le risque
d’événements cardiovasculaires (Blankenberg et al. 2003). Les souris GPx17/apoE™
développent I'athérosclérose plus rapidement que les souris apoE™ lorsqu’elles sont
soumises a une diéte de type western (Torzewski et al. 2007) ou suite a I'induction du
diabéte par la streptozotocine (Lewis et al. 2007). La délétion de la GPx1 chez les souris
apoE™ augmente la présence de peroxynitrite et le stress oxydant dans les aortes, ce qui
diminue la biodisponibilite du NO (Lewis et al. 2007; Torzewski et al. 2007). Ces données
démontrent le réle important joué par la GPx dans la protection des cellules

endothéliales.

Chez les mammiféres, la peroxyrédoxine (Prdx) compte 6 isoformes (Prdxl a PrdxVI) qui
sont présents principalement dans le cytosol (Wood et al. 2003). Les Prdx ont la capacité
de dégrader le peroxynitrite dans les bactéries (Bryk et al. 2000) et les levures (Wong et
al. 2002; Pedrajas et al. 2010), ce qui les rend potentiellement intéressantes d’un point
de vue vasculaire. Les Prdx ont-elles le méme rble au niveau vasculaire? Toutefois, a
notre connaissance, aucune étude chez les mammiféres dans ce contexte vasculaire n’a

éte réalisée a ce jour.

La thiorédoxine (Trx) compte 2 isoformes, la Trx1 est située dans le cytosol et la Trx2
dans la mitochondrie (Halliwell et al. 2007). L’expression de la Trx est augmentée en
condition pathologique comme l'arthrite rhumatoide (Yoshida et al. 1999), dans la plaque
athérosclérotique (Takagi et al. 1998) et dans la défaillance cardiaque (Kishimoto et al.
2001). De méme, une hausse d’expression de la Trx dans les artéres coronaires de

patients coronariens a été rapportée (Okuda et al. 2001). Cette derniére serait une
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réponse protectrice face a la hausse de stress oxydant observé lors de la progression de

I'athérosclérose (Okuda et al. 2001).

Les différentes enzymes métabolisant les peroxydes peuvent agir de maniére concertée
afin de maintenir les niveaux de RS faibles et éviter les dommages oxydants. Ainsi, la
GPx et la Prdx pourraient métaboliser le H,O, lorsque celui-ci est présent a faible
concentration, alors que la catalase serait responsable de détoxifier le H,O, lorsque sa

concentration augmente (Wassmann et al. 2004; Neumann et al. 2009).

1.2.1.2.5 Le Nrf2

La régulation de I'expression des enzymes antioxydantes et des mécanismes de défense
est complexe et plusieurs facteurs de transcription peuvent y participer (Halliwell et al.
2007). L’'un de ceux qui suscite le plus d’intérét est le facteur 2 relié au facteur nucléaire

erythroide 2 (Nrf2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2).

Le Nrf2 est maintenu dans le cytosol par son inhibiteur endogéne le Kelch-likeECH-
associated protein1 (Keap-1) (Itoh et al. 1999). La liaison de Keap-1 a Nrf2 meéne ce
dernier vers sa dégradation par le protéasome (Singh et al. 2010). Au contraire, la
protéine DJ-1 stabilise Nrf2 et facilite sa translocation au noyau (Clements et al. 2006).
Une fois entré dans le noyau, Nrf2 se lie a I'élément de réponse antioxydant (ARE,
antioxidant response element) (Venugopal et al. 1996) présent sur le promoteur de
plusieurs enzymes antioxydantes, comme la héme oxygénase-1 (HO-1) (Alam et al.
1999), la catalase (Venugopal et al. 1996) et la SOD3 (Folz et al. 1994; Singh et al.
2012). Puisqu'il active I'expression des enzymes antioxydantes, la surexpression de Nrf2
diminue la quantité des oxLDL dans les aortes de lapin (Levonen et al. 2007). De plus, la
translocation nucléaire de Nrf2 induite par les forces mécaniques mimant le flux sanguin
réduit la production de RS dans les cellules endothéliales humaines en culture (Dai et al.
2007). A l'inverse, les souris Nrf2”/apoE™ ont plus de oxLDL que les souris apoE™, avec
(Sussan et al. 2008) ou sans diéte pro-athérogénique (Barajas et al. 2011). Le Nfr2
active également des enzymes de phases Il qui participent au métabolisme des

médicaments (Singh et al. 2010).
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De par ses propriétés antioxydantes, le Nrf2 pourrait jouer un réle protecteur contre le
cancer, les MCV, les maladies neurodégénératives et les maladies pulmonaires (Singh et
al. 2010). La surexpression de Nrf2 permet de réduire I'inflammation occasionnée dans
l'aorte dans un modéle de dénudation endothéliale induite par ballon chez le lapin
(«rabbit aortic balloon denudation model») (Levonen et al. 2007). A Tlinverse, Nrf2 est
inhibé par NF-xB (Liu et al. 2008). Ces données suggérent que Nrf2 est sensible aux
processus inflammatoires associés aux MCV. |l a été démontré que les VSMC isolées de
jeunes macaques Rhésus résistent au stress induit par le H,O, via I'activation de Nrf2 et
de ses geénes antioxydants cibles, tandis que le H,O, n’active pas Nrf2 chez les
macaques ages, provoquant en retour des dommages oxydants (Ungvari et al. 2011a).
Ainsi, dans les VSMC de macaques ageés, le H,O, stimule NF-xB et les processus
inflammatoires (Ungvari et al. 2011a). Un phénoméne similaire a été observé dans les
aortes isolées de rats: I'expression de Nrf2 diminue avec I'dge (diminution concomitante
a une hausse du stress oxydant) alors que les génes cibles de NF-kB (interleukine (IL)-6
et la molécule 1 de l'adhésion intercellulaire (ou ICAM-1)) augmentent (Ungvari et al.
2011b). Ainsi, il semble que les fonctions antioxydantes de Nrf2 diminuent avec 'age, le

stress oxydant et I'inflammation.

Tout comme pour KLF2 (Dekker et al. 2002; Parmar et al. 2006), les forces de
cisaillement sur les parois des vaisseaux occasionnées par le flux sanguin activent aussi
Nrf2 (Warabi et al. 2007). De plus, KLF2 facilite I'activation de Nrf2 et de ses génes
cibles sur des cellules endothéliales humaines en culture (Fledderus et al. 2008).
Toutefois, le profil d’expression de Nrf2 n’est pas constant. Dans les régions vasculaires
ou le flux promeut l'athérosclérose, I'expression de Nrf2 est plus faible (Hosoya et al.
2005; Dai et al. 2007). Le développement de la plaque athérosclérotique est ralentie
chez la souris Nrf2”/apoE™ nourrie avec une diéte riche en gras (Sussan et al. 2008;
Barajas et al. 2011; Harada et al. 2012). Cette observation est surprenante puisque la
HO-1, dont I'expression est régulée par Nrf2 (Alam et al. 1999), semble bénéfique pour
contrer le développement de la plaque (Yet et al. 2003). Cette diminution de la plaque en
absence de Nrf2 serait attribuable a la diminution du captage des lipides par les
macrophages, entre autres par une diminution dans la quantité du récepteur CD36
(Sussan et al. 2008; Barajas et al. 2011), qui capte les oxLDL dans les macrophages

(Endemann et al. 1993; Nozaki et al. 1995) et dont I'expression est régulée par Nrf2 (Ishii
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et al. 2004). Ces données relient Nrf2 au métabolisme de la plaque, une étape cruciale

dans la progression de I'athérosclérose et des MCV.

Les cellules possédent donc un systéme de défense comprenant plusieurs enzymes
antioxydantes qui neutralisent les divers RS. Ces enzymes travaillent de maniére
coordonnée pour éviter les dommages oxydants sur les lipides, les protéines ou 'ADN
des cellules. Une altération dans le fonctionnement du métabolisme antioxydant dirige la
cellule vasculaire lentement vers sa dysfonction, ce qui pourrait accélérer son

vieillissement.

1.2.2. Le vieillissement

Plusieurs théories du vieillissement existent (Medvedev 1990): certains génes de
longévité ont été identifiés (section 1.2.2.1), une défaillance du systéme endocrinien ou
immunitaire a été suggérée, et diverses théories ont proné que I'accumulation de
dommages cellulaires (de diverses origines) provoquerait le vieillissement (Halliwell et al.
2007). Il semble plutét que chaque théorie ne contienne qu’une portion de la réponse et
qgue le vieillissement provienne de processus aléatoires affectant plusieurs mécanismes
(Holliday 2006; Hayflick 2007). Kirkwood suggére quant a lui que «le vieillissement est
caractérisé par une dysfonction graduelle et généralisée des fonctions résultant en une
vulnérabilité accrue a I'environnement et un risque grandissant de maladies, menant vers
la mort» (Kirkwood 2005).

Le vieillissement vasculaire est quant a lui spécifique a la dysfonction progressive des
fonctions vasculaires qui survient au fil du temps et est accélérée par la présence de
facteurs de risque cardiovasculaire (Brandes et al. 2005). Le vieillissement vasculaire se
caractérise entre autres par la dysfonction endothéliale (Brandes et al. 2005). Voyons de
facon plus détaillée les théories du vieillissement les plus importantes, qui sont aussi

impliquées dans le vieillissement vasculaire.
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1.2.2.1 Les génes de longévité

Plusieurs génes ont été impliqués dans le processus de vieillissement (North et al. 2012).
Certains de ces génes jouent un rdle important dans I'équilibre rédox cellulaire ou

affectent 'expression de génes clés dans la fonction endothéliale.

Le p66shc est une protéine adaptatrice dont la répression chez la souris p66shc™
augmente I'espérance de vie de 30% tout en augmentant la résistance aux stress (H,O»,
rayonnement UV, paraquat) (Migliaccio et al. 1999). Cette derniére observation souligne
le role pro-apoptotique de p66shc via la production de H,0,. En effet, p66shc
réorienterait une partie du flux mitochondrial des électrons vers la production de H,O,,
oxydant du méme coup le cytochrome c et engendrant 'ouverture du pore de transition
de la perméabilitée (PTP, permeability transition pore) pour mener la cellule vers
I'apoptose (Giorgio et al. 2005). Le p66shc serait un médiateur important dans I'apoptose
sous le contréle de p53 (Migliaccio et al. 1999; Trinei et al. 2002), mais serait aussi une
source majeure de RS (Giorgio et al. 2005). La perte de p66shc dans les macrophages
provoquerait une dysfonction de la Nox tout en diminuant la production des anions
superoxydes (Tomilov et al. 2010). Le réle de p66shc dans le vieillissement est souligné
par le fait que la délétion de p66shc permet de ralentir le développement des pathologies
cardiovasculaires associés aux processus du vieillissement chez les souris p66shc™ tels
que le diabéte (Menini et al. 2006; Rota et al. 2006; Camici et al. 2007), I'hypertension
(Graiani et al. 2005), les accidents vasculaires cérébraux (Spescha et al. 2013) et
I'athérosclérose (Napoli et al. 2003; Martin-Padura et al. 2008). L’inhibition avec des
siRNA de p66shc favorise également la phosphorylation de la eNOS au site Ser1177,
augmentant la production de NO et favorisant la relaxation dépendante de I'endothélium

de 'aorte chez le rat (Yamamori et al. 2005).

La sirtuine-1 (Sirt-1) est quant a elle une NAD+ histone déacétylase qui affecte plusieurs
protéines majeures. L'intérét suscité par la Sirt-1 provient du fait que sa surexpression
augmente I'espérance de vie chez le ver (Tissenbaum et al. 2001) et la mouche a fruits
(Rogina et al. 2004). De plus, il semble que la présence de la Sirt-1 soit un prérequis
chez la drosophile pour permettre I'allongement de son espérance de vie dans le cadre

d’une restriction calorique (Rogina et al. 2004). La déacétylation par la Sirt-1 du gene
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suppresseur de tumeurs p53 (Luo et al. 2001; Vaziri et al. 2001) et du «forkhead box
O3» (ou FOXO3) (Brunet et al. 2004) permettrait respectivement de réduire 'apoptose et
d’augmenter la réponse au stress, ce qui expliquerait I'impact positif sur le vieillissement
de la Sirt-1. L’activation de la Sirt-1 permet aussi de prévenir le vieillissement vasculaire
accéléré observé suite au diabéte dans des cellules endothéliales humaines (Orimo et al.
2009) ou suite & une diéte riche en gras chez la souris apoE™ (Zhang et al. 2008). La
Sirt-1 déacétyle in vitro la eNOS pour favoriser la relaxation dépendante de I'endothélium
(Mattagajasingh et al. 2007). L’inhibition de la Sirt-1 avec le nicotinamide diminue la
relaxation dépendante de I'endothélium dans les aortes isolées chez le rat (Zarzuelo et
al. 2013). Cette dysfonction serait attribuable a la hausse de production des anions

superoxydes aortiques par la Nox (Zarzuelo et al. 2013).

En résumé, l'activation de la Sirt-1 ou linhibition de p66shc seraient des cibles
potentielles pour ralentir le vieillissement et pour prévenir le développement de plusieurs
pathologies associées au vieilissement (Camici et al. 2010). Leur rbéle dans la
dysfonction endothéliale et le vieillissement provient en partie de leur impact sur la

production des RS.

1.2.2.2 La théorie des radicaux libres

La théorie des radicaux libres propose que l'accumulation de dommages oxydants
provoque le vieillissement (Harman 1956; Harman 2006). Cette théorie a initialement été
proposée en 1956 par Harman (Harman 1956), et a été amendée par la suite a quelques
reprises (Harman 1972; Harman 1983; Harman 2006). Etant donné le réle important des
mitochondries dans la production de RS, une place importante leur a été dédiée (Harman
1972).

Les groupes de recherche des Drs Anna Csiszar et Zoltan Ungvari en Oklahoma ont
réalisé plusieurs études en faveur de la théorie des radicaux libres (Csiszar et al. 2002;
Labinskyy et al. 2006; Csiszar et al. 2007b; Ungvari et al. 2011a; Ungvari et al. 2011b;
Ungvari et al. 2011c; Ungvari et al. 2013a; Ungvari et al. 2013b). En effet, ils ont montré
qu’'avec l'age, la quantité de RS augmentait dans les artéres coronaires chez le rat

(Csiszar et al. 2002). lls ont de plus démontré que chez les souris Peromyscus leucopus,
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qui ont une espérance de vie maximale doublée par rapport aux souris Mus musculus,
les niveaux de dommages oxydants vasculaires sont inférieurs (Csiszar et al. 2007b).
Dans les aortes des souris Peromyscus leucopus, une production de RS inférieure et
une expression protéique supérieure de la catalase, la GPx-1 et la HO-1 par rapport aux
souris Mus musculus sont observées (Csiszar et al. 2007b). Chez les mollusques, qui
sont des modéles fréquemment utilisés dans les études sur le vieillissement, la palourde
Arctica islandica qui peut vivre plusieurs centaines d’années a moins de dommages
oxydants dans son cceur et ses branchies que son voisin taxinomique Mercenaria
mercenaria qui vit environ 100 ans (Ungvari et al. 2011c). Ces résultats confirment
plusieurs observations publiées auparavant par d’autres groupes dans d’autres espéces:
I'étude du rein et du coeur chez 7 différents mammiféres (souris, hamster, rat, lapin, porc,
vache, cochon d’Inde) avait montré une corrélation inverse entre I'espérance de vie et la
production mitochondriale de RS (Ku et al. 1993a). Une étude similaire chez 8
mammiféres (souris, rat, lapin, cochon d’Inde, mouton, vache, cheval, porc) était arrivée
a la méme conclusion: il y a une corrélation inverse entre les dommages oxydants dans
le cerveau et le coeur et 'espérance de vie (Barja et al. 2000). Chez le rat et le pigeon, 2
espéces ayant une masse corporelle similaire, 'espérance de vie supérieure du pigeon
serait attribuable a la production inferieure de RS dans le cerveau, le coeur et les reins,
couplée a des activités antioxydantes supérieures de la catalase, de la GPx et de la SOD
dans ces tissus (Ku et al. 1993b; Barja et al. 1998). Toutes ces données sont en accord

avec la théorie des radicaux libres.

Les espéces qui présentent moins de dommages oxydants et vivent plus longtemps
résistent également mieux face a des stress exogénes (Migliaccio et al. 1999; Labinskyy
et al. 2006; Csiszar et al. 2007b; Ungvari et al. 2011a; Ungvari et al. 2011b; Ungvari et al.
2011c; Ungvari et al. 2013a; Ungvari et al. 2013b). Cette observation est en accord avec
la théorie des radicaux libres puisque la capacité a éviter une hausse de stress oxydant
favorise la survie. Les artéres carotides isolées du «naked mole rat», le rongeur ayant
'espérance de vie maximale la plus longue (28 ans), présentent moins de dommages
oxydants et une activation des caspases inférieure par rapport aux carotides isolées de
la souris Mus musculus en présence de H,0O, (Labinskyy et al. 2006). Les palourdes
ayant une espérance de vie maximale plus grande (Arctica islandica et Tridacna derasa)

ont mieux résisté (taux de survie plus grand) aux stress génotoxiques du tert-butyl
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hydroperoxyde (TBHP), du gaz moutarde et du méthyl méthanesulfonate par rapport a la
palourde Argopecten irradians irradians qui a une espérance de vie plus courte (Ungvari
et al. 2013a; Ungvari et al. 2013b). La palourde Arctica islandica présente aussi moins
d’apoptose en présence du TBHP que Mercenaria mercenaria (Ungvari et al. 2011c).
Les aortes des souris Peromyscus leucopus résistent mieux (moins d’apoptose et de
stress oxydant) face a une forte concentration de glucose ou de oxLDL (Csiszar et al.
2007b). Les fibroblastes isolés des souris p66shc™, qui ont une espérance de vie
supérieure aux souris WT, ont une résistance accrue face a la toxicité du H,O,
(Migliaccio et al. 1999). De plus, les souris p66shc’ survivent plus longtemps que les
souris WT suite a une injection de paraquat, qui génére une dose massive de RS
(Migliaccio et al. 1999). A l'inverse, les cellules endothéliales et les VSMC isolées de rats
ou macaques agés ne parviennent pas a se défendre efficacement contre une
concentration élevée de H,O, ou de glucose car le vieillissement provoque une

dérégulation de la voie protectrice du Nrf2 (Ungvari et al. 2011a; Ungvari et al. 2011b).

Bien que la théorie des radicaux libres soit appuyée par différentes études montrant que
le stress oxydant s’accentue avec I'dge (Finkel et al. 2000), plusieurs voix se sont
élevées pour s’y opposer (Blagosklonny et al. 2010; Lapointe et al. 2010). Selon les
opposants, si la seule raison du vieilissement provient d’'un exces de RS, alors la
surexpression des enzymes antioxydantes devrait prolonger la survie et leur inhibition
devrait diminuer l'espérance de vie (Lapointe et al. 2010). Toutefois, seule la
surexpression de la catalase chez la souris a montré un effet direct sur I'espérance de
vie (Schriner et al. 2005), alors que la surexpression ou I'inhibition des autres enzymes
antioxydantes chez la souris se sont avérées sans effet (Perez et al. 2009b; Perez et al.
2009c). Bien que la consommation d’antioxydants comme le N-acétyl-cystéine (Sablina
et al. 2005) ou le resvératrol (Baur et al. 2006) chez la souris réduise le stress oxydant et
prolonge la vie, ce phénomeéne n’est pas observé chez 'humain (Steinberg et al. 2002;
Katsiki et al. 2009) (section 1.3.2.1). Il semble donc que le processus du vieillissement
soit en fait complexe et multifactoriel, tout en étant compatible avec une hausse du stress
oxydant (Holliday 2006; Hayflick 2007).
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1.2.2.3 L’«inflammaging»

Avec 'age, les marqueurs inflammatoires tels que les cytokines augmentent (Kritchevsky
et al. 2005; Libby et al. 2010), et la présence chronique de cette inflammation
participerait au processus du vieillissement (Franceschi et al. 2000). Pour illustrer le réle
de l'inflammation dans le vieillissement, le nom d’«inflammaging» a été attribué a ce

phénoméne (Figure 4) (Franceschi et al. 2000).

L’inflammation, qui est initialement un mécanisme bénéfique pour favoriser la réparation
des tissus, devient délétere lorsque continuellement présente puisqu’elle épuise le
systéme immunitaire peu a peu (Goto 2008). La théorie de l'inflammaging propose que
linflammation délétere débute lorsqu’une certaine limite est atteinte en fonction de la
capacité individuelle définie selon la génétique et I'environnement. Cet état
proinflammatoire méne ensuite vers le vieilissement et les maladies associées au
vieillissement, comme les MCV et le cancer (Figure 4) (Franceschi et al. 2000). Cette
hausse d’'inflammation est aussi intimement reliée a la présence grandissante du stress

oxydant associé au vieillissement (Franceschi et al. 2000; Singh et al. 2011).

60



Premiére étape Deuxiéme étape

Vieillissement sain Vieillissement
pathologique

Environnement

Figure 4 L'«inflammaging».

La premiere étape de l'«inflammaging» est I'état proinflammatoire qui découle des
mécanismes d’adaptation face au vieillissement : le génotype des individus déterminera
la durée de cette étape. La deuxiéme étape est I'absence de variants géniques
protecteurs ou la présence de variants qui fragilisent les individus face a I'’environnement,
et accélérera le processus du vieillissement.

Réimprimé et adapté avec la permission de John Wiley and Sons: Annals of the New
York Academy of Sciences. Claudio Franceschi, Massimiliano Bonafée, Silvana Valensin,
Fabiola Olivieri, Maria De Luca, Enzo Ottaviani, Giovanna De Benedictis. Inflamm-aging:
An Evolutionary Perspective on Immunosenescence, 908 pp 244-254, Copyright (2000).

Cette hausse d’inflammation avec Il'dge a été observée principalement par
laugmentation des niveaux plasmatiques d’IL-6 et de CRP (Singh et al. 2011). Les
personnes saines mais agées présentent des taux d’IL-6 plasmatiques supérieurs a ceux
des personnes jeunes, et la concentration d’IL-6 corréle avec I'dge (Wei et al. 1992;
Roubenoff et al. 1998; Ferrucci et al. 2005). De plus, une faible quantité circulante d’IL-6
suggeére un age biologique plus jeune que I'dge chronologique chez I'humain (Holly et al.
2013). L'augmentation de I'adiposité observée avec I'dge et la réduction des niveaux
d’hormones sexuelles produites pourraient expliquer la hausse des cytokines
plasmatiques associée au vieillissement (Singh et al. 2011). Des corrélations positives
entre I'inflammation et I'obésité ont été observées dans des études cliniques (Pou et al.

2007; Schrager et al. 2007; Beasley et al. 2009). La quantité de graisse viscérale
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abdominale a été associée de maniére significative aux quantités circulantes d’IL-6 et de
CRP, et ce peu importe I'ethnie et le sexe chez plus de 2500 patients &gés entre 70 et 79
ans (Beasley et al. 2009). Chez 1250 patients (4ge moyen de 60+9 ans) de la cohorte de
Framingham, les niveaux circulants d’IL-6, de CRP et d’isoprostanes corrélent également
avec la masse adipeuse viscérale (Pou et al. 2007). Chez plus de 800 patients de plus
de 65 ans (4ge moyen de 74+7 ans), I'IL-6 et la CRP corrélent également avec la
circonférence de la taille (Schrager et al. 2007). Quant au réle des hormones sexuelles, il
a été montré que la testostérone (Keller et al. 1996) et I'estrogéne (Ray et al. 1997)
peuvent réprimer in vitro I'expression génique de I'lL-6 en liant son promoteur. Ceci
pourrait expliquer 'augmentation avec I'dge du niveau d’IL-6 plasmatiques puisque les
hormones sexuelles diminuent avec I'age (Singh et al. 2011). Chez prés de 500 hommes
agés de 65 ans et plus, le niveau plasmatique de testostérone ne correle pas avec la
quantité circulante d’lIL-6, mais plutét avec la forme soluble du récepteur de I'lL-6
(Maggio et al. 2006a), un maillon essentiel dans la signalisation de I'lL-6 (Maggio et al.
2006b). Le niveau circulant d’IL-6 augmente avec I'dge chez les femmes et corréle avec
le statut «post-ménopause» (Kania et al. 1995). Ainsi, la concentration de cytokines
circulantes augmente avec I'dge et une inflammation chronique est présente dans
plusieurs pathologies associées au vieillissement comme le cancer (Mantovani et al.
2008), le diabéte (Wellen et al. 2005) et les MCV (section 1.2.3.4) (Ridker 1998).

En résumé, plusieurs meécanismes cellulaires participent au vieilissement de
'organisme. La diminution de I'expression de génes de longévité comme la Sirt-1 réduit
la capacité des cellules a se défendre. De méme, la hausse d’expression de génes
déléteres comme le p66shc, une hausse du stress oxydant et/ou la mise en place de
linflammation de maniére chronique induisent des dommages cellulaires irréversibles.
Ainsi, des agressions chroniques épuisent les mécanismes de défenses des cellules, les
rendant plus vulnérables aux stress futurs. Lorsque certains de ces mécanismes sont

épuisés au niveau vasculaire, ils favorisent la dysfonction endothéliale.
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1.2.3 Le Vvieillissement vasculaire méne vers la dysfonction

endothéliale

Puisque I'endothélium est trés exposé, il est susceptible aux dommages induits par
lenvironnement (Lakatta 2003). L’intégrité et la fonction des cellules endothéliales
diminuent avec le temps (Lakatta 2003). Bien qu’elle ne soit pas mesurée fréquemment
en clinique, la mesure de la fonction endothéliale pourrait étre un bon outil pour évaluer
la santé cardiovasculaire des patients (Landmesser et al. 2004; Versari et al. 2009b).
Plusieurs études ont en effet montré que la dysfonction endothéliale permet de prédire le
risque d’événements coronariens futurs (Schachinger et al. 2000; Suwaidi et al. 2000;
Heitzer et al. 2001b; Halcox et al. 2002; Targonski et al. 2003).

Avec I'age, le stress oxydant augmente et la dysfonction endothéliale qui se développe
est intimement reliée a ce déséquilibre rédox (Ku et al. 1993a; Ku et al. 1993b; Barja et
al. 1998; Barja et al. 2000; Csiszar et al. 2002; Csiszar et al. 2007b; Ungvari et al.
2011c). Ce phénomeéne a été répertorié maintes fois autant chez les rongeurs (van der
Loo et al. 2000; Hamilton et al. 2001; Csiszar et al. 2002; Sindler et al. 2011; Dal-Ros et
al. 2012) que chez 'homme (Eskurza et al. 2006; Donato et al. 2007; Gates et al. 2007).
Chez des patients &gés, une hausse des niveaux circulants de oxLDL est corrélée avec
une diminution de la dilatation induite par le flux dans les artéres brachiales (Eskurza et
al. 2006; Gates et al. 2007). Une hausse de la nitrotyrosine, le marqueur principal des
peroxynitrites, est retrouvée dans les artéres coronaires de rats agés conjointement a
une augmentation de la production d’anions superoxydes (Csiszar et al. 2002). Cet
accroissement dans la production des anions superoxydes avec l'age est presque
toujours présent dans les vaisseaux, dont les sources sont: la Nox (Hamilton et al. 2001;
Donato et al. 2007; Drouin et al. 2011b; Sindler et al. 2011; Dal-Ros et al. 2012), la iINOS
(Csiszar et al. 2002; Francia et al. 2004; Ungvari et al. 2011a) et la eNOS découplée
(van der Loo et al. 2000). Les anions superoxydes produits réagissent avec le NO pour
donner des peroxynitrites. Ceux-ci altérent la fonction de la SOD2 (van der Loo et al.
2000), diminuant les défenses antioxydantes endogenes et favorisant la hausse de
stress oxydant. Cette hausse de stress oxydant joue un réle majeur dans la détérioration
de la fonction endothéliale avec I'dge, et la voie du NO est principalement touchée
(section 1.2.3.1). De plus, un déséquilibre entre les EDRF et les EDCF (section 1.2.3.2),
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la dysfonction des VSMC (section 1.2.3.3) et la présence chronique de l'inflammation
(section 1.2.3.4) observés avec l'age contribuent également a détériorer la fonction
endothéliale.

1.2.3.1 Diminution de la biodisponibilité du NO

La contribution du NO, trés impliqué dans les processus de la relaxation dépendante de
'endothélium (section 1.1.1.1), diminue avec I'dge (Matz et al. 2000; Taddei et al. 2001;
Al-Shaer et al. 2006). Ceci peut s’expliquer par une baisse directe de la production du

NO, ou par une augmentation de son catabolisme (Figure 5).
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NO Synthase

/ \ mcouplec
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Figure 5 Le métabolisme du NO est altéré par le stress oxydant associé au

vieillissement.

Avec I'age, la production de l'anion superoxyde (Oy’*) par la mitochondrie, la NADPH
oxydase et la eNOS découplée est augmentée. Cet O, réagit avec le NO pour produire
du peroxynitrite (ONOO?). Ce dernier oxyde le BH, et augmente le découplage de la
eNOS. Le ONOO" réagit avec la superoxyde dismutase mitochondriale (MnSOD) et
altére son fonctionnement.

Réimprimé avec la permission de Oxford University Press : Cardiovascular Research,

Ralf P. Brandes, Ingrid Fleming, Rudi Busse., Endothelial aging, 66(2): 286-294.,
Copyright (2005).
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Il a été rapporté qu’avec I'dge, I'expression protéique de la eNOS diminue dans les
aortes de rats (Csiszar et al. 2002; Wu et al. 2007) et de souris (Sindler et al. 2011;
Fleenor et al. 2012), ou augmente dans les aortes (Matz et al. 2000; van der Loo et al.
2000) et les arteres mésentériques (Matz et al. 2000; Dal-Ros et al. 2012) de rats, ce qui
ne permet pas d’affirmer quel est I'effet direct du vieillissement sur I'expression de la
eNOS. Toutefois, une diminution de la biodisponibilité du NO est généralement observée
(van der Loo et al. 2000; Hamilton et al. 2001; Sindler et al. 2011). Une hausse de
'expression et de l'activité aortique de la eNOS chez le rat provoquerait en fait des
dommages car elle produirait de I'anion superoxyde plutét que du NO (van der Loo et al.
2000). De plus, puisque 'anion superoxyde réagit plus rapidement avec le NO qu’avec la
SOD (Thomson et al. 1995), une hausse de I'expression de la eNOS (Dal-Ros et al.
2012) ou de la iNOS (Csiszar et al. 2002; Francia et al. 2004; Tian et al. 2010) pourrait
augmenter la production de peroxynitrites. Cette hausse de peroxynitrites est trés
fréequemment observée avec I'dge et contribue a la dysfonction endothéliale observée
dans les aortes (van der Loo et al. 2000; Hamilton et al. 2001; Tian et al. 2010), les
arteres mésentériques (Dal-Ros et al. 2012) et coronaires (Csiszar et al. 2002) chez le
rat, dans les aortes de souris (Sindler et al. 2011; Fleenor et al. 2012) et les artéres
brachiales humaines (Donato et al. 2007). Une supplémentation en nitrate pour
compenser la diminution de la biodisponibilit¢ du NO avec I'age, permet de prévenir la
baisse de la relaxation dépendante de I'endothélium, tout en diminuant la hausse de
stress oxydant et de I'inflammation associée avec I'dge dans les aortes de souris (Sindler
etal. 2011).

Outre le découplage de la eNOS, la hausse de peroxynitrites peut également provenir de
'augmentation de la production de I'anion superoxyde via la hausse d’expression ou
d’activité de la Nox dans les aortes de rats (Hamilton et al. 2001) et de souris (Sindler et
al. 2011; Fleenor et al. 2012), dans les artéres mésentériques de rats (Dal-Ros et al.
2012) et dans les artéres brachiales humaines (Donato et al. 2007). D’autre part, une
diminution de I'activité des enzymes antioxydantes pouvant neutraliser les RS, comme la
baisse des SOD1 et 2 dans les aortes de rats (van der Loo et al. 2000) et de souris
pourrait aussi expliquer la hausse de peroxynitrites observée avec I'adge (Csiszar et al.
2008a; Sindler et al. 2011; Fleenor et al. 2012). L'utilisation d’analogues de la SOD

(tempol ou tiron) ou linhibition des Nox par I'apocynine bloquent la hausse de la
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production des peroxynitrites, ce qui maintient la relaxation dépendante de I'endothélium
dans les aortes (Hamilton et al. 2001), les arteres mésentériques (Dal-Ros et al. 2012) et
les arteres coronaires (Csiszar et al. 2002) chez le rat et dans les aortes (Sindler et al.

2011; Fleenor et al. 2012) et les artéres cérébrales (Drouin et al. 2011b) de souris.

Le niveau de BH4 est également primordial pour le bon fonctionnement de la eNOS
(Landmesser et al. 2003). La quantité de BH, diminue avec I'age (Delp et al. 2008;
Sindler et al. 2009), ce qui contribue a laltération de la relaxation dépendante de
'endothélium puisqu’'une déficience en BH,; promeut le découplage de la eNOS
(Vasquez-Vivar et al. 1998). Puisque le BH, peut aussi étre oxydé par les peroxynitrites,
la hausse de peroxynitrites engendre un cercle vicieux, ou la hausse des anions
superoxydes génére plus de peroxynitrites, qui diminuent la quantité de NO biodisponible
en plus de promouvoir le découplage de la eNOS (Figure 5). Dans un contexte clinique
expérimental (études avec moins de 50 patients), la supplémentation en BH, a amélioré
la relaxation dépendante de I'endothélium dans les arteres brachiales de patients agés
(Eskurza et al. 2005; Higashi et al. 2006). De fagon similaire, la supplémentation en BH,4
a amélioré la fonction endothéliale des artéres carotides chez des souris agées (Sindler
etal. 2011).

L’arginase est une enzyme dégradant le substrat des NOS, la L-arginine. Une hausse
d’expression aortique de I'arginase est observée avec I'dge chez le rat, ce qui pourrait
également contribuer a la diminution de la biodisponibilit¢é du NO (Kim et al. 2009).
L’inhibition de [l'arginase avec un antisens (White et al. 2006) ou le
difluorométhylornithine (Berkowitz et al. 2003) améliore la relaxation dépendante de
I'endothélium dans l'aorte chez le rat. De plus, la perte de vasodilatation observée avec
'age a été renversée par une supplémentation aigue (20 minutes) en L-arginine et par
inhibition de larginase par une combinaison d’inhibiteurs (le (S)-(2-boronoéthyl)-I-

cystéine-HCI et le N*-hydroxy-nor-l-arginine) chez 9 patients agés (Holowatz et al. 2006).

Le diméthylarginine asymétrique (ADMA, asymmetric dimethylarginine) est un inhibiteur
endogéne du NO et provient de la méthylation de la L-arginine (Teerlink et al. 2009).
Celui-ci serait important dans la pathogenése de I'athérosclérose (Valkonen et al. 2001),

et sa concentration plasmatique augmente avec I'dge chez I'humain (Kielstein et al.
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2003). Toutefois, son réle dans la relaxation dépendante de I'endothélium n’est pas clair:
alors que certaines études voient un lien entre TADMA et la dysfonction endothéliale

avec I'age (Xiong et al. 2001), d’autres ne le confirment pas (Gates et al. 2007).

Bien que la voie du NO soit majeure dans les processus de la relaxation dépendant de
'endothélium, c’est I'équilibre final entre les différents EDRF et EDCF qui dicte la

réponse dilatatrice.

1.2.3.2 Débalancement des EDRF et EDCF

La relaxation dépendante de I'endothélium est la résultante d’'un équilibre entre les EDRF
et les EDCF (section 1.1). Avec I'age, la contribution des EDCF augmente, ce qui altére
la réponse a I'acétylcholine (Koga et al. 1989; Heymes et al. 2000; Shi et al. 2008; Tang
et al. 2008). Cependant, une hausse de production des EDRF peut temporairement
retarder la diminution de la fonction endothéliale (Figure 6). Par exemple, une production
plus grande de la PGl; via la COX2 dans les artéres rénales des souris dyslipidémiques
permet de compenser pour la diminution de NO (Gendron et al. 2007b). Dans les artéres
fémorales de souris, la dyslipidémie accélére I'expression de la composante EDHF qui
favorise paradoxalement une relaxation dépendante de I'endothélium plus élevée
comparée a des souris WT (Krummen et al. 2005). Cependant, cette hausse
compensatoire de 'EDHF n’est que transitoire et elle disparait avec I'dge en association
avec une hausse du stress oxydant (Krummen et al. 2006), et potentiellement avec une

augmentation de la quantité des EDCF produits (Drouin et al. 2011b).
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Figure 6 La contribution des EDRF et des EDCF varie avec I'dge des souris

Avec I'age, la proportion relative des EDRF et des EDCF change et ultimement la
relaxation dépendante de I'endothélium diminue (représentée par la ligne pointillée
rouge).

Une hausse de I'expression des COX1 et 2 dans les artéres pourrait expliquer la
diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium avec 'age (Matz et al. 2000; Shi
et al. 2008; Tang et al. 2008). Par exemple, I'expression protéique de COX1, plutét
associée a la production de TXA, (Feletou 2011a), est augmentée dans les artéres
fémorales (Shi et al. 2008) et les aortes (Matz et al. 2000; Tang et al. 2008) de rats agés.
L’inhibition non-spécifique des COX avec I'indométacine permet d’améliorer la relaxation

dépendante de I'endothélium dans les aortes de rats SHR (Koga et al. 1989) et des
artéres fémorales de rats agés (Shi et al. 2008). La PGF,, produite par la COX2 est

également responsable de la contraction des aortes de hamsters agés via sa liaison au
récepteur TP (Wong et al. 2009). Les COX ne sont évidemment pas la seule source de
PG, une hausse avec I'dge dans les expressions de la TXS, PGD,S, PGE,S et PGF,S
dans les cellules endothéliales de rats suggérent que plusieurs PG peuvent agir comme
EDCF (Tang et al. 2008). Une hausse de la production du TXA; via la TXS et de la

PGF,,, via la PGF,S participerait a la diminution de la réponse a I'acétylcholine dans les

aortes de rats 4gés (Heymes et al. 2000). En effet, I'inhibition de la TXS par le CV-4151
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restaure partiellement la hausse de la contractilité aortique observée chez les rats agés
(Koga et al. 1989) et I'antagonisme du récepteur TP avec le SQ-29548 (Heymes et al.
2000) ou le terutroban (Shi et al. 2008) améliore la relaxation dépendante de
I'endothélium, respectivement dans les aortes et les artéres fémorales de rats. Cette
hausse de TXA, observée avec I'age est associée a une augmentation de RS chez la
souris (Gendron et al. 2007a; Drouin et al. 2011b). Chez les souris dyslipidémiques, la
consommation chronique de l'antioxydant catéchine pendant 3 et 9 mois favorise,
respectivement, la dilatation des artéres rénales (Gendron et al. 2007a) et cérébrales
(Drouin et al. 2011b). Ces améliorations de la fonction endothéliale sont associées a une
diminution de la production de TXA; par les artéres rénales (Gendron et al. 2007a) et par
une diminution de I'expression de la TXS dans les artéres cérébrales (Drouin et al.
2011b). De plus, les RS peuvent eux-mémes agir comme EDCF, comme observé dans

les arteres fémorales de rats agés (Shi et al. 2008).

L’inhibition de la signalisation de I'ET-1 et de I'Angll, tous deux des EDCF (sections
1.1.2.2 et 1.1.2.3), est aussi bénéfique pour la fonction endothéliale (Mancini et al. 1996;
Van Guilder et al. 2007; Matsumoto et al. 2010). En effet, le flux sanguin mesuré dans
'avant-bras est amélioré chez des personnes agées par la prise du BQ-123, un
antagoniste sélectif du récepteur ET,, suggérant une augmentation de la production
d’ET-1 avec I'dge (Van Guilder et al. 2007). L’inhibition de 'ACE par le quinapril pendant
6 mois améliore la réponse a I'acétylcholine (mesurée par angiographie coronaire) dans
les artéres coronaires de patients coronariens normotendus (Mancini et al. 1996). La
prise de losartan (antagoniste du récepteur AT4) pendant 4 semaines dans un modéle de
rats diabétiques renverse la dysfonction endothéliale observée dans les artéres

mésentériques (Matsumoto et al. 2010). Le losartan inhibe la production de PGl,, PGE,,
PGF,,, et du TXA; tout en réduisant la production des anions superoxydes (Matsumoto et

al. 2010). Ces données suggeérent donc un rdle pour 'ET-1 et 'Angll dans la dysfonction

endothéliale observée avec I'dge ou les MCV.
En résumé, la proportion des EDCF tend a augmenter avec I'dge (Figure 6). Pendant

une période non-définie, les EDRF compensent temporairement cette hausse de facteurs

contractiles et permettent une relaxation «normale» des artéres. Cependant, avec le
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temps, la contribution des EDRF n’est plus en mesure de contrer les effets des EDCF et

la relaxation dépendante de I'endothélium diminue.

1.2.3.3 Dysfonction des VSMC

La fonction dilatatrice des VSMC évaluée par une molécule donneur de NO, comme le
SNP, est généralement peu affectée par 'age (Csiszar et al. 2002; Durrant et al. 2009).
Toutefois, certaines études ont montré une détérioration de la réponse dilatatrice
indépendante de I'endothélium avec I'age (Ishida et al. 2003; Al-Shaer et al. 2006). Par
exemple, la réponse au SNP est diminuée chez les patients 4gés comparativement aux
jeunes patients (Al-Shaer et al. 2006). De méme, le flux mesuré dans les arteres
coronaires induit par la papavérine (donneur de NO) est inversement corrélé avec I'adge
des patients (Ishida et al. 2003). Quant a la réponse contractile des artéres, elle ne
semble pas affectée par 'age (Matz et al. 2001; Ibarra et al. 2006). La contraction
aortique maximale induite par la sérotonine est similaire chez les rats dgés de 9 ou de 70
semaines (lbarra et al. 2006). La contraction maximale induite par le KCI (100 mM) ne
varie pas dans les aortes de rats Wistar Kyoto et de rats SHR agés de 9, 18, 36 et 72

semaines lorsque l'aorte est dénudée (Matz et al. 2001).

Les VSMC maintiennent généralement leur fonction avec I'dge. Celles-ci participent donc
peu a la progression de la dysfonction vasculaire observée avec l'age qui serait

principalement attribuable a la dysfonction des cellules endothéliales.

1.2.3.4 L’inflammation

L’inflammation fait partie du processus de vieillissement vasculaire normal, car avec I'dge
les niveaux de cytokines inflammatoires augmentent (Csiszar et al. 2003; Csiszar et al.
2004; Miles et al. 2008). Chez I'humain, les niveaux circulants de CRP et d’IL-6 corrélent
avec le risque d’événements coronariens (Koenig et al. 1999; Ridker et al. 2002; Albert et
al. 2003; Cesari et al. 2003; Cushman et al. 2005; Rodondi et al. 2010). Le risque relatif
d’incidents cardiovasculaires est de 1,45 chez les personnes ayant une CRP

plasmatique supérieure a 3,0 mg/L comparativement aux personnes avec moins de 1,0
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mg/L dans le sang, et ce indépendamment de la présence de facteurs de risque
cardiovasculaire (Cushman et al. 2005). Ridker et al. ont montré dans une cohorte de 28
000 femmes que le risque d’avoir un premier événement cardiovasculaire correle
positivement avec la concentration plasmatique de CRP (le risque relatif est de 2,3 pour
les femmes situées dans le quintile supérieur de la concentration de CRP plasmatique
par rapport a celles du quintile inférieur) (Ridker et al. 2002). Pour I'lL-6, une étude
clinique chez des patients en santé agés entre 70 et 79 ans a montré qu’une
concentration élevée d’lIL-6 double le risque d’événements cardiovasculaires dans cette

population (Cesari et al. 2003).

La hausse d’expression de NF-kB qui est observée avec I'dge explique probablement en
partie ce phénomene d’inflammation (Helenius et al. 1996; Sung et al. 2006; Zou et al.
2006; Donato et al. 2007; Ungvari et al. 2007; Donato et al. 2008). Le NF-kB régule
I'expression de plusieurs cytokines et autres génes géenéralement délétéres comme les
molécules d’adhésion, la iINOS, la Nox et I'lL-6 (Manea et al. 2007; Csiszar et al. 2008b;
Brasier 2010; Ungvari et al. 2010b). Le NF-xB est activé entre autres par I'Angll, le
facteur-a de nécrose tumorale (TNF-a, tumor necrosis factor-a) et les RS (Csiszar et al.
2008b; Brasier 2010; Ungvari et al. 2010b). La hausse d’expression de NF-kxB est
associée a un profil athérogénique vasculaire qui peut étre amélioré par son inhibition
chez le rat, par la thiazolidinedione (un agoniste des recepteurs y du peroxysome activé
par la prolifération (ou PPAR-y pour «peroxisome proliferator-activated receptors»))
(Sung et al. 2006), le dithiocarbamate de pyrrolidine (PDTC, pyrrolidinedithiocarbamate)
(Ungvari et al. 2007) et le resvératrol (Ungvari et al. 2007). Chez la souris, le NF-kB est
plus activé dans les régions de l'aorte sujettes au développement de la plaque
athérosclérotique (Hajra et al. 2000) et en présence du diabéte (Gao et al. 2008). Une
hausse de NF-kB est aussi associée a 'augmentation du stress oxydant avec I'age et
affecte négativement la relaxation dépendante de I'endothélium dans les artéres
brachiales humaines (Donato et al. 2007; Donato et al. 2008), dans les carotides de

singe Rhésus (Ungvari et al. 2011a) et dans les aortes de rats (Ungvari et al. 2011b).

Certains génes activés par NF-xB peuvent également altérer la relaxation dépendante de
I'endothélium, comme le TNF-a qui est associé a la progression de I'athérosclérose chez

les patients agés (Bruunsgaard et al. 2000). Le TNF-a participerait a la dysfonction
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endothéliale associée a l'inflammation puisque son antagonisme permet d’améliorer la
relaxation dépendante de I'endothélium lors du vieillissement (Arenas et al. 2006;
Csiszar et al. 2007a). En effet, I'utilisation d’etanercept a prévenu la dysfonction
endothéliale observée avec I'age dans les artéres mésentériques (Arenas et al. 2006) et

les carotides (Csiszar et al. 2007a) de rats.

L’activation de la iNOS par le NF-xB aurait également un effet délétére sur la fonction
endothéliale en augmentant la production de l'anion superoxyde et la quantité de
peroxynitrites (El Assar et al. 2012). L’inhibition spécifique de la iINOS avec le 1400W
dans les artéres mésentériques humaines isolées protége contre la diminution de la
relaxation dépendante de I'endothélium observée avec I'dge (Rodriguez-Manas et al.
2009). Ainsi, la hausse de I'inflammation qui se développe avec I'’dge, méme en absence

d’autres facteurs de risque, contribue a altérer le phénotype protecteur de I'endothélium.

En résumé, la théorie des radicaux libres de Harman n’explique pas a elle seule le
pourquoi et le comment du vieillissement vasculaire. Le stress oxydant, en association
avec linflammation chronique et une hausse de la production des EDCF altérent
globalement la fonction endothéliale (Lakatta 2003; Lakatta et al. 2003; Brandes et al.
2005; Cosentino et al. 2007; Versari et al. 2009a). La présence de facteurs de risque

cardiovasculaire accélére la dysfonction endothéliale observée avec I'age.

1.2.4 La dysfonction endothéliale est accélérée par les facteurs de

risque cardiovasculaire

La hausse de stress oxydant et I'inflammation chronique présentes lors de la dysfonction
endothéliale associée au processus de vieillissement sont aussi observées dans les
MCV (Versari et al. 2009a). L’hypertension, par exemple, a été décrite comme pouvant
accelérer le processus de vieillissement artériel, précipitant le développement de la
dysfonction endothéliale (Versari et al. 2009a) (Figure 7). Les mécanismes cellulaires

menant a la dysfonction endothéliale observés lors du vieillissement ou en présence de
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facteurs de risque cardiovasculaire tels que [I'hypertension, le diabéte et

I'hypercholestérolémie sont trés similaires.
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Figure 7 L’hypertension accélére le vieillissement artériel.

Réimprimé avec la permission de John Wiley and Sons : Experimental Physiology,
Daniele Versari, Elena Daghini, Agostino Virdis, Lorenzo Ghiadoni, Stefano Taddei, The
ageing endothelium, cardiovascular risk and disease in man, 94 (3) pp 317-321.,
Copyright (2009).

1.2.4.1 L’hypertension

L’étude de Taddei et al, parue en 1997, suggére que I'hypertension accélére le
vieillissement des artéres (Taddei et al. 1997). En effet, la L-arginine améliore de fagon
similaire la relaxation dépendante de I'endothélium dans I'artére brachiale de jeunes
patients hypertendus ou de patients 4gés normotendus (Taddei et al. 1997). De plus,

l'ajout d’'indométacine améliore la relaxation dépendante de I'endothélium chez les
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patients normotendus agés et les patients hypertendus de tous les ages (Taddei et al.
1997). L’amélioration de la fonction endothéliale en présence de L-arginine ou
d'indométacine suggére, respectivement, que la eNOS est dysfonctionnelle et qu’un
EDCF produit par les COX altere de la méme fagon la relaxation dépendante de
'endothélium chez les patients agés et chez les patients hypertendus jeunes (Taddei et
al. 1997). Le stress vasculaire occasionné par I'hypertension semble donc accélérer le

processus de vieillissement dans les artéres.

Une étude animale parue en 1996 aide a mieux comprendre comment I'’hypertension
accélere le vieillissement vasculaire. L’infusion d’Angll chez le rat provoque une hausse
de la pression artérielle et une diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium
aortique attribuable a la hausse de la production d’anions superoxydes (Rajagopalan et
al. 1996). En effet, I'incubation des aortes isolées avec de la SOD encapsulée dans des
liposomes restaure la relaxation dépendante de I'endothélium chez les rats hypertendus
(Rajagopalan et al. 1996). De plus, la dénudation de I'endothélium diminue la production
des anions superoxydes dans le groupe de rats hypertendus, suggérant que
'endothélium est directement impliqué dans la génération des anions superoxydes

délétéres pour la fonction endothéliale (Rajagopalan et al. 1996).

La Nox est aussi trés importante dans la hausse de la production des anions
superoxydes associée a I'hypertension. Chez les souris gp91phox™ dont les artéres
rénales ont été clippées pour provoquer une hypertension secondaire, la relaxation
dépendante de I'endothélium de I'aorte en présence d’acétylcholine n’a pas été affectée
4 semaines apres la chirurgie (Jung et al. 2004). L’hypertension induite par le clip rénal a
provoqué une hausse de la pression artérielle inférieure d’environ 10 mmHg chez les
souris gp91phox"' par rapport aux souris WT, et 'hypertension a diminué la relaxation
dépendante de I'endothélium seulement dans les aortes des souris WT (Jung et al.
2004). L’ajout de SOD exogéne ou linhibition spécifique de gp91phox par le peptide
gp91ds-tat a permis de prévenir la hausse de stress oxydant et la diminution de la
relaxation dépendante de I'endothélium aortique chez les souris WT hypertendues, mais
n’a eu aucun effet chez les souris gp91phox™ hypertendues (Jung et al. 2004). Dans le
modéle de rats SHR, l'inhibition non-spécifique de la Nox par le dextromethorphane a

réduit la pression artérielle moyenne de 10% et a amélioré significativement la relaxation
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dépendante de I'endothélium dans les aortes (Wu et al. 2012). Ainsi, la Nox semble une
source importante de RS au cours de I'’hypertension ou elle participe a I'établissement de

la dysfonction endothéliale.

La iNOS participerait aussi a la dysfonction endothéliale observée avec I'hypertension.
La dilatation est diminuée chez les patients hypertendus, en association avec une
hausse d’expression protéique de la INOS dans la peau, sans changement dans les
expressions de eNOS et de nNOS (Smith et al. 2011). L’inhibition de iINOS (par la
perfusion de 1400W dans 'avant-bras) a amélioré la réponse locale cutanée a la chaleur
(qui est dépendante du NO) des patients hypertendus au niveau observé chez les
patients normotendus (Smith et al. 2011). De méme, I'utilisation pendant 11 semaines
chez le rat SHR de I'aminoguanidine, un inhibiteur spécifique de la iINOS, a prévenu le
développement de [I'hypertension et la dysfonction endothéliale en diminuant la

production d’anions superoxydes et de peroxynitrites dans I'aorte (Hong et al. 2000).

Une hausse de production des EDCF dérivés des COX participe également a la
dysfonction endothéliale observée dans I'aorte de rats SHR (Luscher et al. 1986; Koga et
al. 1989; Yang et al. 2004a; Alvarez et al. 2005). La présence d’'indométacine (Luscher et
al. 1986; Koga et al. 1989; Yang et al. 2004a; Alvarez et al. 2005) et l'utilisation d‘un
antagoniste du récepteur TP (le S18886 ou le SQ29548) (Yang et al. 2004a; Alvarez et
al. 2005) préviennent la diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium dans les
aortes isolées de rats SHR. Toutefois, l'utilisation du furegrelate (inhibiteur de la TXS)
n’améliore pas la relaxation dépendante de I'endothélium (Alvarez et al. 2005). Il semble
que le ou les prostanoides produits par les COX agissent via le récepteur TP, et que la
PGI, pourrait étre la molécule en cause. En effet, 'expression de la COX2 et la quantité
de PGI, sont augmentées dans les artéres mésentériques des rats SHR (Virdis et al.
2009b), en association avec une hausse d’expression de la PGI,S dans les aortes des
rats SHR (Tang et al. 2008). La PGI, produite viendrait lier le récepteur TP et provoquer
la constriction des aortes chez le rat SHR (Tang et al. 2008). L’inhibition spécifique de la
COX2 améliore la relaxation dépendante de I'endothélium au méme niveau que
'antagonisme du récepteur TP dans les arteres mésentériques des rats SHR (Virdis et
al. 2009b). Ces données ont été confirmées dans les aortes de rats hypertendus

(hypertension induite par le L-NAME) ou [l'inhibition spécifique de la COX2 et du
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récepteur TP améliorent aussi la relaxation dépendante de I'endothélium (Qu et al.
2010). Ainsi, la COX2 produirait des prostanoides, vraisemblablement la PGl,, qui

agiraient comme EDCEF via le récepteur TP.

Il est intéressant de noter chez le rat que le traitement de I'hypertension par le losartan,
un antagoniste du récepteur AT1, empéche la dysfonction endothéliale induite par I'’Angll
dans les aortes (Rajagopalan et al. 1996). En revanche, la prise d’atorvastatine chez le
rat SHR maintient I'hypertension, mais prévient la dysfonction endothéliale en diminuant
le stress oxydant (Virdis et al. 2009b). De plus, bien que le diurétique hydrochlorothiazide
a un effet hypotenseur chez le rat hypertendu SHR prompt aux accidents vasculaires-
cérébraux (ou «salt-loaded stroke-prone SHR»), il n"améliore pas la fonction endothéliale
aortique, ne diminue pas la production des anions superoxydes ou n’augmente pas la
phosphorylation de la eNOS comme le fait 'antagoniste du récepteur AT1 olmésartan
(Yamamoto et al. 2012). Il semble donc que la diminution de la pression artérielle ne soit
bénéfique sur la fonction endothéliale que si elle est accompagnée d’une diminution du

stress oxydant.

1.2.4.2 Le diabéte

Le diabéte est associé a une hausse du stress oxydant, ce qui coincide avec la
dysfonction endothéliale observée chez les patients diabétiques (Stehouwer et al. 1992;
Hogikyan et al. 1998; Vehkavaara et al. 1999) et chez les rongeurs diabétiques (Wang et
al. 1993; Taylor et al. 1994; Matsumoto et al. 2007a; Matsumoto et al. 2007b; Gao et al.
2008; Riad et al. 2008; Matsumoto et al. 2009c; Cheang et al. 2011; Youn et al. 2012;
Sukumar et al. 2013). La réponse a l'infusion d’acétylcholine dans les artéres brachiales
de patients diabétiques est réduite d’environ 50% comparée a des patients non-
diabétiques, et cette altération de la relaxation dépendante de I'endothélium est
indépendante de l'obésité (Hogikyan et al. 1998). Le diabéte n’a pas besoin d’étre
diagnostiqué pour altérer la fonction endothéliale: I'étude du flux sanguin de I'artére
brachiale suite a une infusion d’acétylcholine a démontré une réponse réduite d’environ
38% chez les patients avec une glycémie a jeun élevée (6,5 mmol/L vs 5,6 mmol/L pour
les contréles) sans aucun autre facteur de risque cardiovasculaire (Vehkavaara et al.

1999). L’hyperglycémie serait donc un médiateur important dans la dysfonction
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endothéliale. En effet, la prise chronique d’insuline (injections ou pompe implantée) chez
des rats diabétiques améliore la relaxation dépendante de I'endothélium dans les artéres
mésentériques suite a la diminution de la glycémie (Taylor et al. 1994). L’excés de
glucose plasmatique provoque la glycation avancée des séquences terminales des
protéines (AGE, advanced glycation end products) qui augmente le stress oxydant et
favorise la dysfonction endothéliale et la progression de I'athérosclérose dans le diabéte
(Hadi et al. 2007). L’inhibition de la voie du récepteur des AGE (RAGE) avec une forme
soluble du RAGE (sRAGE) prévient la dysfonction endothéliale des artéres coronaires, la
hausse de l'inflammation et du stress oxydant observés chez des souris db/db (Gao et al.
2008). L'utilisation du tempol, un analogue de la SOD, empéche la hausse d’expression
des RAGE chez des souris db/db (Gao et al. 2008). La restauration de la fonction
endothéliale des artéres coronaires des souris db/db avec le sRAGE pourrait s’expliquer
par la diminution de l'activité et de I'expression des sous-unités gp91phox, p22phox et
p40phox de la Nox2 (Gao et al. 2008). L'utilisation du sRAGE réduit aussi les
expressions protéiques de TNF-a et de NF-kB, suggérant un réle de l'inflammation et du

stress oxydant dans la dysfonction endothéliale associée au diabéte (Gao et al. 2008).

Comme décrit précédemment, le NO est trés sensible a la présence des anions
superoxydes. Une hausse de production d’anions superoxydes est rapportée dans les
aortes des souris injectées a la streptozotocine (diabéte de type 1) (Youn et al. 2012),
dans les artéres basilaires de rats spontanément diabétiques (diabéte de type 2)
(Matsumoto et al. 2007b) et dans les aortes de souris résistantes a l'insuline (Sukumar et
al. 2013). La sous-unité de Nox2 responsable de la surproduction des anions
superoxydes pourrait varier selon la progression du diabéte, I'artére et 'espéce. Dans les
souris diabétiques de type 1, la p47phox semble majeure (Youn et al. 2012), tandis que
la gp91phox serait responsable de la surproduction des anions superoxydes dans les
artéres basilaires des rats diabétiques de type 2 (Matsumoto et al. 2007b) et dans les
aortes de souris résistantes a linsuline (Sukumar et al. 2013). Cette hausse de la
production des anions superoxydes vient altérer le métabolisme du NO et la relaxation
des artéres. L’incubation des arteres basilaires isolées de rats diabétiques avec
'apocynine, la SOD ou le tempol permet de maintenir la relaxation dépendante de

I'endothélium au niveau des rats contrdles (Matsumoto et al. 2007b), démontrant encore
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une fois la sensibilité des processus de relaxation dépendante de I'endothélium face a

I'anion superoxyde.

L’augmentation de I'expression de la eNOS par 'AVE3085, une molécule stimulant la
transcription de la eNOS, peut protéger la fonction endothéliale des aortes, des artéres
rénales et des arteres mésentériques isolées des souris diabétiques db/db (Cheang et al.
2011). La prise d’AVE3085 prévient aussi la hausse de RS induite par la concentration
élevée de glucose dans les aortes des souris contrbles, préservant ainsi la relaxation
dépendante de I'endothélium (Cheang et al. 2011). L'utilisation de 'AVE3085 chez des
rats diabétiques (aprés linjection de streptozotocine) a aussi amélioré la relaxation
dépendante de I'endothélium dans l'aorte, en plus de réduire les peroxynitrites et
'expression de la iINOS dans un homogénat de quadriceps (Riad et al. 2008). Bien
gu’'une hausse d’expression de la eNOS puisse augmenter la production de RS via son
découplage (van der Loo et al. 2000; Brandes et al. 2005), I'utilisation de 'AVE3085 a
prévenu la hausse d’anions superoxydes et de RS dans les aortes des souris
diabétiques (Cheang et al. 2011). Ainsi, la biodisponibilitté du NO demeure un facteur

important dans la relaxation dépendante de I'endothélium des rongeurs diabétiques.

Le débalancement dans la production des EDRF et des EDCF est aussi observée dans
le contexte du diabéte: alors que la contribution du NO et de 'EDHF dans la relaxation
dépendante de l'endothélium est diminuée dans les artéres mésentériques de rats
diabétiques, une plus grande proportion d’EDCF (TXA; et PGE;) découlant de la hausse
des expressions des COX1 et 2 participe a la dysfonction endothéliale chez des rats
diabétiques (Matsumoto et al. 2007a). La prise chronique d’ozagrel, un inhibiteur de la
TXS, a pour effet de prévenir la dysfonction endothéliale dans les artéres mésentériques,
sans pour autant renverser les effets métaboliques (hyperinsulinémie, hyperglycémie,
hypertriglycéridémie, hypertension) observés chez les rats diabétiques (Matsumoto et al.
2009c). Cette hausse de production des EDCF est aussi associée a une hausse
d’activité du NF-xB (Matsumoto et al. 2009a). Son inhibition par le PDTC provoque en
effet une diminution de la production des EDCF (TXA, et PGE;) pour favoriser un profil
vasculaire plus sain dans les artéres mésentériques de rats diabétiques (Matsumoto et
al. 2009a).
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En résumé, le diabéte constitue un facteur de risque cardiovasculaire important et son
développement accéléere le vieillissement vasculaire. La hausse du stress oxydant et le
débalancement du ratio EDRF/EDCF participent grandement a la dysfonction

endothéliale associée au diabéte.

1.2.4.3 La dyslipidémie

Chez des patients hypercholestérolémiques, la relaxation dépendante de I'endothélium
induite par l'infusion de métacholine dans I'artére brachiale est diminuée d’environ 25%
par rapport a celle observée chez des sujets contrOles (Creager et al. 1990). Des
patients ayant des niveaux circulants de cholestérol total et de LDL supérieurs a la
normale voient leur sensibilité a la sérotonine (mesure de la relaxation dépendante de
I'endothélium) réduite par rapport aux sujets sains, sans modification de la réponse au
SNP (Stroes et al. 1995). Le traitement de I'hypercholestérolémie par des statines
(Egashira et al. 1994; Treasure et al. 1995), la cholestyramine (une résine) (Leung et al.
1993) ou la combinaison des 2 (Anderson et al. 1995) a un effet bénéfique sur la
relaxation dépendante de I'endothélium des patients dyslipidémiques. La prise de
lovastatine pendant 5,5 mois a amélioré la réponse a l'acétylcholine dans les arteres
coronaires de 11 patients hypercholestérolémiques comparativement a celle mesurée
chez 12 contrbles n'ayant modifié que leur diéte, et chez qui la réponse a I'acétylcholine
est restée inchangée (Treasure et al. 1995). La capacité des statines a activer
I'expression de la eNOS et a diminuer le stress oxydant (Wolfrum et al. 2003) souléve
toutefois une question: 'amélioration de la relaxation dépendante de I'endothélium avec
les statines provient-elle de leur effet hypolipidémiant ou d'un effet direct sur
'endothélium? L’utilisation de [I'ézétimibe, un hypocholestérolémiant qui inhibe
I'absorption du cholestérol (Garcia-Calvo et al. 2005), donne une preuve supplémentaire
que la diminution du cholestérol améliore la relaxation dépendante de I'endothélium
(Grigore et al. 2013). L'ézétimibe et la pravastatine ont individuellement amélioré la
relaxation dépendante de [I'endothélium des artéres brachiales de patients
hypercholestérolémiques suite a une diminution similaire de 20% des LDL circulants
(Grigore et al. 2013). Ainsi, la réduction de la cholestérolémie chez 'humain préserve la

fonction endothéliale.
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Tout comme chez les humains, I’hypercholestérolémie diminue la relaxation dépendante
de I'endothélium dans les modéles animaux. Une diminution de la relaxation dépendante
de I'endothélium est observée chez des souris dyslipidémiques dans les aortes (Gendron
et al. 2010), les artéres fémorales (Krummen et al. 2006), les artéres rénales (Gendron et
al. 2007b; Gendron et al. 2010) et les arteres cérébrales (Bolduc et al. 2011; Drouin et al.
2011a; Drouin et al. 2011b; Bolduc et al. 2012). La sévérité de la dyslipidémie accélére la
dysfonction endothéliale. En effet, la dilatation des artéres rénales de souris C57BI/6 qui

+/+

surexpriment 'apoB humaine (hApoB™") est réduite a 'dge de 6 mois (Gendron et al.
2007b), alors que chez des souris LDLR™; hApoB™* qui ont une dyslipidémie plus
sévere, la dysfonction endothéliale de lartere rénale apparait dés I'age de 3 mois
(Gendron et al. 2010). L’hypercholestérolémie, comme les autres facteurs de risque
cardiovasculaire, accélére donc le vieillissement vasculaire. La dyslipidémie sévere des
souris LDLR™; hApoB** accélére la dysfonction endothéliale dans les artéres cérébrales,
en altérant la voie de la eNOS, en stimulant la production du TXA; et en augmentant le
stress oxydant dés I'dge de 3 mois, affectant la fonction endothéliale a un niveau
similaire a celui normalement observé chez les souris WT agées de 12 mois (Drouin et
al. 2011b). Chez des souris LDLR™; hApoB** agées de 12 mois, la fonction endothéliale
est encore plus détériorée que chez les souris WT du méme age, et la consommation
chronique de [lantioxydant catéchine ralentit le développement de la dysfonction
endothéliale (Drouin et al. 2011b). Chez les souris apoE™, une hausse de production
d’anions superoxydes et une expression accrue de gp91phox sont observées dans
l'aorte alors que chez les souris apoE™/gp91phox™ la plaque est diminuée, il y a 75%
moins d’anions superoxydes et une hausse significative de la quantit¢ de NO
biodisponible (Judkins et al. 2010). Ainsi, la Nox2 jouerait un réle important dans la

dysfonction endothéliale causée par la dyslipidémie.

D’autre part, une altération dans le métabolisme du NO produit par la eNOS est
observée en présence de dyslipidémie. En effet, I'inhibition de la eNOS par le N®-méthyl-
L-arginine (ou L-NMMA) améliore paradoxalement la relaxation dépendante de
'endothélium dans [l'artere brachiale chez des patients hypercholestérolémiques,
suggérant que la eNOS est découplée en présence de dyslipidémie (Stroes et al. 1995).
De méme, l'infusion de BH, améliore la relaxation dépendante de I'endothélium chez des

patients hypercholestérolémiques, mais pas chez des patients contréles (Stroes et al.
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1995). De plus, la supplémentation en sepiapterin, un précurseur du BH4, améliore la
relaxation dépendante de I'endothélium de souris nourries avec une diéte riche en gras
(Miller et al. 2013), démontrant une altération de la fonction de la eNOS en présence de

dyslipidémie.

Les LDL sont également I'une des cibles du stress oxydant et les oxLDL ont un effet
néfaste sur I'endothélium. L'incubation de cellules endothéliales aortiques bovines en
culture avec des oxLDL a concentration égale aux LDL natifs provoque une diminution
de la quantité de PGI; et du NO et une hausse de la production des anions superoxydes
(Liao 1994; Thorin et al. 1994; Vergnani et al. 2000). L'ajout de L-NAME amenuise les
effets déléteres des LDL natifs et des oxLDL sur le découplage de la eNOS, démontrant
la susceptibilité des cellules endothéliales et de la voie du NO a I'hypercholestérolémie
(Vergnani et al. 2000).

Finalement, une production accrue des EDCF est aussi observée en présence
d’hypercholestérolémie. La production d’EDCF par les COX semble importante puisque
lincubation d’aortes isolées de lapins hypercholestérolémiques avec l'indométacine
améliore la relaxation dépendante de I'endothélium (Jerez et al. 2008). Dans un modéle
de lapin ayant une déficience naturelle dans le récepteur TP, une diéte riche en
cholestérol pendant 3 semaines n’affecte pas la relaxation dépendante de I'endothélium
dans l'aorte, contrairement aux lapins contréles (Pfister 2006). La contribution accrue du
TXA; semble responsable, du moins en partie, de la diminution de la relaxation
dépendante de [I'endothélium observée dans des artéres cérébrales de souris
dyslipidémiques par rapport aux souris WT (Drouin et al. 2011b). L’ajout d'indométacine
et de furegrelate dans le bain isolé a en effet amélioré la relaxation des artéres
cérébrales des souris dyslipidémiques, mais pas celle des souris WT (Drouin et al.
2011b).

En conclusion, l'hypertension, le diabéte et la dyslipidémie altérent la fonction
endothéliale en accélérant le vieillissement vasculaire. Une hausse du stress oxydant,
une altération du métabolisme du NO et un débalancement du ratio EDRF/EDCF

participent a la diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium. Il est cependant
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possible d’intervenir pour ralentir la progression des MCV, afin de maintenir plus

longtemps une bonne santé vasculaire.

1.3 Peut-on ralentir le vieillissement vasculaire?

Certaines interventions pharmacologiques peuvent améliorer la fonction endothéliale
associées au vieillissement vasculaire, combinées ou non aux MCV. Par exemple,
certains antihypertenseurs (Mancini et al. 1996; Modena et al. 2002) ou la prise de
statines améliorent la relaxation dépendante de I'endothélium (Wagner et al. 2000;
Beckman et al. 2004; Sen-Banerjee et al. 2005), tout en traitant en premier lieu
respectivement I'hypertension et I’hypercholestérolémie. Cependant, ces traitements sont
initiés lorsque les MCV sont déja établies et la dysfonction endothéliale est difficilement
réversible. Il existe néanmoins des moyens non-pharmacologiques qui peuvent étre
initiés en prévention primaire et s’intégrer au quotidien, comme I'exercice physique
(section 1.3.1), une saine alimentation (section 1.3.2), ou des moyens plus drastiques

tels que la restriction calorique (section 1.3.3).

1.3.1 L’exercice

La pratique de I'exercice régulier est fortement encouragée par les agences de santé
publique Canadiennes (Société canadienne de physiologie de I'exercice 2012) et
Américaines (Physical Activity Guidelines Advisory Committee and the Physical Activity
Guidelines writing group 2008). L’exercice permet de diminuer le risque de mortalité
(section 1.3.1.1) et de prévenir le développement de virtuellement toutes les pathologies,
ce qui explique les efforts gouvernementaux pour la promotion de la pratique réguliére
d'une activité physique. La fonction vasculaire bénéficie également des effets de
I'exercice. Ainsi, la pratique réguliere de I'exercice permet de ralentir la dysfonction

endothéliale causée par le vieillissement et les MCV (section 1.3.1.2).
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1.3.1.1 L’exercice diminue le risque de mortalité

Le bénéfice principal de I'exercice est simple: il diminue significativement tout risque de
mortalité chez les personnes saines et malades (Blair et al. 1995; Chakravarty et al.
2008; Nocon et al. 2008). Une revue systématique de 33 études incluant prés de 900
000 participants a conclu que I'exercice diminue de 35% la mortalité associée aux MCV,
et de 33% pour toutes les causes confondues (Nocon et al. 2008). Une étude
longitudinale sur 21 ans réalisée en Californie, a montré que les membres d’un club de
course a pied avaient un risque relatif («hazard ratio») de mortalité et de morbidité de 0,6
comparativement a des personnes seédentaires (Chakravarty et al. 2008). Dans une autre
étude, le risque de mortalité toutes causes confondues des sujets ayant participé a un
programme d’exercice physique était 44% plus faible au bout de cing ans
comparativement aux sujets étant restés sédentaires (Blair et al. 1995). De plus, les
enfants et adolescents qui sont physiquement actifs dans une journée ont un meilleur
profil métabolique (pression systolique, tour de taille, insulinémie, niveau de lipoprotéines
de haute densité (HDL) et triglycérides) (Ekelund et al. 2012). Ces études cliniques

démontrent que I'exercice est bénéfique a tous les ages.

L’exercice permet d’activer les fonctions du systéme immunitaire. Ainsi, la pratique de la
course diminue de 20 fois le risque de mourir d’une infection pulmonaire (Chakravarty et
al. 2008). L’exercice induit une hausse de l'activité des cellules protectrices «natural
killers NK» (Nieman et al. 1993; Woods et al. 1999), en plus de diminuer les
concentrations plasmatiques de CRP et d’IL-6 qui réduisent la fonction immunitaire
(Mattusch et al. 2000; Colbert et al. 2004; Lee et al. 2011). D’autre part, la prévention de
lactivation du NF-xB par l'activité physique pourrait expliquer la protection face a
linflammation (Pierce et al. 2011). Un entrainement de 12 semaines sur tapis roulant
chez des rats hyperphagiques diabétiques a permis d’augmenter de 130% la sécrétion
par le tissus adipeux d’IL-10 qui est bénéfique (Tedgui et al. 2006), et de ramener le
niveau circulant d’IL-6, qui est délétére, a celui des rats sains (Jenkins et al. 2012). De
plus, I'exercice confere une résistance au stress: une séance de vélo de 2,5 heures
prévient la hausse de TNF-a dans le sang suite a une injection de E. coli chez 'humain
(Starkie et al. 2003).
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L’exercice diminue le risque d’accident vasculaire cérébral (Lee et al. 2003; Wendel-Vos
et al. 2004), maintient les fonctions cognitives (Laurin et al. 2001; Colcombe et al. 2003;
Rovio et al. 2005; Jedrziewski et al. 2010) et prévient la démence (Aarsland et al. 2010).
Ces bénéfices de I'exercice s’expliqueraient par une hausse de la relaxation dépendante
de I'endothélium (Mayhan et al. 2004; Mayhan et al. 2011), une compliance adéquate
des artéres cérébrales et carotides (Tanaka et al. 2000; Bolduc et al. 2011), un débit
sanguin cérébral de base augmenté (Endres et al. 2003) et une meilleure capacité de
récupération des fonctions cérébrales suite a une ischémie (Gertz et al. 2006). Toutes

ces fonctions bénéfiques de I'exercice contribuent a réduire le risque de mortalité.

1.3.1.2 L’exercice réduit la dysfonction endothéliale

L'un des bénéfices cardiovasculaires majeurs de l|'exercice est la protection de la
fonction endothéliale (Taddei et al. 2000). Non seulement I'exercice en prévention
primaire prévient I'altération de la relaxation dépendante de I'endothélium au cours du
vieillissement (Taddei et al. 2000), mais il permet aussi chez les sujets agés d’atteindre
des relaxations d’amplitudes similaires a celles observées chez les sujets jeunes
(DeSouza et al. 2000). Alors que la sédentarité diminue la fonction endothéliale (Chen et
al. 2001; De Moraes et al. 2004; Laufs et al. 2005; Hamburg et al. 2007; Navasiolava et
al. 2010), lintroduction de [I'exercice renverse cette dysfonction chez les souris
sédentaires (Suvorava et al. 2004). L'exercice permet également de renverser la
dysfonction endothéliale observée avec I'hypertension (Yen et al. 1995; Roque et al.
2012), le diabéte (Bunker et al. 2010), le vieillissement (Durrant et al. 2009) et 'obésité
(Park et al. 2012). L’exercice favorise une hausse de I'expression ou de la
phosphorylation de la eNOS dans le cceur (Park et al. 2012), 'aorte (Laufs et al. 2005;
Durrant et al. 2009) et les cellules endothéliales isolées de l'aorte (Bunker et al. 2010)
chez la souris, ce qui permet d’augmenter la production de NO et de favoriser la
relaxation dépendante de I'endothélium. L’'exercice pourrait aussi favoriser la production
d’EDHF pour permettre une meilleure relaxation dépendante de I'’endothélium dans les
aortes et les artéres mésentériques de rats (Yen et al. 1995; Chen et al. 2001). Les
bienfaits de I'exercice peuvent étre attribuables, du moins en partie, a I'activation de la
Sirt-1 (Suwa et al. 2008; Bayod et al. 2012), qui active la eNOS par sa déacétylation et

ainsi améliore la relaxation dépendante de I'endothélium (Mattagajasingh et al. 2007).
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1.3.1.2.1 L’exercice augmente les forces de cisaillement

Durant I'exercice, la hausse du métabolisme et la demande accrue en oxygéne
provoquent une hausse du flux sanguin (Padilla et al. 2011). La hausse des forces de
cisaillement engendrée stimule I'expression de la eNOS in vivo (Nadaud et al. 1996) et in
vitro (Uematsu et al. 1995), ce qui induit une production accrue d’EDRF (Frangos et al.
1985; Rubanyi et al. 1986). Il a été démontré que la pratique du vélo améliore la
relaxation dépendante de I'endothélium mesurée dans l'artére brachiale et que cette
amélioration pouvait étre bloquée par le port d’'un manchon autour du bras empéchant la

hausse des forces de cisaillement associées a I'exercice (Tinken et al. 2009).

1.3.1.2.2 L’exercice diminue le stress oxydant

Alors que pendant I'exercice des RS sont produits, I'exercice diminue a long terme la
production des RS vasculaires, principalement I‘anion superoxyde originant de la Nox
(Laufs et al. 2005; Durrant et al. 2009; Pierce et al. 2011; Park et al. 2012). Par exemple,
la course (en prévention primaire) prévient les hausses de I'expression et de I'activité de
la Nox observées avec I'age dans les aortes de souris (Durrant et al. 2009) ou suite a
une diéte riche en gras dans les artéres coronaires (Park et al. 2012). De méme,
I'exercice diminue I'expression protéique de la Nox dans les artéres brachiales de
patients agés (Pierce et al. 2011). Une hausse d’expression des enzymes antioxydantes
est également observée suite a I'exercice dans divers tissus (Leeuwenburgh et al. 1999;
Durrant et al. 2009; Pierce et al. 2011; Park et al. 2012; Teodoro et al. 2012). La SOD est
'enzyme antioxydante dont I'expression protéique est la plus fréquemment augmentée
par I'exercice, comme observé dans les artéres coronaires (Park et al. 2012) et les
aortes (Durrant et al. 2009) de souris et les artéres brachiales humaines (Pierce et al.
2011). D’autres études ont démontré une augmentation de I'activité de la SOD et de la
GPx dans le muscle de rats (Leeuwenburgh et al. 1999) et de la SOD et de la catalase
dans le foie de souris (Teodoro et al. 2012). Toutefois, plusieurs études n’ont rapporté
aucun effet bénéfique de I'exercice sur les enzymes antioxydantes (Filaire et al. 2009;
Bunker et al. 2010; Bayod et al. 2012). Chez le rat par exemple, la course n’a pas

modifié I'expression protéique de la SOD dans les aortes (Bunker et al. 2010), ni les
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activités de la SOD et de la catalase dans le foie et le muscle (Filaire et al. 2009; Bayod
et al. 2012). Bien que l'impact de I'exercice sur les expressions de la Nox et des
enzymes antioxydantes varie selon les études, ces derniéres ont en commun une
diminution des dommages oxydants et une hausse de la biodisponibilité du NO (Durrant
et al. 2009; Filaire et al. 2009; Bunker et al. 2010; Pierce et al. 2011; Bayod et al. 2012).
L’exercice permet également de protéger le BH, de I'oxydation par I'anion superoxyde
puisque 'administration de BH, améliore la relaxation dépendante de I'endothélium chez

les sujets sédentaires et non chez ceux qui pratiquent I'exercice (Eskurza et al. 2005).

1.3.1.3 Différents types d’exercice : différents effets vasculaires

Il est important de mentionner que des séances d’exercice d’intensité et de durée
modérées sont généralement utilisées dans les études et que les effets dun
entrainement plus extréme (comme les ultra-marathons) demeurent incertains. Alors
qu’un régime modéré de course pendant 6 semaines chez des souris 4gées a amélioré
le profil des génes antioxydants activés par la voie Nrf2 / ARE dans le cceur, deux
journées d’exercice intense (intensité et durée doublées) préviennent cette amélioration,
suggérant que I'exercice intense est moins bénéfique (Gounder et al. 2012). Toutefois,
bien que certaines études démontrent suite a un exercice intense (courses de 50 km et
plus, «ironmany) une hausse des dommages lipidiques (Kanter et al. 1988; Mastaloudis
et al. 2001) ou une susceptibilité accrue d’oxydation des LDL (Sanchez-Quesada et al.
1995), d’autres ne montrent aucun effet délétere (Ginsburg et al. 1996; Margaritis et al.
1997). De plus, le type d’exercice (endurance versus intervalle) affecte différemment la
relaxation dépendante de I'endothélium. Dans un groupe de 27 patients défaillants
cardiaques, I'exercice par intervalle pendant 12 semaines a amélioré la dilation induite
par le flux dans les artéres brachiales, a augmenté la capacité antioxydante plasmatique
et a réduit la quantité de oxLDL en circulation par rapport a I'exercice en continu (Wisloff
et al. 2007). Suite a un programme par intervalle de 6 mois chez 40 patients coronariens,
la dilatation induite par le flux a augmenté significativement d’environ 5% et leur CRP
plasmatique a diminué par rapport aux patients non-entrainés (Munk et al. 2009). Chez
des patients angineux stables, un programme d’exercice par intervalle d’intensité élevée
de 6 mois a aussi provoqué la diminution des niveaux circulants d’IL-6 (Munk et al.

2011). La réduction de [linflammation et du stress oxydant observée participe
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probablement a I'amélioration de la fonction endothéliale observée chez les patients
coronariens (Wisloff et al. 2007; Munk et al. 2009; Munk et al. 2011). Bien que les
bénéfices puissent varier selon le type, l'intensité ou la durée de I'exercice, il n’en
demeure pas moins que I'exercice ralentit les mécanismes qui ménent au vieillissement

et au développement des maladies qui lui sont associées (Figure 8).

*Stress
WVinflammation

Y\/OXYYdant

— Exercice ~.

Aimmunité l A\cognition

A\relaxation dépendante de
I'endothélium

Figure 8 L'exercice provoque des effets systémiques prévenant le développement des
MCV.

Les bienfaits de I'exercice sont systémiques et permettent de diminuer la dysfonction
endothéliale induite par la sédentarité et le vieilissement en prévention primaire. I
demeure incertain jusqu'a quel niveau de dommages I'exercice pourrait améliorer la
fonction endothéliale de patients agés ou souffrant de MCV lorsqu’instauré en prévention
secondaire, ou méme si les bienfaits de I'exercice perdurent lorsque le programme
d’exercice physique est interrompu. Il convient donc de considérer d’autres alternatives
qui, seules ou combinées a l'exercice, ont elles aussi le potentiel de retarder le

développement de la dysfonction endothéliale associée au vieillissement et aux MCV.

1.3.2 La nutrition et les antioxydants

Hippocrate aurait dit «que ta nourriture soit ta médecine, et ta médecine soit ta
nourriture». Cette phrase illustre qu’'une saine alimentation permet de prévenir le

développement de pathologies. Une alimentation équilibrée permet d’avoir accés a une
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variété de micronutriments bénéfiques, comme les antioxydants et les acides gras

oméga-3.

1.3.2.1 Les antioxydants et la mortalité

Au début des années 90, des études épidémiologiques ont initialement montré que le
risque de mortalité associée a une MCV était inversement proportionnel a la
consommation d’antioxydants dans la nourriture (Rimm et al. 1993; Stampfer et al. 1993;
Knekt et al. 1994; Hertog et al. 1995; Kushi et al. 1996; Klipstein-Grobusch et al. 1999;
Todd et al. 1999; Ye et al. 2008). D’autre part, des études pré-cliniques ont démontré les
bénéfices de supplémenter la diéte avec des antioxydants: le resvératrol prolonge
I'espérance de vie de souris nourries avec une diéte riche en gras (Baur et al. 2006) et le
N-acétyl-cystéine évite la mort prématurée dans un modéle de souris prompt a la
tumorigenése (Sablina et al. 2005). Toutefois, les résultats des études interventionnelles
ont été trés décevants. La prise de vitamine E et C ou de p—caroténe en traitement
primaire ou secondaire n’a eu aucun effet sur la mortalité autant chez les patients sains
que chez ceux atteints de MCV (Stephens et al. 1996; 2002; Vivekananthan et al. 2003;
Kris-Etherton et al. 2004). Une diéte enrichie en vitamine E (=400 unités internationales)
a méme augmenté le risque de mortalité chez des patients souffrant de maladies

chroniques (MCV ou diabéte par exemple) (Lonn et al. 2005; Miller et al. 2005).

A Tinverse, la diéte méditerranéenne (riche en poissons, fibres alimentaires, fruits,
légumes, polyphénols et pauvre en viandes et en gras saturés) est efficace pour prévenir
le risque de développer des MCV et pour diminuer la mortalité (Dilis et al. 2012; Estruch
et al. 2013). Toutefois, une étude approfondie de I'impact individuel des différentes
composantes de la diete ne permet pas de conclure a un effet bénéfique (Dilis et al.
2012), ce qui suggere l'existence d’une synergie entre les nutriments de la diéte
méditerranéenne (Martinez-Gonzalez et al. 2012). Cette découverte pourrait aussi
s’appliquer, en partie, aux résultats négatifs des études cliniques avec des antioxydants
isolés ou combinés (Steinberg et al. 2002; Katsiki et al. 2009). Cependant, la
consommation de poissons (He et al. 2004) et de vin rouge (Renaud et al. 1992;

Costanzo et al. 2010) qui sont présents dans la diete méditerranéenne, est associée a
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une diminution de la mortalité associée aux MCV. Des bénéfices des acides gras oméga-
3, présents dans le poisson, et des polyphénols présents dans le vin rouge ont été
rapportés sur la santé cardiovasculaire, comme la diminution de la pression artérielle
(Geleijnse et al. 2002; Chiva-Blanch et al. 2012b) et de I'inflammation (Meydani et al.
1991; Trebble et al. 2003; Chiva-Blanch et al. 2012a).

1.3.2.2 Les antioxydants et la fonction endothéliale

Les bienfaits des antioxydants sur la fonction endothéliale ont été répertoriés chez
’humain et dans les modéles animaux. La vitamine C a montré a plusieurs reprises son
effet bénéfique pour améliorer la relaxation dépendante de I'endothélium chez des
patients ayant un ou des facteurs de risque cardiovasculaire (Heitzer et al. 1996; Ting et
al. 1997; Taddei et al. 1998a; Timimi et al. 1998; Natali et al. 2000; Heitzer et al. 2001a;
Schinzari et al. 2012). Par exemple, l'infusion de vitamine C dans les artéres brachiales
de patients hypertendus a amélioré la dilation induite par le flux, démontrant le réle du
stress oxydant dans la dysfonction endothéliale chez ces patients (Taddei et al. 1998a).
Outre l'effet direct de la vitamine C sur la séquestration des RS, une hausse de la
phosphorylation de la eNOS dans les cellules endothéliales humaines (Ladurner et al.
2012) et la stabilisation du BH4 (Huang et al. 2000; Heller et al. 2001) ont été démontrées

in vitro dans des cellules endothéliales humaines et porcines.

Depuis la publication du «French paradox» montrant que la consommation modérée de
vin rouge promeut la santé cardiovasculaire (Renaud et al. 1992), plusieurs études ont
démontré un lien entre le vin rouge et la relaxation dépendante de I'endothélium. Dans
un premier temps, il a été démontré que le vin rouge provoque directement la relaxation
dépendante de I'endothélium dans les aortes de rats (Fitzpatrick et al. 1993). Puis, il a
éte rapporté que la consommation de vin rouge pendant 30 jours permet de prévenir la
diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium associée a la consommation
d’une diéte riche en gras dans les artéres brachiales chez des volontaires sains (Cuevas
et al. 2000). La découverte que la consommation de vin rouge désalcoolisé soit plus
efficace sur la relaxation dépendante de I'endothélium que le vin rouge alcoolisé suggére
que les bienfaits proviennent des constituants de type polyphénols (Hashimoto et al.

2001; Karatzi et al. 2004). La consommation des polyphénols du vin rouge dans 'eau de
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boisson pendant 4 semaines prévient la dysfonction endothéliale associée au
vieillissement en diminuant le stress oxydant dans les artéres mésentériques chez des
rats (Dal-Ros et al. 2012). L’étude systématique des différents polyphénols présents
dans le vin a démontré que le resvératrol était le plus efficace pour activer la eNOS
(Wallerath et al. 2005). Toutefois, le vin rouge était plus efficace que des doses
équivalentes de polyphénols appliquées individuellement pour activer la eNOS sur des
cellules endothéliales humaines (Wallerath et al. 2005), suggérant encore une fois
qgu’une synergie est présente entre les différents antioxydants retrouvés dans le vin pour
augmenter leur efficacité. Le resvératrol améliore la relaxation dépendante de
'endothélium par des mécanismes NO-dépendants et NO-indépendants (Chen et al.
1996; Naderali et al. 2001; Novakovic et al. 2006; Rush et al. 2007; Pearson et al. 2008).
Le resvératrol augmente I'expression de la eNOS et active la libération de NO dans des
cellules endothéliales humaines (Leikert et al. 2002; Wallerath et al. 2002). Le resvératrol
est un activateur de la Sirt-1 (Howitz et al. 2003; Wood et al. 2004; Gracia-Sancho et al.
2010), connue pour activer la eNOS et favoriser la relaxation dépendante de
'endothélium (Mattagajasingh et al. 2007). Il est possible que cette activation de la eNOS
provienne de l'activation de KLF2 par la Sirt-1 (Gracia-Sancho et al. 2010). De plus, la
souris Nrf2” est insensible a la protection endothéliale conférée par le resvératrol suite a
une diéte riche en gras contrairement a la souris WT, suggérant que le resvératrol
pourrait activer le facteur de transcription Nrf2 (Ungvari et al. 2010a). Finalement, le
resvératrol a dose élevée permet aussi la relaxation des aortes de rats en activant
directement les VSMC (Chen et al. 1996)

La consommation de thé et de catéchine (sous ses formes d’épigallocatéchine gallate ou
d’épicatéchine), I'un des principaux composants du thé vert mais aussi retrouvée dans
les fruits, les légumes et le chocolat noir, améliore la relaxation dépendante de
'endothélium dans les artéres brachiales chez I'humain (Duffy et al. 2001; Schroeter et
al. 2006; Widlansky et al. 2007) et active in vitro I'activitt de eNOS dans les cellules

endothéliales aortiques bovines (Lorenz et al. 2004).
Outre la vitamine C, le resvératrol et la catéchine, plusieurs autres antioxydants et

micronutriments ont aussi montré des effets positifs sur la relaxation dépendante de

'endothélium en présence de MCV (Tableau lI).
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Tableau Il Effets bénéfiques sur la relaxation dépendant de [I'endothélium des

micronutriments autres que la vitamine C, le resvératrol et la catéchine.

Micronutriments

. Facteurs de risque / Artéres / site de Références
Especes .
diétes mesure
Acide a-lipoique
Humains Diabéte Brachiale (Heitzer et al. 2001a)
p-caroténe
iete ri K tal 1
Lapins Diete rlch’e en Aorte (Keaney et al. 1993)
cholestérol
Rats Diéte riche en huiles Aorte (Lutz et al. 1995)
BH,
Humains Hypercholestérolémie Brachiale (Stroes et al. 1997)
Humains Diabéte Brachiale (Heitzer et al. 2000)
L . - (Akamine et al.
D t M t
Rats iabéte ésentérique 2006a)
Humains Vieillissement Carotides (Pierce et al. 2012)
Flavanols (cacao)
Humains Aucun Cutanée (Fisher et al. 2003)
Humains Aucun Brachiale (Engler et al. 2004)
Oméga-3
Rats Diabéte Mésentériques (Matsumoto et al.
d 2009b)
Procyanidines
oligomériques
(cacao et raisins)
Humains Aucun Mammaires (Aldini et al. 2003)
Lapins Aucun Aorte (Karim et al. 2000)
Quercertin
(Fitzpatrick et al.
Rats Aucun Aorte 1993)
Rats Diabéte Aorte (Machha et al. 2007)
. (Sanchez et al. 2006;
Rats Hypertension Aorte Sanchez et al. 2007)
Vitamine E
. R . (Green et al. 1998;
Humains Hypercholestérolémie Brachiale Heitzer et al. 1999)
I. 1997;
Rats Diabete Aorte (Karasu et al. 1997;

Cinar et al. 2001)
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Sans surprise, les antioxydants permettent de diminuer le stress oxydant (Baur et al.
2006; Pearson et al. 2008; Gendron et al. 2010; Lebel et al. 2010; Massip et al. 2010;
Drouin et al. 2011a; Drouin et al. 2011b; Bolduc et al. 2012), ce qui permet d’améliorer

ou de maintenir la biodisponibilité du NO.

Toutefois, plusieurs d’entre eux ont aussi des effets métaboliques: la vitamine C (Massip
et al. 2010), mais pas la catéchine (Lebel et al. 2010), permet de ralentir le phénotype du
vieillissement prématuré dans un modele murin du syndrome de Werner. Pourtant, la
catéchine a déja démontré sa capacité a réduire l'inflammation causée par le diabéte en
diminuant la production de cytokines et I'activation de NF-xB dans les cellules
endothéliales de souris db/db (Babu et al. 2012). Finalement, le resvératrol permet de
renverser le profil métabolique délétere dans le foie de souris nourries avec une diéete
riche en gras, en plus de prolonger leur espérance de vie (Baur et al. 2006). Le
resvératrol serait considéré comme un produit mimant les effets bénéfiques de la
restriction calorique, probablement par son action via la Sirt-1 (Wood et al. 2004;
Pearson et al. 2008).

En résumé, notre alimentation est composée d’'une foule de micronutriments et
d’antioxydants bénéfiques pour notre santé, comme les vitamines et les polyphénols.
Initialement, leur intérét semblait provenir de leur capacité a diminuer le stress oxydant,
ce qui a motivé plusieurs études cliniques d’envergure chez I'humain qui n’ont pas
obtenu les résultats attendus. Toutefois, il est maintenant plus clair que les antioxydants
comme la vitamine C et la catéchine ont des effets métaboliques bénéfiques complexes,
et que [l'utilisation de vitamines isolées est potentiellement moins efficace que la
consommation d’un fruit entier. Le resvératrol se démarque potentiellement des autres
par sa capacité a activer la Sirt-1, un géne clé qui serait aussi majeur dans les bienfaits

de la restriction calorique.

1.3.3 La restriction calorique

Dés le début du XX° siécle, il a été démontré que la diminution de I'apport calorique par

un changement de diete ou une sous-nutrition permettait de retarder la croissance de
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certaines tumeurs transplantées chez le rat (Rous 1914). Cette étude a pavé la voie aux
recherches sur les impacts d’une restriction calorique. Plusieurs décennies plus tard, la
restriction calorique suscite toujours l'intérét des chercheurs, puisqu’elle serait I'approche
la plus reproductible pour allonger I'espérance de vie entre les espéces, sans
modification génique (Sinclair 2005). Il est important de mentionner que la restriction
calorique utilisée par Rous en 1914, comme celle utilisée aujourd’hui, contient tous les
micronutriments et macronutriments requis pour un fonctionnement et un développement
adéquat (Rous 1914). A Tinverse, les épisodes de famine ne constituent pas une
restriction calorique «saine». Par exemple, une famine survenue durant I'hiver 1944-45
au Pays-Bas a provoqué une hausse marquée de la mortalité a court terme (Banning
1946), ainsi qu’'une hausse des MCV chez les enfants qui étaient en gestation pendant

cette période (Roseboom et al. 2000).

1.3.3.1 Les bienfaits de la restriction calorique sur la longévité et le métabolisme

Une vingtaine d’années aprés la publication de Peyton Rous, McCay et al. ont montré
qgu’'une restriction calorique dés le sevrage permettait d’augmenter I'espérance de vie
chez des rats (McCay et al. 1935). La restriction calorique a doublé I'espérance de vie
moyenne (de 483 jours a 894 jours) des rats males, alors que 36% (15/42) des rats
femelles ont vécu plus de 1000 jours comparativement a 27% (6/22) des rates ayant eu
acceés a la nourriture ad libitum (chez les males 11/28 individus sous restriction calorique
ont dépassé 1000 jours contrairement a 0/14 pour les rats nourris ad libitum) (McCay et
al. 1935). Lefficacité de la restriction calorique a augmenter I'espérance de vie a été
déemontrée dans différentes espéces, de la levure aux rongeurs (Yu et al. 1985;
Weindruch et al. 1986; Lakowski et al. 1998; Jiang et al. 2000; Cohen et al. 2004; Rogina

et al. 2004), jusqu’au primates non-humains (Colman et al. 2009).

La restriction calorique permet d’atténuer la hausse du stress oxydant associée au
vieillissement (Pieri et al. 1992; Xia et al. 1995; Guo et al. 2001; Zou et al. 2004; Filaire et
al. 2009) et a I'athérosclérose (Guo et al. 2002). Une diminution de la production d’anions
superoxydes (Guo et al. 2002; Zou et al. 2004; Ketonen et al. 2010; Rippe et al. 2010) ou
un maintien des enzymes antioxydantes (Chen et al. 1992; Pieri et al. 1992; Xia et al.

1995; Guo et al. 2001; Filaire et al. 2009; Rippe et al. 2010) pourraient expliquer ce
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phénoméne. L'effet de la restriction calorique sur les défenses antioxydantes varie selon
les tissus étudiés (Xia et al. 1995; Filaire et al. 2009). Chez des rats soumis a une
restriction calorique de 40% l'activité de la catalase est augmentée a 16 mois dans le
cceur et le rein, mais I'activité de la catalase demeure similaire dans le cortex cérébral,
lintestin et le foie (Xia et al. 1995). De la méme facon, l'activité de la GPx n’est
augmentée que dans le cceur et reste inchangée dans le rein, le cortex cérébral, I'intestin
et le foie (Xia et al. 1995).

Cependant, certaines études ont démontré différentes réponses face a la restriction
calorique dans différentes souches de la méme espéce (Colman et al. 2009; Liao et al.
2010; Mattison et al. 2012). Une importante étude ayant soumis 41 souches différentes
de souris a la restriction calorique a montré que I'espérance de vie était plus souvent
réduite qu’augmentée, suggérant un effet fortement dépendant de la souche (Liao et al.
2010). Un phénoméne similaire a été décrit dans 2 importantes études chez le macaque
macaca mulatta (Colman et al. 2009; Mattison et al. 2012). Une premiére étude débutée
en 1987 au «National Institute of Aging» n’a pas montré d’effet positif de la restriction
calorique sur I'espérance de vie (Mattison et al. 2012). A l'inverse, I'étude du «Wisconsin
National Primate Research Center» initiée en 1989, a rapporté une baisse de plus de
50% de la mortalité due aux maladies associées au vieillissement grace a la restriction
calorique (Colman et al. 2009). Mattison et al. ont suggéré que ces divergences de
résultats pouvaient provenir d’'un profil génétique différent des macaques (le pays
d’origine était différent), ainsi que de la composition et de 'origine des micronutriments
présents dans les diétes (Mattison et al. 2012). Malgré cette différence d’effet sur la
longévité, la littérature regorge d’études montrant des effets bénéfiques de la restriction
calorique chez le macaque en prévention du vieillissement (Zainal et al. 2000; Messaoudi
et al. 2006; Kastman et al. 2010; Mattison et al. 2012), du cancer (Colman et al. 2009;
Mattison et al. 2012), du diabéte (Kemnitz et al. 1994; Colman et al. 2009), de la
sarcopénie (Colman et al. 2008), de l'inflammation (Branch-Mays et al. 2008) et du

développement des MCV (Colman et al. 2009).
Chez I’humain, des études sur les effets de la restriction calorique sur la longévité sont

trés improbables, toutefois des effets positifs sur le métabolisme ont été rapportés
(Walford et al. 2002; Fontana et al. 2004; Heilbronn et al. 2006; Larson-Meyer et al.
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2006; Meyer et al. 2006; Racette et al. 2006; Villareal et al. 2006; Weiss et al. 2006;
Redman et al. 2007; Meydani et al. 2011). Dans un premier temps, I'expérience
Biosphére 2 (1991-1993) qui a eu lieu dans le complexe du méme nom en Arizona, a
montré que la restriction calorique durant 2 ans (qui n’était pas prévue initialement) chez
des volontaires sains a permis d’améliorer I'insulinémie, la cholestérolémie, la glycémie
et la pression sanguine des participants tout en diminuant de 17+5% leur poids corporel
(Walford et al. 2002). Il est important de mentionner que tous les participants de
I'expérience Biosphére 2 sont sortis en bonne santé (Walford et al. 2002). Le projet
CALERIE («comprenhensive assessment of long-term effects of reducing intake of
energy») conduit dans 3 centres américains a montré que la restriction calorique
d’environ 20% chez des individus sains en surplus de poids (indice de masse corporelle
variant entre 25 et 30) permet de diminuer de 10 a 15% le poids, la quantité de graisse
viscérale et sous-cutanée et améliore le profil plasmatique des individus avec une
restriction calorique de 6 mois a 1 an (Heilbronn et al. 2006; Larson-Meyer et al. 2006;
Racette et al. 2006; Villareal et al. 2006; Weiss et al. 2006; Redman et al. 2007; Meydani
et al. 2011). Des données obtenues chez des membres de la «caloric restriction society»
aux Etats-Unis a aussi montré les bénéfices de la restriction calorique dans la prévention
du développement de I'athérosclérose et de la dysfonction diastolique (Fontana et al.
2004; Meyer et al. 2006). Ainsi, il semble que la restriction calorique améliore le profil
métabolique et la santé chez 'homme (Pletcher et al. 2002). Cette protection proviendrait
de la capacité de la restriction calorique a ralentir les processus du vieillissement
(Pletcher et al. 2002), probablement via I'activation de la Sirt-1 (Cohen et al. 2004). La
restriction calorique permet de prévenir la hausse de stress oxydant associés avec I'dge
et 'athérosclérose, soit en prévenant la hausse de production de I'anion superoxyde
(Guo et al. 2002; Zou et al. 2004; Ketonen et al. 2010; Rippe et al. 2010) ou en activant
I'expression des défenses antioxydantes (Chen et al. 1992; Pieri et al. 1992; Xia et al.
1995; Guo et al. 2001; Hyun et al. 2006; Filaire et al. 2009; Rippe et al. 2010).

1.3.3.2 La restriction calorique et la fonction endothéliale

Les bienfaits cardiovasculaires de la restriction calorique sont aussi dus a son effet positif
sur le maintien de la fonction endothéliale. La réduction de I'apport calorique chez des

patients obéses pendant 12 semaines a résulté en une amélioration du profil plasmatique
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et une amélioration de la relaxation dépendante de I'endothélium de l'artére brachiale
(Pierce et al. 2008). De la méme fagon que l'exercice, la restriction calorique peut
protéger la fonction endothéliale des effets délétéres des facteurs de risque
cardiovasculaire (Pierce et al. 2008; Csiszar et al. 2009; Ketonen et al. 2010; Rippe et al.
2010). Une restriction calorique de 8 semaines peut méme renverser la dysfonction
endothéliale déja établie par le vieillissement chez la souris (Rippe et al. 2010). La
relaxation dépendante de I'endothélium est maintenue par la restriction calorique en
prévenant la baisse de la biodisponibilité du NO et la hausse du stress oxydant (Pierce et
al. 2008; Csiszar et al. 2009; Ketonen et al. 2010; Rippe et al. 2010). Une augmentation
de I'expression et de la phosphorylation de la eNOS (Ketonen et al. 2010; Rippe et al.
2010), une diminution de la production d’anions superoxydes et de peroxynitrites
(Csiszar et al. 2009; Ketonen et al. 2010; Rippe et al. 2010), une diminution de
lactivation du NF-xB (Csiszar et al. 2009) et de la production de cytokines
inflammatoires (Csiszar et al. 2009) participent tous aux bienfaits de la restriction
calorique sur la relaxation dépendante de I'endothélium. Une hausse d’activité de la
SOD2 a aussi été observée (Rippe et al. 2010). L’activation de la eNOS par la Sirt-1
serait aussi un facteur améliorant la relaxation dépendante de I'endothélium suite a la
restriction calorique (Mattagajasingh et al. 2007). L’ajout de sérum isolé chez des rats
soumis a une restriction calorique sur des cellules endothéliales en culture a montré
'implication de la Sirt-1 dans les bienfaits de la restriction calorique: I'utilisation de ce
sérum a bloqué la hausse de stress oxydant, I'activation de NF-xB et la hausse
d’expression de la iINOS et d’IL-6 induit par le TNF-a, alors que le siRNA contre la Sirt-1

a bloqué ces bénéfices (Csiszar et al. 2009).

1.3.3.3 Toutes les formes de restriction calorique s’équivalent-elles?

La restriction calorique peut étre réalisée en diminuant la quantité de calories présentes
dans la nourriture, ou en réduisant I'accés a la nourriture. Par exemple, le jelne
intermittent, qui donne I'accés a la nourriture un jour sur deux, permet aussi de prolonger
'espérance de vie chez les souris, I'impact variant selon le génotype (Goodrick et al.
1990). Les effets bénéfiques provenant de la réduction de I'apport calorique ou du jelne

intermittent sont trés similaires (Mattson et al. 2005), toutefois le jelne intermittent serait
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plus efficace pour protéger les neurones face au stress de I'acide kainique qui induit des
crises («seizures») (Anson et al. 2003), suggérant que le jelne intermittent active les

mécanismes de défenses neuronales plus efficacement (Mattson et al. 2005).

Bien que l'approche de la restriction calorique semble plus difficilement applicable au
quotidien qu’une nutrition saine et/ou que l'exercice physique, beaucoup d’études
soulignent ses bienfaits métaboliques. La restriction calorique protége I'organisme face
aux pathologies. Il semble probable que la capacité de la restriction calorique, tout
comme celle de I'exercice, a activer les mécanismes de défenses soit 'une des voies
expliquant I'amélioration du profil métabolique lors du vieillissement. La restriction
calorique, tout comme I'exercice, pourrait donc étre considérée comme une intervention

«hormétique».

1.3.4 La théorie de I’hormesis, ou «ce qui ne nous tue pas nous rend

plus forts»

Le philosophe allemand Friedrich Nietzsche a dit «ce qui ne nous tue pas nous rend plus
forts», ce qui résume bien le concept de 'hormesis (Gems et al. 2008). Ce principe
provient de la toxicologie et stipule qu’'un stimulus dangereux a forte dose, promeut des
effets bénéfiques a faible dose, en stimulant les systemes de défenses endogénes de

I'organisme (Figure 9) (Calabrese et al. 2007).
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Figure 9 La théorie de 'hormesis.

Avant d’atteindre un effet toxique délétere, un composé «hormétique» active les
mécanismes de défenses endogénes pour augmenter la capacité a se défendre face aux
stress et aux agressions environnementales.

Réimprimé avec la permission de Elsevier : Cell Metabolism, D Gems, L Partridge,
Stress-Response Hormesis and Aging: “That which Does Not Kill Us Makes Us
Stronger*, 5 (3) pp 200-203, Copyright (2008).

Ainsi, la cellule ou I'organisme est mieux préparé a faire face aux dommages associés
aux stress environnementaux, et est plus apte a résister au vieillissement ou aux MCV
(Sinclair 2005; Gems et al. 2008; Mattson 2008b; Mattson 2008a; Radak et al. 2008).

La hausse de RS provenant de I'exercice modéré utiliserait ce concept d’hormesis
(Davies et al. 1982; Alessio et al. 1988b; Radak et al. 1999). L’exercice active en effet
I'expression de défenses antioxydantes et des enzymes de réparation de '’ADN (Alessio
et al. 1988a; Radak et al. 2000; Radak et al. 2001a; Radak et al. 2001b; Radak et al.
2002; Radak et al. 2003; Radak et al. 2004). De plus, l'inhibition de la production de RS
par l'utilisation combinée d’'un antioxydant pendant I'exercice supprime les bénéfices sur
les défenses antioxydantes et la résistance a l'insuline découlant de I'exercice chez le rat

(Gomez-Cabrera et al. 2005) ou 'humain (Ristow et al. 2009). La hausse transitoire de
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RS pendant I'exercice serait primordiale pour conférer ses bienfaits a long terme (Fisher-
Wellman et al. 2009).

Plusieurs composés chimiques «hormétiques» identifiés dans les aliments activent des
mécanismes de défenses endogénes (Mattson 2008b): le plus connu est probablement
le resvératrol, qui peut activer la Sirt-1 et le Nrf2 pour protéger I'organisme et ralentir le
développement de pathologies (Baur et al. 2006; Csiszar et al. 2006b; Pearson et al.
2008; Calabrese et al. 2010; Ungvari et al. 2010a; Palsamy et al. 2011; Franco et al.
2013).

De la méme facon, la restriction calorique active des mécanismes de défenses
intracellulaires, ce qui augmente la résistance aux stress et confere des propriétés
hormétiques (Sinclair 2005). Par exemple, des cellules en culture mises en présence de
sérum provenant de rats sous restriction calorique sont plus résistantes a I'apoptose et
au stress de la chaleur ou du H,O, (de Cabo et al. 2003; Cohen et al. 2004).

Ainsi, les interventions qui permettent de retarder le développement du vieillissement ou
des MCV permettent toutes d’activer et de metire en place des mécanismes de
protection endogénes comme les défenses antioxydantes ou les mécanismes de
réparation de I'ADN, retardant la probabilit¢ que des dommages ultérieurs affectent
négativement les fonctions cellulaires (Sinclair 2005; Mattson 2008b; Radak et al. 2008).
La capacité de I'exercice, de certains composés chimiques «hormétiques» présents dans
'alimentation et de la restriction calorique a induire un épisode de stress transitoire
permettrait de stimuler ces mécanismes de défense. Ainsi, ce qui ne nous tue pas nous
permet effectivement de devenir plus forts! Existerait-il une protéine ayant la capacité de
réguler de tels mécanismes clés dans I'organisme? Longtemps considéré simplement
comme un géne suppresseur de tumeurs, p53 semble avoir la capacité de participer a

plusieurs mécanismes cellulaires.
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1.4 Le p53, beaucoup plus qu’un géne suppresseur de tumeurs

En 1979, le p53 a été associé a I'antigéne-T du virus simien 40 (ou SV40), un proto-
oncogene retrouvé chez le macaque rhésus, ce qui a I'époque, a conféré au p53 un réle
oncogénique (DeLeo et al. 1979; Kress et al. 1979; Lane et al. 1979; Linzer et al. 1979).
Les études réalisées dans les années 1980 ont renforcé I'hypothése selon laquelle le
p53 participait au développement du cancer. Par exemple, l'injection d’'un anticorps
contre le p53 a inhibé la synthése d’ADN dans la lignée cellulaire de fibroblastes de
souris 3T3, montrant que l'inhibition de p53 bloquait la progression du cycle cellulaire
avant I'entrée en phase S (Mercer et al. 1982). De plus, la transfection de p53 a facilité
limmortalisation de cellules en culture (Jenkins et al. 1984). Ces résultats, qui paraissent
contre-intuitifs en 2013, proviennent du fait que les premiers clones de p53 utilisés
etaient mutés (Oren et al. 1983; Wolf et al. 1985). En 1989, il a en effet été rapporté que
la capacité de p53 a promouvoir 'immortalisation des cellules provenait d’'une mutation
dans le géne de p53 (Hinds et al. 1989). Ainsi, rapidement des études avec le p53 non-
muté (WT) ont montré sa capacité a ralentir la progression de tumeurs ou la
transformation de cellules (Eliyahu et al. 1989; Finlay et al. 1989; Baker et al. 1990). Les
premiéres études avec des souris p53”, chez qui une mort accélérée des suites de
cancers a été observée, ont ensuite confirmé le potentiel anti-tumoral de p53
(Donehower et al. 1992; Jacks et al. 1994; Purdie et al. 1994). Il est maintenant
clairement établi que p53 agit pour protéger lintégrité cellulaire en contrélant divers
mécanismes. |l agit comme un senseur de stress pour la cellule et initie différents
mécanismes cellulaires selon la durée et la nature du stress présent (Lane 1992; Levine
1997; Chumakov 2007): p53 a la capacité d’initier 'apoptose (section 1.4.2.1), d’arréter
le cycle cellulaire pour permettre la réparation des dommages (section 1.4.2.2) ou
d’induire la sénescence (section 1.4.2.3). Le p53 constitue le géne le plus fréquemment
muté dans le cancer, et une altération dans ses voies de signalisation est aussi
fréequemment observée dans les cancers (Greenblatt et al. 1994). Bien que son
implication dans le cancer et dans la régulation du cycle cellulaire ait stimulé la recherche
au cours des derniéres décennies, plusieurs autres fonctions majeures de p53 ont été
découvertes ces derniéres années (section 1.4.3): p53 régule I'équilibre rédox cellulaire
(section 1.4.3.1), participe au vieillissement (section 1.4.3.2), régule la fonction

endothéliale (section 1.4.3.3) et favorise la capacité a I'exercice (section 1.4.4.1). Avant
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de décrire les fonctions du géne suppresseur de tumeurs p53, il est primordial de

comprendre son fonctionnement et sa régulation.

1.4.1 Un bref apergu de la régulation de p53

Le sujet de ma thése ne touchant pas directement les modes de régulation de p53 et
puisque la régulation de p53 est infiniment complexe, cette section décrit simplement les

notions les plus importantes.

Le géne suppresseur de tumeurs p53 posséde 11 exons et est hautement conservé
entre les especes (Khoury et al. 2010). Le p53 est exprimé de maniére constitutive.
Diverses modifications post-traductionnelles augmentent sa stabilité ce qui lui permet
d’interagir avec ses nombreux partenaires, et sa translocation nucléaire lui confére le role
de facteur de transcription (son principal role). Une fois le p53 stabilisé, il pénétre dans le
noyau et forme un homotétramére (Hupp et al. 1994). Le p53 lie son élément de réponse
(el-Deiry et al. 1992) et affecte directement I'expression de ses nombreux génes cibles
(Figure 10) (Beckerman et al. 2010). Le p53 peut aussi interagir avec les éléments de la
machinerie transcriptionnelle, comme le facteur de transcription TFIID qui est un élément
essentiel dans la transcription génique, et avec des coactivateurs pour altérer la
conformation de la chromatine autour des génes, comme [I'histone acétyltransférase
CBP/p300, pour activer ou réprimer I'expression des génes selon la situation (Zilfou et al.
2009).
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Figure 10 Le p53 est régulé par divers processus post-traductionnels

Un élément déclencheur (stress, rayons UV, radiations, oncogénes) permet la
stabilisation de p53 par sa phosphorylation (P) et son acétylation (Ac). Le p53 peut
altérer la mitochondrie ou entrer dans le noyau pour activer des génes cibles et réguler
les fonctions cellulaires. Le MDM2 promeut I'ubiquitination (Ub) de p53 pour l'inhiber et
favoriser sa dégradation par le protéasome 26S.

Réimprimé avec la permission de Nature Publishing Group : Nature Reviews Cancer, AM
Bode, Z Dong, Post-translational modification of p53 in tumorigenesis, 4 (10) pp 793-805,
Copyright (2004).

Le principal acteur dans la stabilisation ou la dégradation de p53 est I'ubiquitine ligase
mouse double minute 2 (Mdm2) (Momand et al. 1992; Oliner et al. 1992). Le Mdm2
promeut la dégradation de p53 par I'ajout de plusieurs molécules d’ubiquitine (ou poly-
ubiquitination), ce qui constitue la marque d'une protéine devant étre dirigée vers le
protéasome (Figure 10) (Honda et al. 1997; Fuchs et al. 1998). Le p53 peut aussi

controler I'expression de Mdm2 par rétroaction, pour éviter la suractivation de p53 (Wu et
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al. 1993). De plus, la phosphorylation de Mdm2, par la kinase Akt, favorise la
dégradation de p53 par Mdm2 (Haupt et al. 2003). L’Akt est phosphorylée et activée par
la kinase PI3K suite a la présence d’oncogénes (comme Ras), la liaison de cytokines ou
de mitogenes sur des récepteurs cellulaires comme le récepteur a I'insuline ou au facteur
de croissance de I'épiderme (ou EGFR) (Haupt et al. 2003). Le Mdm2 est donc critique
pour la régulation fine de p53, et joue un rdle clé indirect dans la survie cellulaire.
Contrairement a ce qui était initialement pressenti, la délétion totale de p53 chez la souris
n'est pas létale (Donehower et al. 1992). En revanche, la mort au stade embryonnaire
des souris Mdm2” semble reliée a la suractivation de p53, puisque la souris p53”
/IMdm2™” se développe normalement (Jones et al. 1995; Montes de Oca Luna et al.
1995). Ainsi, la suractivation de p53 en absence de Mdm2 semble expliquer la mortalité

précoce des souris Mdm2™.

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle majeure qui régule p53
(Figure 10). Le p53 est stabilisé et activé par la phosphorylation d’environ 20 résidus
différents, la Ser15 étant I'acide aminé le plus frequemment phosphorylé (Bode et al.
2004; Chumakov 2007). Plusieurs molécules et kinases peuvent phosphoryler la Ser15
de p53 (Bode et al. 2004). L’activation d’ATM (ataxia telangiectasia mutated) par I'agent
antibiotique néocarzinostatine (Banin et al. 1998) ou par des radiations ionisantes
(Canman et al. 1998) qui créent des cassures dans I’ADN double-brin provoque la
phosphorylation de la Ser15 de p53. L'AMPK peut aussi phosphoryler la Ser15 de p53
pour permettre d’arréter le cycle cellulaire lorsque la cellule est privée de glucose (Jones
et al. 2005). L’'ajout d’'un groupement phosphate sur la Ser15 de p53 induit un
changement de conformation qui réduit in vitro I'ubiquitination par Mdm2 (Shieh et al.

1997), ce qui augmente la quantité de p53 disponible.

L’acétylation fait aussi partie des modifications post-traductionnelles fréquentes (Figure
10). L’histone acétyltransférase CBP/p300 en présence de rayonnement ultraviolet
acétyle p53 pour le stabiliser et l'activer (Gu et al. 1997; Sakaguchi et al. 1998). A
linverse, la Sirt-1 permet la déacétylation de p53 et son inactivation (Luo et al. 2001;

Vaziri et al. 2001).
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En résumé, les mécanismes cellulaires sous le contréle de p53 ont une importance
capitale pour la survie et le bon développement de la cellule, expliquant la complexité de
la régulation de p53. Le Mdm2 constitue le principal frein au fonctionnement de p53,
tandis que la phosphorylation ou I'acétylation réduisent I'affinité de p53 pour Mdm2. Une
fois p53 stabilisé, il peut interagir avec ses nombreux partenaires et activer ou réprimer
I'expression de ses nombreux génes cibles pour permettre, entre autres, de protéger la

cellule face aux stress environnants et éviter la tumorigenése.

1.4.2 Les roles qui ont donné la notoriété au p53

Plusieurs appellations ont été données au p53 en relation avec son rbéle de géne
suppresseur de tumeurs: gardien du génome (Lane 1992), le géne ange gardien (Royds
et al. 2006), le gardien en chef (Jacks et al. 1996) et le «portier» cellulaire (Levine 1997).
Ces dénominations soulignent que p53 contréle le destin de la cellule par différents
mécanismes, toujours dans le but de préserver l'intégrité cellulaire. Le p53 dirige une
cellule vers la mort cellulaire ou arréte le cycle cellulaire afin d’éviter une prolifération
non-contrélée. Ainsi, p53 détermine, selon le stress environnemental et le degré de
dommages cellulaires, vers quel effecteur sous-jacent et mécanisme cellulaire il est
préférable de diriger la cellule (Figure 11). Pour empécher la tumorigenése, p53 utilise 3
mécanismes principaux: l'apoptose (section 1.4.2.1), l'arrét du cycle cellulaire (section

1.4.2.2) ou la sénescence (section 1.4.2.3).
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Figure 11 Le p53 contréle la destinée cellulaire selon I'étendue des dommages et grace
a la collaboration de plusieurs partenaires.

En conditions normales p53 est dégradé par le protéasome suite a 'ubiquitination par
Hdm2 (’homologue humain de Mdm2). Selon le degré de dommages cellulaires, divers
acteurs tels que 'ATM phosphoryle ou acétyle p53 afin de favoriser les différentes voies
cellulaires telles que I'arrét du cycle cellulaire, 'autophagie, la sénescence ou I'apoptose.

Réimprimé avec la permission de John Wiley and Sons : Journal of Cellular
Biochemistry, ES Helton, X Chen. p53 Modulation of the DNA Damage Response, 100,
pp 883-896, Copyright (2006).

1.4.1.1 L’apoptose

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est initiée par 2 mécanismes: la voie
extrinséque et la voie intrinséque (ou mitochondriale). L’activation des caspases est

requise dans les 2 voies, ou p53 régule plusieurs joueurs importants (Figure 12).
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Figure 12 Le p53 contrdle I'expression génique de plusieurs médiateurs des voies

intrinséques et extrinséques de I'apoptose.

La voie extrinseque initie 'apoptose via les récepteurs de mort principaux DR5 et FAS.
La voie intrinséque débute lorsque p53 active I'expression des génes pro-apoptotiques
Noxa, Puma et Bax. Les 2 voies font intervenir les caspases pour provoquer I'apoptose
de la cellule.

Réimprimé avec la permission de John Wiley and Sons : Journal of Cellular
Biochemistry, ES Helton, X Chen. p53 Modulation of the DNA Damage Response, 100,
pp 883-896, Copyright (2006).

La voie extrinséque nécessite I'activation de récepteurs «de mort» (DR, death receptors)
dont I'expression est régulée par p53, tels que Fas/CD95 (Muller et al. 1998) et DR5 (Wu
et al. 1997). L’activation de ces récepteurs débute par une cascade intracellulaire qui

occasionne la mort cellulaire via I'activation des caspases 3 et 8 (Haupt et al. 2003).

L’utilisation d’agent chimiothérapeutique comme la doxorubicine, qui active p53,
provoque une hausse d’expression de Fas/CD95 dans différentes lignées cellulaires
cancéreuses, ce qui induit 'apoptose (Muller et al. 1998). Toutefois, la hausse de

Fas/CD95 et I'apoptose ne sont plus observées lorsque ces drogues sont utilisées sur
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des lignées cellulaires p53” (Muller et al. 1998). Un élément de réponse pour p53 a été
découvert sur le promoteur du géne de Fas/CD95, confirmant le rbéle primordial de p53
pour activer I'apoptose via Fas/CD95 (Muller et al. 1998). L’activation de Fas est
provoquée par la liaison de son ligand (le «Fas ligand») suite aux radiations y dans le

rein et la rate chez la souris (Bouvard et al. 2000).

Le DRS5 est aussi sous la régulation transcriptionnelle de p53. La doxorubicine augmente
I'expression de DR5 dans les lignées cancéreuses humaines colorectales HCT116 et de
carcinome pulmonaire H460 (Wu et al. 1997). Le ligand induisant I'apoptose reliée au
TNF (TRAIL, TNF related apoptosis inducing ligand) qui lie le DR5, est aussi sous le
contrdle transcriptionnel de p53 (Kuribayashi et al. 2008). L'induction de TRAIL
dépendante de p53 a été observée par le traitement a la doxorubicine et au 5-
fluorouracil, deux drogues anticancéreuses, dans la lignée de cellules HCT116
(Kuribayashi et al. 2008).

La voie intrinséque, ou mitochondriale, est activée en présence de dommages a ’ADN
(Figure 12) (Haupt et al. 2003). Le cytochrome c est relaché, permettant I'activation de la
caspase 9, puis de la caspase 3 (Haupt et al. 2003). C’est la famille de protéines Bcl-2
qui contrdle la voie intrinséque, comprenant des membres pro-apoptotiques comme Bax
et Bak, et anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-X, (Figure 13) (Haupt et al. 2003). Le
p53 favorise I'expression de 3 genes pro-apoptotiques en présence de stimuli qui
induisent des dommages a I’ADN (i.e. rayons X et doxorubicine): Bax (Thornborrow et al.
2002), le modulateur de I'apoptose activé par p53 (PUMA, p53 up-regulated modulator of
apoptosis) (Yu et al. 2003) et Noxa (qui signifie dommage en latin) (Oda et al. 2000). Le
p53 peut aussi activer I'expression de la caspase 6 en présence de doxorubicine in vitro
(MacLachlan et al. 2002), ce qui fait une cible supplémentaire de p53 pour activer les
voies apoptotiques. Le p53 peut aussi agir indépendamment de son rble de facteur de
transcription. La monoubiquitination de p53 par Mdm2 donnerait le signal a la
mitochondrie pour stimuler Il'apoptose de maniere indépendante de [Iactivité
transcriptionnelle de p53 (Marchenko et al. 2007). Une fraction de la portion cytosolique
de p53 peut en effet entrer dans la mitochondrie et initier le processus d’apoptose
(Marchenko et al. 2000). Le p53 agirait en liant directement Bcl-2 et Bcl-X,. par des

interactions protéine-protéine, ce qui permettrait la perméabilisation de la membrane
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extérieure de la mitochondrie et favoriserait la relache du cytochrome ¢ (Mihara et al.
2003). Ainsi, p53 peut induire I'apoptose lorsque des dommages a ’ADN sont ressentis
en stimulant I'expression génique des génes pro-apoptotiques et en inhibant les

protéines anti-apoptotiques.

Fas/CD95
DR5

relache du

LIRS cytochrome ¢

caspases

Figure 13 Le p53 agit via différents génes pour induire I'apoptose

Le p53 active transcriptionnellement différents génes pour induire I'apoptose. L’activation
de DRAM initie 'autophagie. L’activation du géne 3 induit par p53 (PIG3) produit une
hausse des RS qui meéne vers l'apoptose. Le p53 peut activer I'expression des
récepteurs de mort Fas/CD95 et DR5, en plus d’activer les génes pro-apoptotiques Bax,
PUMA et Noxa pour promouvoir la relache du cytochrome c de la mitochondrie et
'activation des caspases. Le p53 inhibe le géne anti-apoptotique Bcl-2 par une
interaction protéine-protéine, ce qui favorise aussi la relache du cytochrome c¢ de la
mitochondrie. DR5 : récepteur de mort 5; DRAM : modulateur de I'autophagie régulé par
les dommages; PUMA : modulateur de I'apoptose activé par p53; RS: espéces réactives.

De plus, une hausse de RS peut accélérer le processus d’apoptose. L’identification de
nouveaux génes cibles de p53 par sa transfection dans la lignée de cellules de cancer
colorectal DLD-1 a permis d’identifier des génes induits par p53 (PIG, p53-induced
genes) qui provoquent une hausse de RS et I'apoptose (Figure 13) (Polyak et al. 1997).
Le PIG3 a été identifie comme étant un élément clé de I'apoptose induite par les RS et
p53 (Polyak et al. 1997). La surexpression de p53 a démontré I'activation de maniére
chronologique de PIG3, de la production de RS et de I'apoptose (Polyak et al. 1997).
L’inhibition de la transcription génique par le 5,6-dichlorobenimidizole riboside et la

cycloheximide, puis de la hausse des RS par le PDTC et le chlorure de
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diphényléneiodonium-DPI a confirmé la nécessité de I'activation génique des PIG par
p53 pour augmenter les RS (Polyak et al. 1997). L’inhibition de I'ouverture du PTP (par
I'acide bongkrékique) a bloqué I'apoptose, sans effet sur les PIG et les RS, confirmant la

chronologie de 'apoptose induite par p53 et les RS via les PIG (Polyak et al. 1997).

Finalement, p53 utiliserait également I'autophagie pour induire I'apoptose (Figure 13).
L’autophagie est un processus catabolique qui consiste a dégrader des composantes
cellulaires défectueuses via la machinerie lysosomale (Zilfou et al. 2009). Le p53
activerait I'expression du modulateur de I'autophagie régulé par les dommages (DRAM,
damage-regulated autophagy modulator), une protéine lysosomale qui participe a la
régulation de 'autophagie (Crighton et al. 2006). L’inhibition de DRAM par siRNA bloque
I'apoptose induite par la doxorubicine dans les cellules tumorales RKO et Saos-2, sans
toutefois altérer I'expression de p53 et de p21 (Crighton et al. 2006). De plus, la
transfection seule de DRAM ne permet pas d’induire I'apoptose contrairement a la
transfection de p53 (Crighton et al. 2006). L'inhibition du géne ATG5, qui est nécessaire
a l'autophagie, bloque I'apoptose induite par p53 et DRAM (Crighton et al. 2006). Ainsi,
l'activation de DRAM par p53 suggére que ce dernier pourrait utiliser la voie de
'autophagie pour induire I'apoptose. L’implication de l'autophagie dans la protection

contre le cancer demeure toutefois obscure (Vousden et al. 2009).

En résumé, p53 a la capacité de provoquer I'apoptose cellulaire en activant différents
génes cibles impliqués dans diverses voies moléculaires (Figure 13). Ce mécanisme
permet a la cellule d’éviter une prolifération aberrante suite a des dommages.
Heureusement, l'activation de p53 ne provoque pas irrémédiablement la mort de la
cellule, p53 peut aussi arréter temporairement le cycle cellulaire et permettre la

réparation des dommages a I’ADN.

1.4.1.2 La régulation du cycle cellulaire

L’arrét temporaire du cycle cellulaire permet le maintien de l'intégrité cellulaire. Lors de
cette pause, des mécanismes de réparation sont mis en place pour éviter la transmission
de défectuosités génétiques vers les cellules filles lors de la mitose (Chumakov 2007,

Zilfou et al. 2009). L’arrét du cycle cellulaire et la réparation de 'ADN peuvent survenir
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suite @ des dommages a I'ADN induit par des stress environnants (Chumakov 2007;
Zilfou et al. 2009).

La brisure de I'ADN par des agents chimiothérapeutiques ou des radiations active ATM
qui active a son tour p53 (par phosphorylation sur la Ser15) (Banin et al. 1998; Canman
et al. 1998), Mdm2 (Maya et al. 2001) et la kinase «checkpoint» 2 (chk2, checkpoint
kinase 2) (Wang et al. 2004). La chk2 peut aussi phosphoryler p53 sur la Ser20 dans des
fibroblastes humains et I'activer en présence de I'agent anticancéreux irofulven (Wang et
al. 2004). Une fois p53 activé, il stimule I'expression de p21 pour arréter le cycle
cellulaire (el-Deiry et al. 1993). Le p21 inhibe les kinases déependantes de la cycline
(CDK, cyclin dependent kinases) qui phosphorylent la protéine du rétinoblastome (pRb,
retinoblastoma protein) (Romanov et al. 2012). L’hyperphosphorylation de pRb méne a la
délocalisation de 'ADN du facteur de transcription E2F qui est responsable de 'activation

des génes impliqués dans la synthése de 'ADN (Figure 14) (Romanov et al. 2012).

Figure 14 Le p53 peut bloquer le cycle cellulaire a 2 endroits pour éviter la transmission
d’erreurs dans ’ADN.

Le p53 contrdle le cycle cellulaire a 2 endroits via 'activation du p21. Dans un premier
temps, p21 inhibe CDK qui permet la phosphorylation de pRb. La phosphorylation de
pRb permet la relache du facteur de transcription E2F responsable de I'expression de
plusieurs génes régulant la phase S, ou I’ADN sera répliqué. Dans un deuxiéme temps,
p53 via p21 peut aussi inhiber Cdc2, ce qui empéche I'entrée en phase M.
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De cette fagon, p53 peut, via p21, arréter le cycle cellulaire et activer des génes qui
participeront a la réparation de 'ADN, comme I'ADN polymérase n (Liu et al. 2006).
Ainsi, cette pause permet d’éviter la réplication d’ADN défectueux (Chumakov 2007;
Helton et al. 2007). L’inhibition du cycle cellulaire par p53 avant la synthése de 'ADN
constitue le point de contréle (ou le «checkpoint») G1. Le p53 peut aussi arréter le cycle
cellulaire a la phase G2/M pour éviter la ségrégation de chromosomes endommageés
(Helton et al. 2007). Le géne inhibé par p53 (via p21) pour arréter le cycle cellulaire en
G2/M est la CDK appelée Cdc2 (Smits et al. 2000). Ainsi, p53 peut arréter le cycle
cellulaire a 2 endroits pour éviter que des erreurs présentes sur 'ADN soient transférées

vers les cellules filles et qu’elles progressent vers des cellules cancéreuses (Figure 14).

Lorsque les dommages cellulaires seront réparés, la cellule peut continuer son cycle
cellulaire sans risque de propager des défectuosités géniques. Il existe en revanche une

voie d’arrét du cycle cellulaire qui est permanente et irréversible: la sénescence.

1.4.1.3 La sénescence

Le mécanisme de sénescence fait partie des mécanismes cellulaires permettant d’éviter
le développement de cancers, en stoppant de maniére irréversible les processus de
croissance et de proliféeration (Campisi 2013). La sénescence est activée par des
oncogénes, [lattrition des téloméres, les dommages a [I'ADN, des agents
chimiothérapeutiques et I'activation des génes suppresseurs de tumeurs p53 et pRb
(Campisi 2013). Deux médiateurs importants pour I'activation de la sénescence contrblée
par p53 sont le facteur de ribosylation ARF (ADP ribosylation factor) et le «promyelocytic
leukaemia» (ou PML), qui respectivement, promeuvent la séquestration de Mdm2 et

'acétylation de p53 pour éviter la dégradation de ce dernier (Zuckerman et al. 2009).

Tout comme lors de l'arrét du cycle cellulaire, p53 active p21 pour induire la sénescence
(Brown et al. 1997). Comment la cellule choisit-elle entre I'arrét du cycle cellulaire ou la
sénescence? Pour linstant, cette question ne peut que partiellement étre résolue. I
semble que ce soit la durée de la réparation de 'ADN qui puisse fournir une partie de la
réponse: si 'ADN n’est pas réparé rapidement et que I'arrét du cycle cellulaire induit par

p21 est maintenue, les mécanismes de sénescence se mettraient en place (Campisi et
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al. 2007). Ainsi, la sénescence induite par p53 serait une réponse cellulaire rapide, tandis
que la voie de pRb/p16 serait engagée lors d’'une seconde vague permettant de

maintenir la sénescence (Stein et al. 1999).

La protéine ARF établirait un lien entre les voies de p53/p21 et de pRb/p16 (Figure 15)
(Zilfou et al. 2009). En effet, ARF induit la séquestration de Mdm2, ce qui active p53,
permettant en aval d’activer pRb et d’inhiber E2F. La dérégulation de E2F par pRb méne
ensuite a l'activation de ARF. Ainsi, le mécanisme de sénescence est finement régulé
par 2 voies, dont I'une est contrélée par p53. Ces 2 voies communiquent entre elles par
lintermédiaire de ARF pour favoriser l'intégrité cellulaire et diminuer le risque de

tumorigenese.

Figure 15 Le p53 active des voies similaires pour promouvoir la sénescence et l'arrét du

cycle cellulaire.

Le p53 pourrait activer la sénescence lorsque les mécanismes initialement activés pour
'arrét du cycle cellulaire sont maintenus: p53 active p21 pour mener a l'arrét du cycle
cellulaire en G1 via E2F ou en G2/M via Cdc2. Le p16 peut activer pRb, et la voie de pRb
serait activée aprés celle de p53 pour le maintien de la sénescence. ARF qui est activé
lorsque E2F est dérégulé par pRb, stabilise p53 en séquestrant Mdm2, linhibiteur
endogéne de p53.
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1.4.1.4 Comment choisir entre 'apoptose et I’arrét du cycle cellulaire?

Le p53 sélectionne quels sont les genes a activer selon ce qui est préférable pour la
cellule. La balance entre PUMA et p21 serait majeure pour décider la finalité de la cellule
(Zilfou et al. 2009). Lorsque I'expression de p21 est altérée, la cellule se dirige vers
I'apoptose sous le contréle de PUMA (Yu et al. 2003). A Iinverse, si c’est I'expression de
PUMA qui est déficiente, 'apoptose est prévenue (Yu et al. 2003). De cette fagon, en
absence de PUMA, p21 favorise I'arrét du cycle cellulaire. Certains stimuli peuvent
favoriser une voie plutdt que I'autre, comme c’est le cas pour les oncogénes Myc et Ras:
I'apoptose dépendante de p53 serait favorisée par Myc et la sénescence serait activée

par Ras (Zuckerman et al. 2009).

En conclusion, I'apoptose, 'arrét du cycle cellulaire et la sénescence sont en lien avec le
réle de géne suppresseur de tumeurs de p53. Plusieurs voies sont sous le contréle de
p53, lui permettant de réguler le destin de la cellule. De plus en plus d’études révelent de
nouvelles fonctions de p53, qui n'ont pas de lien direct avec la prévention du cancer. Ces
nouvelles propriétés, qui bien que moins connues, ont un impact majeur sur la destinée

de la cellule.

1.4.3 Les fonctions méconnues de p53

Etant donnée 'importance de p53 dans les mécanismes régulant la survie de la cellule et
son implication dans le cancer, la majorité des études se sont consacrées a ces roles.
Cependant, depuis le milieu des années 2000, plusieurs études mettent en lumiére
d’autres fonctions cellulaires de p53, ainsi que de nouvelles interactions avec d’autres
genes parfois moins connus. P53 favorise par exemple 'homéostasie cellulaire en
régulant I'équilibre rédox via le contrle de I'expression de certains génes antioxydants
(section 1.4.3.1). Ainsi, étant donnés les liens entre p53, le stress oxydant et l'influence
du stress oxydant sur le vieillissement (section 1.2.2) et la dysfonction endothéliale
(section 1.2.3), p53 participe-t-il au processus du vieillissement (section 1.4.3.2) ou de la
dysfonction endothéliale (section 1.4.3.3)? Serait-il possible que p53 soit sensible aux

interventions visant a ralentir le vieillissement vasculaire (section 1.4.4)?
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1.4.3.1 Le p53 contréle I’équilibre rédox cellulaire

Comme décrit préecédemment, p53 peut utiliser la production de RS pour diriger la cellule
vers I'apoptose (voir section 1.4.2.1) (Polyak et al. 1997). Ainsi, p53 peut, en période de
stress, promouvoir I'expression de génes pro-oxydant comme PIG3 (Polyak et al. 1997)
et p66shc (Trinei et al. 2002) afin d’éliminer, via 'apoptose, les cellules défectueuses.
Toutefois, en condition basale, p53 favorise I'expression de génes antioxydants (Sablina
et al. 2005). L’étude de Sablina et al. a démontré que I'inhibition de p53 dans une variété
de lignées cellulaires cancéreuses provoque une hausse du stress oxydant (Sablina et
al. 2005). Cette hausse est associée a une diminution de I'expression des enzymes
antioxydantes GPx1 et des sestrines (Sesn) 1 et 2 (Sablina et al. 2005). Bien que peu
connues, les Sesn participent a la régénération des Prx et contribuent a la défense
antioxydante contre le H,O, dans les cellules RKO et MCF7 (Budanov et al. 2004). De
plus, en utilisant des cellules H1299 déficientes en p53 dans lesquelles p53 avait été
réintroduit avec un vecteur dont I'expression augmente avec le temps, les auteurs ont pu
démontrer les effets directs de la quantité de p53 sur la production de RS (Sablina et al.
2005): lorsque p53 était faiblement présent, les expressions de la GPx1 et des Sesn
étaient induites, tout comme celle du p21 (Sablina et al. 2005). Cependant, lorsque p53
était fortement exprimé, non seulement les expressions de la GPx-1 et des Sesn étaient
fortes, mais celle de Bax et de PUMA étaient augmentées, coincidant avec une hausse
de la production des RS (Sablina et al. 2005). Cette étude a suggéré pour la premiére
fois que p53, en condition de base dans une cellule non-stressée, agissait en activant
I'expression de génes antioxydants pour promouvoir la stabilité cellulaire (Sablina et al.
2005). Comment p53 peut-il promouvoir deux mécanismes aux antipodes aussi
rapidement? Il a été proposé que l'activation des génes antioxydants précéderait la

hausse d’expression des génes pro-oxydants (Bensaad et al. 2005).

Outre l'activation de I'expression de GPx-1 et des Sesn (Tan et al. 1999; Budanov et al.
2004; Hussain et al. 2004; Sablina et al. 2005), p53 a aussi démontré sa capacité a
moduler I'expression de la catalase (O'Connor et al. 2008), de [Ialdéhyde
déshydrogénase 4 (ou ALDH4) (Yoon et al. 2004), de la SOD2 (Drane et al. 2001;
Hussain et al. 2004; Zhao et al. 2005; Dhar et al. 2006) et de Nrf2 (Faraonio et al. 2006;

Chen et al. 2009; Toledano 2009). Toutefois, le contexte cellulaire semble affecter la
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relation entre p53 et certaines enzymes antioxydantes. Le p53 active la GPx-1 dans
différentes lignées cancéreuses (RKO, U2-OS et Saos-2) (Tan et al. 1999; Sablina et al.
2005) et une lignée de fibroblastes immortalisés (Hussain et al. 2004) par la liaison au
promoteur de la GPx-1. Les Sesn sont activées par p53 dans les cellules cancéreuses
RKO, Saos-2 et MCF-7 en présence de la doxorubicine ou de I'hypoxie (Velasco-Miguel
et al. 1999; Budanov et al. 2002; Budanov et al. 2004; Sablina et al. 2005). A l'inverse, la
catalase n’est pas activée par p53 dans des fibroblastes immortalisés (Hussain et al.
2004), mais p53 lie le promoteur de la catalase et active son expression dans les cellules
RGC-5 de rétine de rats (O'Connor et al. 2008). Finalement, I'activation de p53 par des
agents pharmacologiques anticancéreux (étoposide, cisplatine et diéthylmaléate) dans
les lignées de cellules cancéreuses hépatiques, de carcinomes de poumons, et
d’ostéosarcomes bloque l'activation de génes antioxydants régulés par la voie Nrf2/ARE
(Faraonio et al. 2006). Toutefois, dans les cellules COS-1 et in vivo, il semble que p21
puisse entrer en compétition avec Keap-1 pour favoriser la stabilisation de Nrf2 et
permettre l'activation de ses geénes cibles, tels que HO-1 et la NADPH quinone
oxydoréductase 1 (ou NQO1) (Chen et al. 2009). Ainsi, p53 pourrait, via p21, diminuer le
stress oxydant par 'activation de la voie antioxydante Nrf2/ARE (Toledano 2009). Le p53
peut donc, selon le contexte cellulaire, favoriser ou non I'expression de génes

antioxydants clés.

Le p53 favorise I'expression du géne régulateur de la glycolyse et de I'apoptose induit
par p53 (TIGAR, Tp53-induced glycolysis and apoptosis regulator) (Bensaad et al. 2006)
et de la glutaminase mitochondriale 2 (GLS2, mitochondrial glutaminase 2) (Hu et al.
2010; Suzuki et al. 2010), qui sont 2 génes impliqués principalement dans la régulation
de la phosphorylation oxydative (voir section 1.4.4.1), mais qui produisent aussi du GSH.
Le GSH participe au métabolisme du H,O, dans sa transformation en eau par la

glutathione réductase.

Ces études soulignent deux points majeurs: 1) p53 peut favoriser I'expression de génes
codant pour des enzymes antioxydantes; 2) le contréle par p53 de I'expression des
enzymes antioxydantes est fortement dépendant du contexte cellulaire. De plus, la

réponse de p53 dépend de I'état des dommages cellulaires et du stress (Figure 16).
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Figure 16 Le p53 régule une multitude de génes antioxydants pour contréler le sort de la
cellule.

Les signaux de stress vont activer p21, Nrf2 ou p53. Ce dernier peut favoriser la
réparation des dommages via p21 (qui contrble les CDKS) qui stimule aussi I'expression
de Nrf2. L’activation par p53 des génes antioxydants (MnSOD, GPx1, TIGAR, ALDH4,
Sestrins), favorisant I'autophagie (DRAM) ou responsable du fonctionnement de la
mitochondrie via la synthase du cytochrome c oxydase 2 (ou SCO2) en période de stress
modéré favorise la survie cellulaire. Lors de stress plus sérieux, la cellule est dirigée vers
la sénescence via p21 ou vers I'apoptose via la hausse d’expression de PUMA, NOXA et
PI1G3, tous étant sous la régulation de p53.

Réimprimé avec la permission de Elsevier Limited : Molecular Cell, MB Toledano. The

Guardian Recruits Cops: The p53-p21 Axis Delegates Prosurvival Duties to the Keap1-
Nrf2 Stress Pathway, 34 (6), pp 637-639, Copyright (2009).

1.4.3.2 Le role de p53 dans le vieillissement

Etant données les propriétés antitumorales de p53, il n’est pas surprenant que la délétion
de p53 chez la souris ou la mutation de p53 chez I'humain diminuent grandement

l'espérance de vie (Malkin et al. 1990; Donehower et al. 1992). Chez I'humain, le
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syndrome de Li-Fraumeni est caractérisé par une incidence fortement accentuée de
développer prématurément des cancers: 50% des personnes atteintes du syndrome de
Li-Fraumeni développent un cancer avant 'dge de 40 ans et 90% auront un cancer avant
I'age de 70 ans (Malkin et al. 1990; Palmero et al. 2010). A ce jour, seul le géne p53 a
été identifi€¢ comme responsable du développement de ce syndrome (Palmero et al.
2010). Dans la premiére étude publiée en 1992 utilisant une souris p53™", il a été
démontré que I'absence de p53 engendre un développement trés rapide de cancers
(Donehower et al. 1992): dés la 10° semaine de vie des tumeurs sont présentes et leur
progression est trés rapide entre la 15° et la 25° semaine, si bien qu’a 6 mois 74% des
souris homozygotes présentent des néoplasmes (Donehower et al. 1992). En revanche,
seules 2/96 souris p53*" développent un cancer a 'age de 9 mois (Donehower et al.
1992). Ces résultats ont été confirmés par la suite (Donehower et al. 1992; Harvey et al.
1993; Jacks et al. 1994; Purdie et al. 1994; Venkatachalam et al. 2001), démontrant sans
équivoque que la perte de p53 accélére la mort par le développement prématuré de
cancers (Figure 17).
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Figure 17 Les souris déficientes en p53 développent rapidement des néoplasmes et
meurent prématurément.

Alors que les souris WT développent des cancers entre la 2° et 3 année, les souris p53™
décédent dans 100% des cas a 10 mois étant donnée la progression rapide de cancers.
Les souris p53*" développent des tumeurs majoritairement entre 'dge de 1 et 2 ans.
Références 1: (Donehower et al. 1992); 2: (Harvey et al. 1993); 3: (Jacks et al. 1994); 4:
(Purdie et al. 1994); 5: (Venkatachalam et al. 2001).
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Ainsi, si la perte de p53 favorise la progression du cancer et augmente la mortalité
précocement, une plus grande activité de p53 a-t-elle I'effet inverse et prolonge-t-elle
'espérance de vie? La réponse est non! Le groupe de Lawrence Donehower au Texas,
qui avait réalisé la premiére étude sur les souris p53” en 1992 (Donehower et al. 1992),
a montré en 2002 que les souris possédant un p53 constitutivement actif (p53*'™)
mouraient également prématurément (Tyner et al. 2002). La présence de l'allele «m»
augmente la stabilité de p53 et lui confére une hyperactivité chez la souris (Moore et al.
2007). Une réduction d’environ 20% dans I'espérance de vie médiane a été observée
chez les souris p53"™ comparativement aux souris WT (Tyner et al. 2002). Ces souris
ont un phénotype de vieillissement accéléré comparativement aux souris WT agées de
24 mois: ostéoporose, atrophie accélérée des muscles et des organes, plus grande perte
de poids et une réparation des blessures moins efficaces (Tyner et al. 2002). De plus,

+/m

plusieurs souris p53™" ont succombé au stress provoqué par I'anesthésiant lors du test
de la réparation des blessures comparativement aux souris WT (Tyner et al. 2002). |l
semble que le génotype p53*™ favorise le vieillissement accéléré dans les tissus en ne
permettant pas aux cellules dysfonctionnelles d’entrer en apoptose, étant plutét dirigées
vers la sénescence (Hinkal et al. 2009). Bien que les souris p53"™ soient plus résistantes
au développement de tumeurs, elles vieilliraient trop vite par I'accumulation de cellules

sénescentes (Tyner et al. 2002; Hinkal et al. 2009).

La surexpression chez la souris d’'une forme tronquée de p53, le p44, provoque aussi un
phénotype de vieillissement accéléré (Maier et al. 2004). Toutefois, le phénotype semble
plus drastique: la fertilité des souris est affectée et I'ostéoporose s’installe dés les
premiers mois de vie (Maier et al. 2004). De plus, aucune souris males p44 et seulement
30% des souris femelles p44 sont encore en vie a 60 semaines alors que 85% des males
et 95% des femelles WT sont en vie (Maier et al. 2004). Il semble que ce soit I'activation

continue de p53 qui provoque le vieillissement accéléré.

Chez une souris possédant plusieurs copies supplémentaires de p53, dont la régulation
est normale, I'espérance de vie est comparable a celle des souris WT (Garcia-Cao et al.
2002). Chez cette «super souris p53», une apoptose accrue en présence d’irradiation
causant des dommages a I'ADN, sans phénotype de vieillissement accéléré, est

observée, contrairement & la souris p53*™ (Garcia-Cao et al. 2002). Un autre modéle de
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souris surexprimant ARF (un activateur de p53, Figure 15) et p53 (super souris ARF/p53)
montre une hausse de 16% de I'espérance de vie médiane, sans toutefois augmenter
'espérance de vie maximale (Matheu et al. 2007). Les super souris ARF/p53 ont un
vieillissement ralenti (déclin ralenti des fonctions neuromusculaires et capacité de la
repousse des poils plus grande) qui serait attribuable a une diminution de la quantité des
RS dans les splénocytes et par une diminution des dommages oxydants au niveau du
foie, en lien avec une hausse d’expression des Sesn (Matheu et al. 2007). Les super
souris ARF/p53 sont aussi plus résistantes face a une dose de paraquat qui induit un
stress oxydant massif (Matheu et al. 2007). Ces super souris p53 (Garcia-Cao et al.

+/m (

2002) et super ARF/p53 (Matheu et al. 2007) ont, contrairement aux souris p53™" (Tyner
et al. 2002) et aux souris surexprimant p44 (Maier et al. 2004), une régulation normale de
I'activation de p53. Il semble que les génes activés par p53 en conditions de base (ou le
niveau d’activation est faible) favorisent une diminution des dommages oxydants,
ralentissant du méme coup le vieillissement (Matheu et al. 2007), contrairement a
I'activation continue de p53 qui méne au vieillissement (Tyner et al. 2002; Maier et al.

2004).

Avec I'age, la fonction de p53 diminue chez la souris (Feng et al. 2007b). Chez des
souris agées de plus de 20 mois soumises a des radiations-y, I'activation de I'expression
des génes cibles de p53 (comme p21, PUMA et Bax) est moins efficace
comparativement a des souris dgées de 6 mois, et ce autant dans les souches C57BI/6,
BALB/c que DBA2 (Feng et al. 2007b). Dans la souche de souris C57BI/6 qui vivent plus
longtemps que les souris DBA2, le déclin de la fonction de p53 est retardée (Feng et al.
2007b). De plus, chez les souris dgées de 20 mois et plus, p53 est moins stable ce qui
meéne a une diminution de I'apoptose suite a l'irradiation des souris (Feng et al. 2007b).
Une diminution de l'activation d’ATM (qui permet la phosphorylation de la Ser15 de p53
en réponse aux radiations) chez les souris dgées de plus de 20 mois serait en partie

responsable du déclin de la fonction de p53 (Feng et al. 2007b).

Chez I'humain, un maintien avec I'dge de la fonction de p53 a été suggéré pour expliquer
la longévité de certains centenaires puisqu’un p53 fonctionnel permettrait de diminuer et
de retarder le risque de cancer (Salvioli et al. 2009). Cependant, a ce jour, aucun indice

clinique ne suggére un bénéfice sur le vieillissement chez 'humain d’une activité accrue
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de p53. Une étude chez prés de 400 centenaires (et 600 patients contrbles) ne révéele
pas de différence dans la fréquence d’'un polymorphisme de p53 qui diminue la capacité
de p53 a induire I'apoptose (Pro/Pro sur le codon 72 (Dumont et al. 2003)) (Bonafe et al.
1999a; Bonafe et al. 1999b). Une étude chez 1226 patients &gés de 85 ans et plus a
rapporté des résultats similaires a ceux observés chez les souris p53"™ 21% des
personnes porteuses de Arg/Arg sur le codon 72 (activité apoptotique supérieure
(Dumont et al. 2003)) sont décédées d'un vieillissement accéléré (fatigue et fragilité
accrue) par rapport a 6% des personnes porteuses de Pro/Pro (van Heemst et al. 2005).
La présence et l'activation de p53 pourraient étre bénéfiques et protectrices pendant la
période de fertilité de I'organisme pour permettre la reproduction de lI'espéce, mais
deviendraient délétéres a plus long terme (Ferbeyre et al. 2002; Donehower 2005). Les
résultats des études décrites précédemment soulignent donc [limportance et la

complexité de la relation entre p53 et le processus de vieillissement.

En résumé, la destinée cellulaire controlée par p53 est influencée par la capacité de
réparation de la cellule, et par I'étendue des dommages. La présence, le niveau de p53
et son activité ont un impact sur la vitesse du vieillissement cellulaire et de I'organisme
(Figure 18). Le niveau de p53 influe-t-il sur les cellules endothéliales qui sont

susceptibles aux dommages de par leur localisation?
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Figure 18 L’activation de p53 peut favoriser le maintien de 'intégrité cellulaire, mais peut

aussi mener vers le vieillissement ou le cancer.

La réparation appropriée des dommages permet a la cellule de continuer de se
développer normalement. Un accroissement de I'apoptose ou de la sénescence accélere
le turnover des cellules et précipite le vieillissement cellulaire. La dysfonction de p53 et
des voies qu’il contrble est délétére pour l'organisme et dirige la cellule vers la
tumorigenese.

Réimprimé avec la permission de Oxford University Press : Nucleic Acids Research, J
Rodier, J Campisi, D Bhaumik. Two faces of p53 : aging and tumor suppression. 35 (22)
pp 7475-7484, Copyright (2007).

1.4.3.3 P53 et la dysfonction endothéliale

Trés peu d’études se sont intéressées pour l'instant au role de p53 dans la fonction
endothéliale. La surexpression de p53 pendant 24 heures avec un adénovirus dans les
aortes de rat a provoqué une diminution de la relaxation a I'acétylcholine (Kim et al.
2008; Kumar et al. 2011), suggérant que la hausse de p53 promeut la dysfonction
endothéliale. Cette dysfonction serait due a une diminution de la biodisponibilité du NO
(Kim et al. 2008; Kumar et al. 2011). La surexpression de p53 a en effet provoqué une

diminution de I'expression de la eNOS dans les aortes via I'inhibition transcriptionnelle de
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KLF2 (Kumar et al. 2011). Le p53 empécherait la transcription de KLF2 en activant une
histone déacétylase non-identifiée qui viendrait fermer la chromatine (ce qui bloque la
transcription) autour du promoteur de KLF2 (Kumar et al. 2011). Le groupe de Irani a
aussi découvert que la surexpression de p53 activait 'expression de p66shc dans les
cellules endothéliales en liant directement le promoteur de p66shc (Kim et al. 2008),
confirmant la relation entre p53 et p66shc qui avait été rapportée dans des fibroblastes
isolés de souris (Trinei et al. 2002). Kim et al. ont démontré que la hausse de p66shc
induite par ’Angll était dépendante de la présence de p53 dans les cellules endothéliales
humaines, et que la hausse de production de H,O, par la surexpression de p53 était
diminuée par un siRNA contre p66shc (Kim et al. 2008). La dysfonction endothéliale
observée chez des souris WT suite a linfusion d’Angll était absente chez des souris
p66shc «knock-down» (siRNA dirigé contre p66shc injecté dans la souris), tout comme
chez des souris WT injectées a la pifithrine-a. (Kim et al. 2008), un inhibiteur de p53
(Komarov et al. 1999). Ces études ont donc montré un effet délétére de la surexpression
transitoire durant 24 heures de p53 sur la relaxation dépendante de I'endothélium, et ont
permis de mettre a jour un nouveau réle vasculaire de p53 (Kim et al. 2008; Kumar et al.
2011). De plus, il semblerait que p53 participerait a 'apoptose des cellules endothéliales
lorsque le flux sanguin est non-laminaire, condition qui induirait une hausse des RS qui
activerait la PKCT (Heo et al. 2011b; Heo et al. 2013), une kinase dont I'expression est
augmentée dans les Iésions athérosclérotiques (Heo et al. 2011a). La PKCC stabiliserait
p53 pour faciliter sa translocation au noyau et induire I'apoptose dans les cellules
endothéliales (Heo et al. 2011b; Heo et al. 2013).

Puisque d’une part la fonction endothéliale est sensible au stress oxydant et s’altére avec
'age et les facteurs de risque cardiovasculaire (section 1.2), et que d’autre part le p53
est impliqué dans 'équilibre rédox (section 1.4.3.1), le vieillissement (section 1.4.3.2) et
la dysfonction endothéliale, la délétion partielle (et non compléte) de p53 chez la souris
amenuiserait-elle la capacité de I'endothélium a répondre face a un stress métabolique?
Pour linstant, cette question demeure sans réponse puisqu’aucune étude a ce jour ne
s’y est penchée. Certaines données existent toutefois sur le réle potentiel de p53 ou de
son interaction avec les interventions (section 1.3) qui visent a ralentir le vieillissement et

la dysfonction endothéliale en diminuant le stress oxydant.
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1.4.4 p53 joue-il un role dans les interventions visant a ralentir le

vieillissement vasculaire?

Les bénéfices sur l'organisme de l'exercice, des antioxydants et de la restriction
calorique influencent-ils I'expression de p53? Tout comme pour les réles méconnus de
p53 (section 1.4.3), la compréhension de I'implication de p53 lors de ces interventions
n’est qu’a un stade embryonnaire. Il est néanmoins envisageable que p53 participe ou
utilise certains médiateurs impliqués dans les effets de I'exercice, des antioxydants et de

la restriction calorique.

1.4.41 P53 augmente la capacité a I’exercice en stimulant la phosphorylation

oxydative

Les souris p53” ont une endurance réduite a la nage (Matoba et al. 2006), & la course
forcée (Park et al. 2009) et a la course volontaire (Saleem et al. 2009). L’étude de la
fonction cardiaque, de la structure et de la force musculaire a montré des résultats
similaires entre les souris WT et p53™, excluant ces paramétres comme cause possible
de la moins bonne performance a I'exercice des souris p53” (Park et al. 2009; Saleem et
al. 2009). Toutefois, les souris p53™ se fatiguent plus rapidement que les souris WT lors
de la contraction musculaire (Saleem et al. 2009). Cette baisse de performance a
I'exercice des souris p53” s’expliquerait par la capacité de p53 a favoriser la synthése
d’énergie via les mitochondries et la phosphorylation oxydative (Matoba et al. 2006). Le
p53 régule I'expression du complexe ¢ de la cytochrome oxydase de la mitochondrie
pour la production d’énergie, en régulant I'expression de I'une des molécules clés: la
synthase du cytochrome c oxydase 2 (SCO2, synthesis of cytochrome c oxidase 2)
(Figure 19) (Matoba et al. 2006). Ainsi, en perturbant la production d’énergie par la
mitochondrie, la délétion en p53 chez la souris p53” favorise la glycolyse (plus rapide
mais moins efficace que la phosphorylation oxydative) ce qui rend la souris p53” moins
endurante a I'exercice (Matoba et al. 2006). L’interaction entre p53 et SCO2 observée
dans des lignées cancéreuses et des mitochondries isolées d’extraits de foie des souris
(Matoba et al. 2006) n’a pas été retrouvée dans le muscle squelettique (Park et al. 2009).

Il semble qu’au niveau musculaire, ce soit la régulation du facteur de transcription
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mitochondrial A (TFAM, mitochondrial transcription factor A) par p53 qui explique cette

diminution de capacité a I'exercice (Park et al. 2009).

Le p53 régule aussi I'expression de GLS2 (Hu et al. 2010; Suzuki et al. 2010), une
enzyme permettant la synthése du glutamate a partir de la glutamine (Figure 19). Le
glutamate est ensuite transformé en a-cétoglutarate et entre dans le cycle de Krebs pour
la production de I'ATP par la mitochondrie. L’enzyme guanidinoacétate méthyltransférase
(GAMT), qui stimule I'oxydation des acides gras pour la production d’énergie, est aussi
sous le contrOle transcriptionnel de p53 (Figure 19) (Ide et al. 2009). Ainsi, lorsque le
niveau de glucose diminue, ou lors d’un jeQine, p53 peut fournir de I'énergie a la cellule
en activant I'oxydation des acides gras via I'activation de GAMT. Le p53 peut favoriser
directement la phosphorylation oxydative et améliorer la performance a I'exercice via
l'activation de 4 génes (SCO2, TFAM, GLS2, GAMT), mais il peut aussi la favoriser
indirectement en inhibant la glycolyse (Figure 19). Le p53 peut inhiber dans les cellules
Sa08S-2 et les fibroblastes de souris I'expression des transporteurs de glucose GLUT1,
GLUT3 et GLUT4 (Schwartzenberg-Bar-Yoseph et al. 2004; Kawauchi et al. 2008) qui
permettent I'entrée du glucose dans la cellule, le substrat de prédilection pour la
glycolyse (Figure 19). Une autre cible plus directe de p53 pour inhiber la glycolyse est
TIGAR (Figure 19) (Bensaad et al. 2006). L’activation de TIGAR par p53 dans les
cellules U20S et HCT116 inhibe 'enzyme phosphofructokinase 1 (Bensaad et al. 2006)
qui est nécessaire a linitiation de la glycolyse. Une autre cible permettant a p53 de
ralentir la glycolyse est la protéine liant I'élément de réponse aux glucides (chREBP,
carbohydrate-responsive element-binding protein) (Figure 19) (Tong et al. 2009).
L’inhibition de chREBP par siRNA dans les cellules de cancer colorectal HCT116 a
montré une diminution de la glycolyse aérobie (Tong et al. 2009), qui est la méthode
privilegiée de production d’énergie pour les cellules tumorales (ou «effet Warburg»)
(Warburg 1956). De plus, linhibition de chREBP diminue le captage du glucose, la
production de lactate, la hausse de la consommation d’oxygéne, la hausse des
expressions génique et protéique de p21, Mdm2 et TIGAR, tous des génes cibles de p53
(Tong et al. 2009). Dans les cellules HCT116 déficientes en p53, I'inhibition de chREBP
a peu d’effet sur le captage du glucose et les expressions de p21, Mdm2 et TIGAR,
suggérant I'importance de la présence de p53 dans les effets cellulaires de chREBP

(Tong et al. 2009). Cette étude suggere un autre mécanisme par lequel p53 diminue

124



'entrée de glucose et la production d’énergie via la glycolyse. La promotion de la
phosphorylation oxydative par p53 au détriment de la glycolyse, favorise une plus grande
production d’ATP, ce qui suggére que la présence de p53 améliore la capacité a

I'exercice (Figure 19).

Biogenése de la Cycle de
mitochondrie Krebs

Phosphorylation oxydative: production d’énergie

plus efficace

Figure 19 Le p53 active et réprime I'expression de plusieurs génes pour favoriser la
phosphorylation oxydative plutdét que la glycolyse, ce qui permet une plus grande

production d’énergie et favorise les performances a I'exercice.

Le p53 favorise la phosphorylation oxydative par la mitochondrie en activant I'expression
des génes SCO2, TFAM, GAMT et GLS2. De plus, p53 vient directement inhiber le
processus de glycolyse par linhibition de chREBP et des transporteurs de glucose
GLUT, et indirectement par I'activation de TIGAR.

En résumé, p53 semble important dans le maintien de l'intégrité mitochondriale, ce qui
favorise une production d’énergie accrue et augmenterait les performances a I'exercice.
Un niveau insuffisant de p53 aurait un effet néfaste sur la capacité a I'exercice, comme
observé chez les souris p53™. Alors que le role de p53 dans I'exercice semble établi,

celui 'impliquant dans les effets des antioxydants demeure incertain.
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1.4.4.2 L’effet des antioxydants sur p53 demeure nébuleux

Depuis plusieurs années, les bienfaits des antioxydants présents dans I'alimentation sont
trés médiatisés. Tout comme les antioxydants sont bénéfiques dans la fonction
endothéliale (voir section 1.3.2), les antioxydants pourraient participer a la prévention du
cancer, maladie étroitement reliée au p53. En effet, la diete pourrait participer a raison de
30% dans la mortalité attribuable au cancer (Beliveau et al. 2007). Les constituants
phytochimiques, dont font partie les antioxydants, inhiberaient le développement du
cancer en réduisant les dommages a I'ADN, en induisant I'apoptose, en inhibant
angiogenése et en réduisant I'inflammation (Beliveau et al. 2007). Les antioxydants
utilisent-ils la voie du p53? En effet, plusieurs études ont montré la capacité du
resvératrol a induire des effets anticancéreux via I'activation du p53 (Huang et al. 1999;
She et al. 2001; Hsieh et al. 2005; Ferraz da Costa et al. 2012). Le resvératrol augmente
l'activité de p53 dans les cellules de I'épiderme de souris JB6, une lignée cellulaire non-
cancéreuse (Huang et al. 1999). En accord avec cette étude, le resvératrol a provoqué
une hausse dans l'expression de p21 sans changement dans I'expression génique de
p53 dans la lignée cancéreuse humaine de cancer du sein MCF-7, et I'utilisation de la
pifithrine-a. a provoqué linhibition de I'apoptose induite par le resvératrol dans ces
cellules MCF7 (Ferraz da Costa et al. 2012). Ainsi, le resvératrol provoquerait une
modification post-traductionnelle de p53 pour favoriser sa stabilité (She et al. 2001).
Dans les cellules JB6, le resvératrol favorise la phosphorylation de p53 sur la Ser15 par
'activation des MAPK (She et al. 2001). La présence de p53 semble importante pour
promouvoir I'effet pro-apoptotique du resvératrol puisque l'incubation de ce dernier
n’induit pas I'apoptose sur les fibroblastes isolés de souris p53™ (Huang et al. 1999). Le
resvératrol utiliserait donc p53 pour induire l'apoptose et provoquer ses effets
anticancéreux. A l'inverse, le resvératrol chez la levure (Howitz et al. 2003; Wood et al.
2004), la mouche a fruits (Wood et al. 2004; Bauer et al. 2009), et sur des cellules
endothéliales (Gracia-Sancho et al. 2010) ainsi que la catéchine chez la souris (Gendron
et al. 2012) ont démontré leur capacité a activer la Sirt-1 qui est connue pour déstabiliser
le p53. Ainsi, le lien entre les antioxydants et le p53 semble complexe et le contexte
cellulaire semble primordial dans le lien entre ces derniers. Alors qu’un traitement
chronique de 9 mois a la catéchine chez des souris a activé I'expression de la Sirt-1 dans

les aortes (Gendron et al. 2012), le dérivé de la catéchine épigallocatéchine-3-gallate a

126



stimulé des histones déacétylases qui favorisent la stabilisation et I'activation de p53
dans des cellules cancéreuses humaines (Thakur et al. 2012). Le contexte cellulaire
demeure donc critique dans les voies de signalisation activées par les antioxydants, ainsi

que leurs effets directs ou indirects (par exemple via la Sirt-1) sur p53.

En résumé, le lien entre les effets des antioxydants et de p53 demeure incertains pour
linstant et fortement dépendant du contexte cellulaire. Il serait intéressant de comparer
les effets de différents antioxydants sur I'expression et la fonction de p53, puisque pour

l'instant la majorité des preuves proviennent d’études utilisant le resvératrol.

1.4.4.3 Le p53 et la restriction calorique utilisent des mécanismes similaires

Contrairement a I'exercice et aux antioxydants qui activent directement p53, la relation
entre la restriction calorique et p53 provient plutét du fait qu’ils activent les mémes génes
ou des génes similaires affectant la survie de la cellule, principalement via le processus
d’autophagie (Figure 20) (Tucci 2012). Le p53 serait d’ailleurs pressenti pour étre un
acteur important dans la restriction calorique (Tucci 2012), bien qu’a mon sens les

données ne sont pas suffisantes pour I'affirmer.
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autophagie

autophagie

Figure 20 La restriction calorique (A) et p53 (B) favorisent de la méme fagon I'expression

de plusieurs génes clés dans le processus de I'autophagie.

La restriction calorique (A) et p53 (B) stimulent I'autophagie en inhibant mTOR via
différents génes qui modulent TSC2 (une des protéines du complexe de mTOR), ou en
activant directement 'autophagie grace a la Sirt-1 pour la restriction calorique ou DRAM
pour le p53. AMPK: protéine kinase activée par 'AMP; CR: restriction calorique; DRAM:
modulateur de I'autophagie régulé par les dommages; mTOR: cible de la rapamycine
chez les mammiféres; Sesn: sestrines; Sirt-1: sirtuine-1.

L’autophagie constitue un mécanisme cellulaire bénéfique permettant de dégrader les
protéines dysfonctionnelles. La restriction calorique et p53 sont tous deux en mesure
d’activer le processus d’autophagie (Figure 20). Le p53 peut agir directement sur la voie
de l'autophagie, en contrélant I'expression de DRAM, un des geénes clés dans le
processus d’autophagie (Crighton et al. 2006). Le p53 peut aussi produire un effet
inhibiteur sur la cible de la rapamycine chez les mammiféres (IMTOR, mammalian target
of rapamycin), une protéine favorisant la croissance cellulaire et la synthése protéique
(Wullschleger et al. 2006) dont I'inhibition activerait 'autophagie (Ingram et al. 2011), via
AMPK (Feng et al. 2005) et par la régulation d’'une sous-unité régulatrice qui inhibe
'activation de mTOR, le TSC2 (tuberculosis sclerosis 2). L'AMPK peut phosphoryler et
activer TSC2 lorsque le glucose est absent pour permettre a la cellule de stopper les
processus anaboliques (Inoki et al. 2003). En activant I'expression de TSC2, p53 peut

ralentir la prolifération et la croissance cellulaire et favoriser 'autophagie (Feng et al.
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2005). La régulation de TSC2, tout comme l'activation de 'AMPK, serait dépendante des
genes antioxydants Sesn1 et 2 (Budanov et al. 2008). La transfection des Sesn1 et 2
dans les cellules HEK293, qui sont sous la régulation transcriptionnelle de p53 (Velasco-
Miguel et al. 1999; Budanov et al. 2002), a provoqué I'inhibition de mTOR (Budanov et al.
2008). Cette inhibition a été renversée dans les cellules TSC2" et par linhibition de
'AMPK (par le composé C), démontrant 'importance de TSC2 et de 'AMPK pour induire
l'effet des Sesn sur la voie de mTOR (Budanov et al. 2008). Le stress induit par
I'utilisation de la camptothecin et du N-Nitrosodiethylamine, respectivement un inhibiteur
de la topoisomérase et un agent alkylant, active p53 et provoque I'inhibition de mTOR in

+/+

vivo chez la souris Sesn2"*, mais pas chez la souris Sesn2” (Budanov et al. 2008).
Ainsi, cette étude suggére que les Sesn formeraient un complexe avec 'AMPK et TSC2
et recevraient I'«input» de p53 pour inhiber mTOR via TSC2 (Budanov et al. 2008). Le
gene suppresseur de tumeur phosphatase et homologue de la tensine (ou PTEN), dont
I'expression est contrélée par p53 (Stambolic et al. 2001), peut aussi activer TSC2 et
ainsi inhiber mTOR (Feng et al. 2007a). Tous ces effecteurs permettent au p53 de
favoriser I'autophagie, et potentiellement de promouvoir les mémes bénéfices que la

restriction calorique (Figure 20) (Tucci 2012).

En accord avec cette hypothése, le groupe de Helfand au Connecticut a tout d’abord
démontré que la surexpression d’une forme inactive (dominante-négative) de p53 dans
les neurones de la drosophile provoque une hausse de I'espérance de vie (Bauer et al.
2005). Toutefois, lorsque ces mouches sont soumises a une restriction calorique, aucun
effet supplémentaire n'a été observé, suggérant que p53 et la restriction calorique
empruntent le méme mécanisme (Bauer et al. 2005). Puis, I'utilisation d’'une approche
bioinformatique a révélé que la restriction calorique et l'inactivation de p53 activaient un
patron d’expression de génes similaire dans les neurones de la mouche (Antosh et al.
2011). Ces résultats ont toutefois été contredits par la démonstration que les souris p53™"
soumises a une restriction calorique de 40% ont une survie médiane augmentée de 16 a
25 semaines, fait attribué a un retard dans I'apparition des cancers (Hursting et al. 1994).
La proposition selon laquelle p53 est 'un des médiateurs clés de la restriction calorique
(Bauer et al. 2005; Tucci 2012) ne peut donc pas étre généralisée pour l'instant. Il n’en
demeure pas moins que p53 et la restriction calorique utilisent des médiateurs et des

voies similaires pour influencer le devenir de la cellule (Figure 20).
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En conclusion, que ce soit en activant la phosphorylation oxydative, I'autophagie, I'arrét
du cycle cellulaire ou l'apoptose, p53 a pour objectif ultime la survie de I'organisme. Il
active plusieurs processus cellulaires qui différent selon la circonstance et le niveau de
stress. La découverte du rdle de p53 dans la régulation de I'équilibre rédox (Sablina et al.
2005), par exemple, a été majeure et a permis d’identifier une nouvelle propriété de p53
a réguler la survie cellulaire. Peu importe la voie utilisée par le gardien du génome, p53

permet de maintenir l'intégrité des cellules endothéliales.
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2. OBJECTIFS DES ETUDES

2.1 Mise en contexte

L’endothélium est sensible a I'environnement vasculaire auquel il est exposé: les facteurs
de risque cardiovasculaire (hypertension, diabéte, dyslipidémie, sédentarité, tabagisme,
stress mental) engendrent un stress oxydant et une inflammation qui créent un
environnement délétere pour I'endothélium (Versari et al. 2009a), tandis que I'exercice
physique, une nutrition saine et la restriction calorique sont bénéfiques pour le maintien
de la fonction endothéliale en diminuant le stress oxydant et l'inflammation. Certains
génes impliqués dans le vieillissement comme le géne suppresseur de tumeurs p53, la
Sirt-1 (Mattagajasingh et al. 2007) et p66shc (Migliaccio et al. 1999) influencent la
fonction endothéliale et le stress oxydant. L’age auquel progressent les facteurs de
risque cardiovasculaire, de méme que la période a laquelle les différentes interventions
bénéfiques (exercice, nutrition, restriction calorique) sont initiées auront un impact
différent sur la fonction endothéliale. La phase de maturation des cellules endothéliales
pendant laquelle celles-ci se développent apparait comme un moment critique: pendant
cette phase de maturation, les mécanismes de défenses endothéliales (comme les
enzymes antioxydantes) se mettent en place pour permettre une protection adéquate a
long terme. Ainsi, un changement drastique dans I'environnement vasculaire pendant la
phase de maturation pourrait avoir des conséquences importantes dans le
développement des cellules endothéliales. Par exemple, I'environnement vasculaire
bénéfique induit par I'exercice physique permettra-t-il une phase de maturation
vasculaire optimale, avec une mise en place efficace de mécanismes de défenses? La
perte du géne suppresseur de tumeurs p53, qui agit comme un senseur de stress,
ralentira-t-elle le développement de ces mémes mécanismes de défenses au niveau

vasculaire, rendant I'endothélium plus sensible aux dommages?



2.2 Etude 1

La pratique réguliére de I'exercice physique et la consommation d’antioxydants ont
montré leur capacité a prévenir la dysfonction endothéliale associée aux facteurs de
risque cardiovasculaire chez 'humain et dans les modéles animaux (voir sections 1.3.1
et 1.3.2). Inversement, l'inactivité physique accélere le développement de la dysfonction
endothéliale et de I'athérosclérose chez la souris (Laufs et al. 2005), et la sédentarité
altére la fonction endothéliale chez 'humain (Hamburg et al. 2007; Navasiolava et al.
2010). Alors que l'exercice et l'inactivité physique semblent avoir le méme impact peu
importe le moment ou ils sont initiés, ce ne semble pas étre le cas pour la

supplémentation avec des antioxydants.

Une étude précédente du laboratoire a démontré que la consommation du polyphénol
catéchine entre I'dge de 3 et 12 mois a un effet différent de lorsqu’il est donné
tardivement (entre 9 et 12 mois) chez les souris C57BI/6 (Gendron et al. 2012). La
catéchine consommée entre 9 et 12 mois prévient la dysfonction endothéliale observée
dans les artéres rénales, I'adhésion des leucocytes sur I'endothélium et prévient la
hausse de I'expression génique de COX2 dans les aortes qui sont observées avec I'age
(Gendron et al. 2012). En revanche, la catéchine administrée entre 3 et 12 mois a
provoqué le développement d’'un profil vasculaire délétere chez les souris C57BI/6 qui
seraient peu résistantes au stress (Gendron et al. 2012). En effet, la catéchine pendant
la phase de maturation des cellules endothéliales n’a pas prévenu la diminution de la
sensibilité a 'acétylcholine observée avec I'dge dans les artéres rénales, a augmenté les
expressions géniques aortiques de COX2 et de p22phox, tout en diminuant celle de
SOD2 suggérant un profil rédox deélétéere (Gendron et al. 2012). Chez des souris
dyslipidémiques, les effets sont diamétralement opposés: la catéchine entre 9 et 12 mois
ne renverse pas les dommages vasculaires et la catéchine entre 3 et 12 mois diminue
les dommages oxydants aortiques, prévient le développement de la plaque
athérosclérotique et préserve la fonction endothéliale dans les artéres rénales (Gendron
et al. 2010). Chez ces souris dyslipidémiques qui ont un vieilissement vasculaire
acceléré, la consommation tardive de catéchine ne parvient pas a récupérer les

dommages irréversibles et a méme tendance a les exacerber (Gendron et al. 2010).
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En accord avec la théorie de I'hormesis, la présence d’une certaine quantité de RS serait
bénéfique (Gomez-Cabrera et al. 2005; Fisher-Wellman et al. 2009; Ristow et al. 2009),
et ce vraisemblablement pendant la phase de maturation (Thorin-Trescases et al. 2010;
Gendron et al. 2012). La présence de la catéchine chez les souris WT en bas-age
semble avoir altéré la signalisation intracellulaire nécessaire au bon développement du
systéme vasculaire, créant un profil endothélial délétére (Gendron et al. 2012).
Cependant, ces dommages oxydants et cette fonction endothéliale altérée observée
chez les souris C57BI/6 sont-ils permanents? L’arrét de la catéchine pendant la phase de
maturation aurait-il pu renverser les effets déléteres observés sur les cellules
endothéliales (Gendron et al. 2012)? Selon le méme raisonnement, les bienfaits
vasculaires de l'exercice physique disparaissent-ils une fois I'exercice arrété? La
supplémentation en antioxydants et la pratique de I'exercice physique pendant la phase
de maturation laisseront possiblement une empreinte différente dans les cellules
endothéliales. Ces différentes empreintes laissées par I'exercice et la catéchine induiront
une réponse vasculaire distincte lorsqu’'un stress métabolique viendra «agresser»

I'’endothélium.

2.2.1 Hypotheése

Chez les souris C57BI/6, un régime d’exercice physique pendant la phase de maturation
produira des bénéfices vasculaires supérieurs par rapport a linactivité physique. A
linverse, la consommation d’'un antioxydant (catéchine, sans exercice) durant cette
méme phase de maturation ne permettra pas a l'endothélium de se développer
adéquatement et aura des effets délétéres. Une fois I'exercice physique arrété, le profil
vasculaire bénéfique «imprimé» par l'exercice permettra de préserver une fonction
endothéliale adéquate face a l'introduction d’'un stress métabolique induit par une diete
riche en gras, contrairement aux souris inactives ayant consommeées ou non

I'antioxydant catéchine.
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2.2.2 Objectifs spécifiques

Dans cette étude, nous avons utilisé 3 groupes de souris C57BI/6: un groupe de souris
qui a fait de I'exercice volontaire (acces a une roue dans leur cage) a partir du 1° mois
de leur vie jusqu’au 9° mois, un groupe de souris inactives physiquement (sans roue)
recevant ou non I'antioxydant catéchine dans I'eau de boisson pendant la méme période.
Au 9° mois de vie, 'accés aux roues d’exercice a été arrété ainsi que la supplémentation
en catéchine dans 'eau de boisson. Les souris ont alors regu une diete réguliére ou une
diéte riche en gras a partir de 9 mois et ce jusqu’a leur sacrifice a 'dge de 12 mois. Ce
design expérimental particulier visait a répondre a 3 objectifs spécifiques:
1) Déterminer les effets sur la fonction endothéliale de 8 mois d’exercice volontaire
ou d’inactivité physique avec ou sans antioxydant;
2) Déterminer si les effets sur la fonction endothéliale produits par I'exercice ou
I'antioxydant catéchine en bas-age disparaissent aprés un arrét de 3 mois;
3) Déterminer si I'exercice volontaire et la catéchine laisseront une empreinte
vasculaire suffisante pour, respectivement, prévenir ou accentuer la dysfonction
endothéliale engendrée par la consommation d’'une diéte riche en gras pendant 3

mois (en absence d’exercice et de catéchine).

2.3 Etude 2

Le p53 est requis pour éviter des dommages cellulaires irréversibles en période de

stress. Au niveau vasculaire, p53 a-t-il le méme role?

A la fin des années 1990, il a été observé que I'expression de p53 est augmentée dans
la plaque de patients coronariens (lhling et al. 1998). Le p53 y serait activé pour
répondre aux dommages a 'ADN et & la hausse de stress oxydant retrouvés dans la
Iésion athéromateuse (Mercer et al. 2007). En effet, la présence de cytokines pro-
inflammatoires qui proviennent des macrophages stimule la production de RS, ce qui
induit des dommages a I'ADN et active p53 (lhling et al. 1998). Dans les cellules
endothéliales isolées de patients coronariens fumeurs, une augmentation de I'expression

génique de p53 a été observée par rapport aux cellules isolées de patients coronariens
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non-fumeurs (Farhat et al. 2008). Cette hausse de p53 serait associée a une hausse du
stress oxydant et a une sénescence prématurée (Farhat et al. 2008). De méme, dans les
cellules endothéliales isolées de patients coronariens, I'expression de p53 augmente
paralléelement avec la sénescence et les dommages moléculaires provenant des facteurs
de risque cardiovasculaire des patients (Voghel et al. 2007). Un traitement de ces
mémes cellules avec le N-acétyl-cystéine a permis de réduire le stress et les dommages
oxydants, de diminuer I'expression de p53 et de ralentir la sénescence (Voghel et al.
2008). Le p53 est donc activé au niveau vasculaire en réponse a un stress oxydant

associé aux facteurs de risque cardiovasculaire.

Chez les souris p53”, une progression plus rapide des VSMC dans la plaque
athéromateuse est observée (Guevara et al. 1999; Mercer et al. 2005). Les VSMC
isolées de ces souris sont aussi moins aptes a se protéger face a la hausse de stress
oxydant provenant des molécules donneuses de NO (Popowich et al. 2010): les VSMC
isolées de souris p53” ont un taux plus élevé de RS et d’apoptose en présence de
DETA/NO comparativement aux VSMC isolées de souris p53** (Popowich et al. 2010).
En accord avec le nouveau rble antioxydant de p53 observée dans les cellules
cancéreuses (Sablina et al. 2005), p53 permettrait la hausse de I'expression de Prdx3 et
de Trx2 pour diminuer le stress oxydant et favoriser la survie des VSMC en présence de
DETA/NO (Popowich et al. 2010). Cependant, le rdle antioxydant de p53 dans les

cellules endothéliales n’est pas connu.

L’étude de Sablina et al. démontre que p53 doit étre présent en petite quantité et non
absent pour étre bénéfique (Sablina et al. 2005). L’équilibre rédox est-il régulé par p53
au niveau endothélial afin de prévenir la dysfonction endothéliale lors du vieillissement
ou en présence de facteur de risque cardiovasculaire? La surexpression transitoire de
p53 a montré un effet délétére sur la fonction endothéliale (Kim et al. 2008; Kumar et al.
2011). La diminution partielle de p53 chez la souris serait-elle favorable pour la fonction
endothéliale ou induirait-elle une capacité amoindrie des souris p53*" a faire face aux

stress occasionnés par les facteurs de risque cardiovasculaire comme la dyslipidémie?
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2.3.1 Hypotheése

Le géne suppresseur de tumeurs p53 est requis pour faire face a un stress au niveau
vasculaire et pour le maintien de 'homéostasie vasculaire en contrélant I'expression de
genes clés dans la régulation de I'équilibre rédox et dans le contréle de la fonction
endothéliale. Une diminution partielle de p53 réduit la réponse au stress des souris p53*"
face au stress induit par une diete riche en gras, rendant les cellules endothéliales plus

sensibles aux effets délétére de la diéte riche en gras.

2.3.2 Objectifs spécifiques

Dans cette étude, nous voulions déterminer si la diminution de I'expression de p53 chez
les souris p53*" pendant la phase de maturation des cellule endothéliales:

1) affecte la régulation des génes antioxydants et la fonction endothéliale;

2) a un effet sur la capacité des cellules endothéliales a résister a un stress induit

par la diéte riche en gras.
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Abstract

We aimed to evaluate the lasting functional imprinting of exercise and catechin on the vascular
function of middle-age mice switched to a pro-atherogenic environment. C57Bl/6J mice (n=10-15
in each group) fed a regular diet (RD) were exposed from the age of 1 to 9 months either to
exercise (EX; voluntary running; 2.7+0.2 km/day), to the polyphenol catechin (CAT; 30 mg/kg/d
in drinking water) or to physical inactivity (PI). At 9 months of age, EX and CAT were stopped
and mice either remained on the RD or were fed a western diet (WD) for an additional 3 months.
At 12 months of age, mice from all groups fed a WD had similar body mass, systolic blood
pressure and plasma total cholesterol, glucose, insulin and isoprostane. Compared to the RD, the
WD induced an indomethacin-sensitive aortic endothelium-dependent and independent
dysfunction in PI mice (p<0.05) that was prevented by both EX and CAT, this benefit was
associated with a higher (p<0.05) non-NO/non-prostacyclin endothelium-dependent relaxation.
While EX, but not PI or CAT, prevented vascular dysfunction induced by the WD in cerebral
arteries, it had no effect in femoral arteries. The profiles of activity of antioxidant enzymes and of
pro-inflammatory gene expression in the aorta suggest a better adaptation of EX > CAT > PI mice
to stress. In conclusion, our data suggest that a post-natal exposure to EX but not CAT imprints an

adaptive defense capacity in the vasculature against a deleterious change in lifestyle.

Key words: physical inactivity, western diet, endothelium, antioxidant enzymes, vascular smooth

muscle cells.
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Introduction

Beyond genetic susceptibilities, the environment we live in is the main determinant of our health
span [9]. It starts during the intrauterine environment that influences health outcome at adult age,
as low birth-weight is associated with an increased risk of diseases [2]. Epidemiological studies
have clearly established that a life-long healthy lifestyle, composed of moderate but regular
physical exercise (EX) and a balanced diet, prolongs lifespan and reduces the odds of developing
cardiovascular diseases (CVD) [10, 16, 45, 46, 59, 76]. The detrimental effects of the so-called
“western diet and lifestyle” on the cardiovascular system have therefore been established by
numerous studies showing the contribution of physical inactivity and poor quality / high calorie
intake on the development of obesity, hypertension, diabetes and CVD [9, 37].

The primary target for stress induced by risk factors for CVD is the vascular endothelium.
While not a medical condition, a chronic endothelial dysfunction is the initiating step of the
atherosclerotic process [14, 73, 74]. Numerous preclinical studies have confirmed the
cardiovascular benefits of EX on the endothelial function in aging mice [20], obese rats [7], and
apoE'/' mice fed a high fat diet [38]. In addition, the antioxidant polyphenol catechin (CAT) can
prevent endothelial dysfunction in severely dyslipidemic mice if initiated early in life [19, 25]; we
found, however, that a chronic treatment with CAT was not effective, and even deleterious if
started in mice with established atherosclerosis [25], confirming the results of numerous clinical
trials [66]. In contrast, the endothelial function of arteries from 1-year old healthy C57B1/6 mice
benefited more from CAT when initiated at the age of 9 months than when initiated at the age of 3
months [26]. Altogether, these data, in agreement with the clinical trials, suggest that i) the timing
of the treatment and ii) the environment (oxidative stress, inflammation) determine the endothelial
protection given by antioxidants. It is unknown, however, if a healthy lifestyle, including EX,
imprints the vascular endothelium, providing a better adaptive capacity to maintain its function

against a deleterious and chronic change in environment.
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In this study, we used two preventive interventions, voluntary EX and CAT, in young mice
to test the hypothesis that these interventions will impose a unique molecular imprint to the
endothelium, leading to a differential vascular reactivity after a switch in lifestyle at mid-life. Our
data demonstrate that life-long physical inactivity combined or not with CAT limits the adaptive
defense capacity of the vasculature compared to EX. They suggest, in agreement with our initial
paradigm, that the magnitude of the age-dependent vascular dysfunction is directly related to its

ability to limit the accumulation of damage.
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Methods

The procedures and protocols in our study were approved by the Montreal Heart Institute Animal
Ethics Committee and performed in accordance with the Guide for the Care and Use of
Experimental Animals of the Canadian Council on Animal Care and the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals of the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,

revised 1996).

Animals. C57B1/6]J 1-month old male mice (n= 10-15 per group) were purchased from The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA). Animals were kept under standard conditions
(24°C; 12:12 hr light/dark cycle). At 1 month of age, mice were randomly selected to perform
voluntary EX, receive CAT or neither (PI) until the age of 9 months (Supplementary Fig. S1). EX
mice had free access to a running wheel (Lafayette Instrument, Lafayette, IN, USA) without
reward [5] and ran an average of 2.7+0.2 km/day over the 8-month period of exposure. The
polyphenol CAT was dissolved in the drinking water to deliver a daily dose of 30 mg/kg
previously shown to lower oxidative stress [18, 25] prevent endothelial dysfunction and arterial
wall remodelling [6, 19, 24, 25] and improve cognition [18]. During that period, all mice were fed
a regular diet (RD, 2018; Harlan Teklad Laboratories, Madison, WI, USA). At 9 months of age,
EX and CAT were stopped. Mice were either sacrificed for study, or were randomly assigned to
receive a 3-month RD or western diet (WD, 88137; Harlan Teklad Laboratories, Madison, WI,
USA) until the age of 12 months (Fig. S1). During the 11 months of experimentation, blood
pressure was recorded every other week by tail-plethysmography (Kent Scientific Corporation,
Torrington, CT, USA) as described before [6]. Values of systolic blood pressure (SBP) presented
are a mean of the measures obtained during the last 3 sessions of recording prior to sacrifice. Food
consumption was measured in each group one week before the age of 9 and 12 months. We

observed that EX mice ate less (p<0.05) at 9 months than PI mice (g/day, PI= 4.0+0.1, EX=
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3.4£0.2, CAT= 3.840.1, n= 9-10). Following the WD, EX and CAT mice ate less (p<0.05) than PI
mice (g/day, PI= 3.9£0.1, EX= 3.3+£0.1, CAT= 3.4£0.2, n= 7-10). At 9-months of age, EX mice
had no access to the running wheel at least 48 hours before euthanasia to avoid an acute effect of
EX. Mice were fasted overnight before their morning terminal anaesthesia (44 mg/kg ketamine
and 2.2 mg/kg xylazine). Blood was collected and plasma was frozen at -80°C. Thoracic and
abdominal aortas were harvested and placed in ice-cold physiological salt solution (PSS, pH 7.4,
mmol/l: 119 NaCl, 4.7 KCI, 1.18 KH,POy4, 1.17 MgSO,, 24.9 NaHCOs, 1.6 CaCl,, 0.023 EDTA,
and 10 glucose). Thoracic aortas were cut in 2-mm rings for vascular reactivity studies or
embedded in OCT for immunostaining. Abdominal aortas were snap-frozen in liquid nitrogen and
used for enzymatic activity and qPCR studies. Femoral arteries were harvested and placed in ice-
cold PSS to isolate a 2-3 mm length arterial vessel for endothelial function and compliance
studies. Brain was removed from its cranial cavity and placed in ice-cold PSS to isolate posterior

cerebral arteries (PCA) for endothelial function and compliance studies as previously reported [5].

Plasma parameters. Cholesterol and glucose levels were measured at the Montreal Heart
Institute Clinical Biochemistry Laboratory (Montreal, QC, Canada). 8-iso-prostaglandin F,.
(isoprostane, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) and insulin (Alpco Diagnostics, Salem,

NH, USA) were quantified using commercial kits and according to the manufacturers’ protocols.

Endothelial function in aortas. Rings of 2 mm isolated from the thoracic aorta were mounted on
20-um tungsten wires in microvessel myographs (IMF, University of Vermont, Burlington, VT,
USA) as previously described [70]. Vessels were stretched to obtain an optimal basal tension of
1.5 g as determined in preliminary studies; no differences in basal tension were observed between
groups (data not included). The viability of the arterial rings was tested with a 40 mM KCI-PSS

solution. After 2 washout periods, the vessels were equilibrated for 30-45 minutes alone, in the
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presence of Nw-nitro-L-arginine (L-NNA, 100 uM, a NOS inhibitor), indomethacin (10 pM, an
non-selective cyclooxygenase inhibitor) or with both L-NNA and indomethacin to study non-
NO/non-prostanoid-dependent relaxations. First, a concentration-response curve with the
thromboxane A, analog 9,11-Dideoxy-11a,9a-epoxy-methano-prostaglandin F,, (U46619, 0.1 nM
to 10 pM) was obtained for each group (n= 3-5, in duplicate) to measure the ECsy (Table S1). In
subsequent experiments (n= 3-9 per group), aorta segments were pre-constricted at the ECsy and
relaxation curves to acetylcholine (Ach, 0.1 nM to 30 uM) and sodium nitroprusside (SNP, 0.1
nM to 30 uM) were performed. Two consecutive concentration-response curves separated by 30-
45 minutes washout periods were obtained from each aortic segment. Preliminary studies showed
no effect of consecutive random concentration-response curves on the relaxation (data not
included). The maximal contraction was obtained at the end of the protocol by adding 127 mM

KCL-PSS.

Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Total RNA
extraction was performed with RNeasy mini-kit (Qiagen Canada, Toronto, ON, Canada) following
manufacturer’s protocol. RT reaction (100 ng total RNA) was performed as previously [24] using
the Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (200 U, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
qPCR were performed with platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Primers were selected in 2 different exons spanning a large intronic sequence to avoid
amplification of genomic DNA (Table S2). Annealing and elongation temperatures, cDNA
template quantity and primer concentrations were optimized for each pair of primers to generate a

standard curve with an efficacy of 100£10%. Cyclophilin A was used as a normalizer and relative

gene expression was calculated by the AACT method [53].
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Antioxidant enzyme activity in aortas. Abdominal aortas were disrupted with a mortar and
pestle on dry ice and kept at -80°C. The powder was manually homogenized in either HEPES
buffer (pH 7.2, mmol/L: 20 HEPES, 1 EGTA, 210 mannitol, 70 sucrose) for catalase and
superoxide dismutase 2 (SOD2) assays, or Tris-HCI buffer (pH 7.5, mmol/L: 50 Tris-HCL, 5
EDTA, 1 DTT) for glutathione peroxidase (GPx) assay. Samples homogenized in the HEPES
buffer were split in 2 tubes and centrifuged 5 minutes at 1500g (4°C) for SOD2 assay, or 15
minutes at 10 000g (4°C) for catalase activity. Samples for GPx assay were centrifuged for 15
minutes at 10 000g (4°C). An aliquot of each sample was kept to measure protein concentration
(Bradford assay). Further steps were performed as recommended by the manufacturer’s protocol
(Cayman chemical company, Ann Arbor, MI, USA). SOD2 activity was determined in the
presence of 1 mM of potassium cyanide to block copper-zinc SOD activities [62]. Activity values

(Units) were adjusted with protein content.

Endothelial function in femoral arteries. Segments of the left or right gracilis artery were
dissected in ice-cold PSS to remove surrounding fat and tissues [35]. A 2-3 mm length arterial
segment was isolated, cannulated at both ends and pressurized at 80 mm Hg in non-flow condition
in a pressure myograph. Internal pressure was maintained constant and real time diameter changes
were monitored using a pressure servo-control and a video dimension analyzer, respectively
(Living System, Burlington, Vermont, USA). All experiments were conducted on segments with
an internal diameter of 175-210 uM when pressurized at 80 mm Hg. An equilibration time of 45
minutes was allowed before starting the experiment. A single cumulative concentration-response
curve to Ach (1 nM to 30 uM) was obtained in vessel pre-constricted with phenylephrine (1-30
uM). L-NNA, indomethacin or a combination of both drugs was added during the equilibration

period.
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Endothelial function in cerebral arteries. PCA were isolated, cannulated at both ends, and
pressurized as previously described [17]. Flow-mediated dilations (FMD) were induced on
phenylephrine (30 pM) pre-constricted arteries [6]. Arteries were perfused with PSS and aerated
with 12%0,/5%C0,/83%N,. A single cumulative curve (from 0 to 20 dynes/cm’ with 2
dynes/cm” steps between 0 and 10 dynes/cm® followed by two 5 dynes/cm” steps, at constant
pressure of 60 mmHg) was performed on each segment [5]. The flow rate through the lumen (Q)
(ml/s) required to match a given shear stress value (‘c:dyn/cmz) was calculated for each point on
the curve according to Q=tnr’/4n, where 1 represents the viscosity (0.009 Poise) and r is the
inside radius (cm). The applied calculated shear stress was in the physiological range (=0-25
dynes/cm?) [42, 50]. The data are presented as the % of maximal dilation for every shear stress

value.

Compliance studies in femoral and cerebral arteries. Femoral and PCA were used for the in
vitro assessment of the compliance, measured in passive conditions to reflect mechanical
properties of the vascular wall [5, 6]. Passive pressure-diameter curves were conducted in a Ca®'-
free PSS containing 1 mM of EGTA and 10 pM of SNP in order to abolish myogenic tone and to
solely assess the mechanical properties of the arteries. Phenylephrine (10 puM) never induced a
reduction in diameter in these conditions (data not shown). Lumen diameter and outer diameter
changes were measured after each increment in the intra-luminal pressure (from 10-120 mm Hg,
with a first 10 mm Hg step followed by a 20 mm Hg steps) in order to calculate mechanical
parameters of the arterial wall. The circumferential wall strain (Strain, %) was calculated
according to [(D-Diomm 1g) / Diomm uel, where D is the diameter at a given pressure and Djommug 1S
the initial diameter at the initial pressure. The circumferential wall stress (stress, dyn/cmz) was
calculated according to [(P x 1,334 x D / 2) x wall thickness], where P is the given intraluminal

pressure (I mm Hg = 1,334 dyn/cmz) and wall thickness (uM) is calculated with [(external
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diameter — lumen diameter)/2]. The stress-strain relationship was calculated by fitting the data to a

strain

nonlinear exponential curve (stress = stressy ), where stress, is the value when strain equals 0,

and P is a constant representing Young’s elastic modulus (YEM).

Statistical analyses. All groups were composed of 10 mice, except for CAT of 12 months fed RD
or WD (n=15). The “n” refers to the number of animals used in each protocol. A study number of
4 animals per group of experiments has 90% power to detect a 30% absolute variation in vascular
reactivity, the most variable parameter measured in this study assessed during preliminary studies.
All protocols, including reactivity studies, were performed in duplicate and averaged before
individual data inclusion for statistical analysis. Results are presented as mean+SEM. Half-
maximum effective concentration (ECs) and the pD, value, the negative log of the ECs,, were
measured from individual concentration-response curves. Two-way ANOVA were used to test for
interactions and main effects between initial treatments and age /diet of mice. When interactions
were not statistically significant, marginal means were compared followed by the Bonferroni
approach for multiple comparisons. When interactions were statistically significant, one-way
ANOVA were used to compare cell means followed by the Bonferroni approach. For analysis of
maximal relaxations (E.x) in aorta and femoral arteries, Dunnett approach was used instead of the
Bonferroni approach. Usual assumptions such as normality and homoscedasticity of the variance
were checked. When variances were unequal, usual transformations such as logarithmic, square
root or inverse function were used. If unequal variances remained after transformation, covariance
pattern models were used. When normality was absent even after transformations, the Kruskall-
Wallis test was used followed by the Mann-Whitney pair-wise comparisons with adjusted p-
values. SPSS (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) and SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA)
softwares were used for the statistical analyses. A value of p < 0.05 was considered statistically

significant.
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Results

At the end of the preventive interventions, mice from the 3 groups had a similar body mass, SBP,
as well as plasma glucose, insulin and total cholesterol levels (Table 1). Glycaemia was high at 9
months of age in all groups (Table 1) compared to 3-mo mice [5]; this age-dependent increase in

circulating glucose has been reported in rat [55], monkey [41] and human [3].

Effect on endothelium-dependent and independent function of EX, CAT and PI at 9 months.
Maximal relaxations to Ach and SNP in aortas and to Ach in femoral arteries were similar in all
groups (Fig. 1a and 1d, Table S3 and S4), with no marked differences in sensitivity (data not
included). In aortas isolated from PI and CAT mice, indomethacin (non-specific COX1/2
inhibitor) significantly enhanced the maximal relaxation to Ach (Table S3). At 20 dynes/cm?, the
highest shear stress imposed, FMD of cerebral arteries isolated from PI and CAT mice were lower

than in arteries isolated from EX mice (Fig. 1g).

Antioxidant enzymatic activities at 9 months. Catalase activity was higher in PI mice (Fig. 2a),
without change in SOD2 and GPx activities (Fig. 2d and 2g). Systemic oxidative stress was
evaluated by the levels of isoprostane in the plasma, a marker of lipid peroxidation [30].
Surprisingly, CAT-treated mice expressed higher levels of isoprostane in the blood than EX mice
(Fig. 2j); aortic oxidative stress measured with the florescent probe dihydroethidium, however,

was equivalent in all groups (data not included).

Impact of the switch in life style. At 12 months of age, mouse physiological and plasma
parameters remained stable when switched to physical inactivity and a RD (Table 1). In all mice
switched to a WD, however, body mass, glucose, insulin and cholesterol increased (Table 1). No

atherosclerotic plaques were visible in aortas.
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Endothelium-dependent and independent function 3 months after the switch of lifestyle. The
maximal relaxant response induced by Ach in aortas isolated from PI mice was significantly
reduced by the WD compared to the RD and abolished in the presence of L-NNA (Fig. 1b and Ic,
Table S3); indomethacin, however, fully restored Ach-induced maximal relaxation compared to
aorta segments isolated from the 2 other groups of mice (Table S3). These results therefore
suggest 1) a reduction in NO production and ii) the presence of an anti-relaxant constricting
prostanoid, both limiting Ach-induced endothelium-dependent relaxation. In contrast to PI mice,
the relaxation of aorta segments isolated from EX and CAT mice fed a WD was maintained at 12
months of age (Fig. 1c, Table S3). Indomethacin did not alter the relaxation induced by Ach,
while L-NNA reduced it by ~60% (Table S3). After combined NOS and COX1/2 inhibition,
however, the relaxation induced by Ach was lower in PI mice compared to EX and CAT mice
(Fig. S2a, Table S3), demonstrating that previous exposure to EX and CAT increased the
contribution of a compensatory non-NO / non-prostacyclin (PGL,) relaxant factor while likely
maintaining NO production. Similarly to Ach, the relaxation induced by sodium nitroprusside was
lower in the aorta isolated from 12-month old PI mice fed a WD compared to all other groups
(Fig. S2b), suggesting either an impairment of VSMC to SNP-derived NO, or, more likely, that
the COX1/2 derivative limits as well the endothelium-independent SNP-induced VSMC
relaxation.

The relaxation of the femoral arteries was not altered at 12 months in the 3 groups (Fig. le
and 1f, Table S4). Nonetheless, differences in the contribution of NOS and COX1/2 activities
were noted: individual inhibition of NOS and COX1/2 both reduced the relaxation induced by
Ach in PI mice independently of the diet (Table S4). In contrast, the combination of L-NNA and
indomethacin strongly reduced the relaxation induced by Ach in femoral arteries isolated from PI

mice and from CAT mice fed a WD, but not a RD (Table S4). L-NNA and indomethacin,
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combined or not, did not significantly affect the relaxation of femoral arteries isolated from 12-
month old EX mice (Table S4).

Cerebral arteries isolated from EX mice and pressurized at 60 mm Hg had a consistent
greater FMD at 9 months (Fig. 1g), at 12 months after 3 months of RD (Fig. 1h) or of WD (Fig.
1i). CAT neither prevented the age-related decline in FMD nor the deleterious impact of the WD
on FMD (Fig. 1h and 1i). The WD, however, did not magnify the decline in endothelial function

associated with a life-long PI when fed a RD (Fig. 1h and 11).

Antioxidant enzymatic activities and inflammatory genes expression 3 months after the
switch of lifestyle. After 3 months of exposure to the WD, SOD2 activity was lower in EX mice
only (Fig. 2f). Catalase and GPx activities did not increase with the WD compared to that
measured at 9 months (Fig. 2¢ and 2i), but it increased in CAT mice after the RD (Fig. 2b). The
isoprostane levels remained elevated in CAT-treated mice, while the WD increased isoprostane in
PI and EX mice to become similar in all groups (Fig. 21). No change in aortic oxidative stress was
observed (data not included).

Finally, the expression of the inflammation-related genes COX2 and angiopoietin-like 2

(angptl2) increased in CAT-treated mice only following the WD (Table S5).

Impact of the interventions on the femoral and cerebral artery biomechanics. The
biomechanical behaviour of the wall of conductance and muscular arteries influences blood flow
dynamics and can be modified by a change in endothelial function and exercise training [5, 48].
At 9 months, femoral arteries isolated from EX mice were more compliant compared with PI and
CAT mice, evidenced by a rightward shift of the passive stress-strain curve (Fig. 3a) and a lower
YEM (Table S6). The compliance remained greater at 12 months of age in femoral arteries

isolated from EX mice compared to those of PI mice, but nonetheless stiffened 3 months after
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preventing access to the exercise wheel and exposure to either diets (Fig. 3c and 3e, Table S6). In
contrast, removal of CAT at 9 months led to an increase in compliance at 12 months, leading to
similar level of compliance in femoral arteries isolated from CAT and EX mice with either diets
(Fig. 3c and 3e, Table S6). PI, alone or combined with a WD, did not modify the compliance of
the femoral artery (Fig. 3¢ and 3e, Table S6).

In contrast to the femoral artery, the compliance of mouse cerebral arteries is paradoxically
increased by endothelial dysfunction [5, 6]. At 9 months of age, the compliance of the cerebral
arteries isolated from CAT mice was greater compared to the two other groups (Fig. 3b), although
the YEM was not changed significantly (Table S6), suggesting that CAT induced adverse
remodelling of the cerebrovascular wall. At 12 months, the absence of CAT normalized the
deleterious effect of CAT pre-treatment on the compliance of the cerebral artery (Fig. 3d and 3f,
Table S6). As expected, the WD shifted to the right the passive stress-strain curve in the cerebral
arteries isolated from PI mice (Fig. 3f), together with a reduction of the YEM compared to EX
mice (Table S6). These data demonstrate that the WD induced a weakening and a degradation of
the biomechanical properties of the wall of the cerebral arteries in PI and CAT mice, while EX

mice were protected.
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Discussion

Vascular imprinting. The major finding of this study is that two interventions initiated at a very
early age and known to be protective of the cardiovascular system, imprints the vasculature so that
it responds differentially in the face of a deleterious change of environment at middle age. In our
experimental paradigm, early exposure to EX better protected the vasculature than CAT. This
demonstrates that a healthy lifestyle made of voluntary exercise and a balanced diet during
development and maturation has a lasting protective impact on the vascular function. More
importantly, our data reveal that the animals previously treated with CAT responded poorly to the
WD with more evidences of inflammation and cerebrovascular adverse remodelling, making them
at risk, although differently from PI animals, when transposed to a deleterious environment.

It is not well known if the beneficial effects of a healthy lifestyle on the cardiovascular
system would outlast a switch to a deleterious environment. One study reported that 3 weeks of
EX was sufficient to prevent the development of obesity induced by a high-fat diet 10 weeks later
[52]; yet, another reported that cessation of EX predisposed rats to hepatic steatosis [60]. By
opposition, a short-term period of forced sedentary behaviour (5 to 7 days) has been shown to be
sufficient to alter vascular function [31, 43]. Our study is therefore unique because it reveals that
voluntary EX during the first 9 months of life, permitted the maintenance of the vascular (both
endothelium-dependent and -independent) function, the optimal biomechanics of the cerebral and
femoral arteries, together with a low SOD2 activity and low expression of inflammatory markers.
These results suggest that EX mice were biologically equipped to face a metabolic stress, at least

for 3 months.

EX facilitates adaptation. Exercise is known to stimulate eNOS activity and the expression of
antioxidant enzymes [27, 58]. Yet, EX is also known to transiently increase oxidative stress, and

the beneficial adaptive changes can be prevented by a concomitant intake of antioxidants [29, 63].
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Reactive oxygen signalling is essential to regulate cellular function [28, 61] including to signal for
adaptation to EX [23] and their inactivation at critical time points is deleterious [26, 29, 63]. This
may explain why CAT alone, a potent antioxidant, neither fully preserved the vascular function
nor the biomechanics properties compared to PI mice, and even increased the expression of
inflammatory markers and isoprostane. Hence, the impact of the two preventive approaches on the
cardiovascular function diverged after 3 months of exposure to physical inactivity combined with
a WD despite a similar increase in plasma cholesterol, glucose, insulin and in body mass (Table 1)
that are associated with increased oxidative stress (Fig. 21) and overall risk of CVD [39]. The
lasting impact or memory of the biological molecular modeling induced by EX is therefore
reflected by the over-expression of stress resistance pathways [40, 56-58], and might explain the

better outcome in EX mice.

Adaptive mechanisms. We previously reported that dyslipidemia stimulated the expression of an
adaptive NO-independent endothelial pathway in mouse femoral arteries [36] that had been
identified as EDHF in mesenteric arteries by others [11, 78]. The impairment of the NO pathway
seen in inactive aging mice [38, 65] has been shown to be prevented by EX or an antioxidant
treatment [20, 79]. Interestingly, EX permitted the maintenance of a better vascular function in
cerebral arteries than CAT in all conditions, demonstrating that EX is more potent at protecting
the cerebral circulation than a single antioxidant intervention. Our data are the first to demonstrate

that only EX leads to a lasting protection of the vasculature against a change in environment.

Role of oxidative stress. Additional mechanisms are likely to contribute to the beneficial effects
of EX. Aging is associated with an increase in oxidative damages associated with a decrease in
antioxidant mechanisms [28, 32] accelerated by a WD [13]. The higher SOD2 activity in PI and

CAT mice compared to EX mice following the WD suggests a higher production of superoxide
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anion in these two groups. Superoxide can originate from different vascular sources: NADPH
oxidase, xanthine oxidase, COX1/2 and uncoupled NOS [8, 71]. Aging [14], PI [38], and
dyslipidemia [19] can induce oxidative damage by the generation of superoxide anion that will
impair NO and PGI, relaxations [71]; EX can restore endothelial function and lower NADPH
oxidase activity in the aorta of very old mice [20]. We reported that CAT reduces NADPH
oxidase activity in cerebral arteries from 1-year old atherosclerotic mice [19]. Excess of H,O, can
as well be deleterious for the vasculature and promote atherosclerosis [77]. At low levels of H,O,,
GPx and peroxiredoxin prevent H,O,-related damage from normal metabolic activity; in cultured
cells, however, an increase or excess of H,0O, inactivates GPx and peroxiredoxin, forcing catalase
to compensate [44]. The higher level of catalase activity in PI mice at 9 months of age, and in
CAT mice fed a RD at 12 months of age, suggests a greater load of H,O, in these two groups. In
CAT-treated mice, cessation of CAT at 9 months of age is likely responsible for the rise in
catalase activity as an adaptive reaction to the reduction in antioxidant load. Surprisingly,
however, the WD prevented this adaptive rise in catalase activity in CAT-mice. The dominant,
although likely necessary, role of antioxidant enzymes is therefore uncertain. Studies showed that
EX prevented the decline in antioxidant enzymes function or expression [20, 51, 54], while others
have reported no direct effect on SOD, catalase or GPx activity or expression despite lower
oxidative damage or increased NO bioavailability [4, 7, 22]. Similarly, antioxidant treatments are
effective to prevent the decrease in antioxidant function in pro-inflammatory and pro-oxidant
conditions, but cannot improve antioxidant enzyme profiles [1, 49]. In these healthy mice with no
genetically augmented susceptibility to develop endothelial dysfunction and atherosclerosis, the
WD neither produced a major global decline in antioxidant enzyme activity nor an increase in

aortic oxidative stress: yet, Pl induced a major reduction in vascular function in the aorta.
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Inflammation. Low-grade inflammation is a hallmark of endothelial dysfunction [72]. The WD
increased COX2 and angptl-2 expression, two markers of inflammation, in CAT mice only. We
previously reported that COX2 expression correlated with the level of damage in endothelial cells
isolated from coronary artery disease patients [75] while others showed that oxidative stress
stimulated COX2 expression [21]. In addition, we reported that 9 months of CAT magnified 50
folds the rise in COX2 expression associated with aging in the mouse aorta [26]. Angptl-2, on the
other hand, is associated with inflammation as its presence is increased in patients with
rheumatoid arthritis and abdominal aortic aneurysm [47, 69], while its deletion can lower pro-
inflammatory cytokines in rodents [67, 69]. Hence, our results suggest that early CAT treatment
induces a pro-inflammatory environment upon the challenge of a WD: we propose that CAT has
limited the development of antioxidant defense mechanisms able to counteract the stress induced

by the high fat diet WD.

Endothelium-independent functions. Despite numerous studies showing no influences of
cardiovascular risk factor on endothelium-independent relaxation [14, 20, 38, 51], the relaxation
induced by SNP was markedly reduced in aortas isolated from PI mice fed a WD. Ageing alters
both the endothelium and the VSMC [34], and endothelium-independent response can be altered
in presence of hyperinsulinemia in patients with metabolic syndrome [64] or by acute
hyperhomocysteinaemia in diabetic patients [12]. On the other hand, EX has been shown to
increase the relaxant response to NO donors in humans and rabbits [15, 33], demonstrating that it
can reverse and/or counteract the dysfunctional VSMC relaxant capacities. The mechanism
involved in the impaired SNP response remains elusive; nonetheless, the equally reduced
endothelium-dependent relaxation to Ach was prevented in the presence of indomethacin.
Therefore, the default of relaxation is reversible and we can speculate that constricting COX1/2

derivatives may also counteract the VSMC relaxation to SNP. Altogether, our data suggests that
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an efficient vascular relaxation depends on a fine balance between relaxing and constricting

factors highly sensitive to the environment.

Limitations. Our study has limitations. The statistical determination of the number of animals was
set to only detect significant (>30%) changes in functions between groups. This may have
decreased the power to detect fine changes in functions that may be significant and could widen in
later life. The design of the experiments is complex and the parameters are numerous; this study
needs to be replicated to address specifically the modifications induced by an abrupt change in the
environment, an approach that would increase the power to detect biological modifications,
notably the role of COX1/2 derivative on the vascular relaxation. We believe, however, that this
design reflects a clinical reality associated to increasing prevalence in the migration of population
with the consequent changes in lifestyles, a phenomenon restricted in the past to “westernized”
isolated societies [68].

In conclusion, we demonstrate that a healthy lifestyle at a young age including voluntary
exercise and a balanced diet, but not a single antioxidant, is protective at middle age when
challenged by an environmental stress, likely by stimulating the expression of stress-resistance

pathways.
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Figure legends

Figure 1 Main effects on vascular function of a switch from physical inactivity (PI), exercise (EX,
voluntary wheel running) or catechin (CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) with a regular diet
(RD) from the age of 1 to 9 months, to physical inactivity and a western diet (WD) from the age of
9 to 12 months. Acetylcholine-(Ach) induced endothelium-dependent relaxation of the aorta (a, b,
¢; n=4-9) and femoral arteries (d, e, f; n=5-9) and flow-mediated endothelium-dependent dilation
of cerebral arteries (g, h, i; n=6-10). Results are presented as mean+=SEM. *p<0.05 compared to 12
months of age with RD (treatment matching group), "p<0.05 compared to PI, "p<0.05 compared

to EX and “p<0.05 compared to CAT.

Figure 2 Effects on antioxidant activity of a switch from physical inactivity (PI), exercise (EX,
voluntary wheel running) or catechin (CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) with a regular diet
(RD) from the age of 1 to 9 months, to physical inactivity and a western diet (WD) from the age of
9 to 12 months. Oxidative stress was evaluated by quantifying in the aorta the activity of the
catalase (a, b, ¢; n=4-5), superoxide dismutase 2 activity (SOD2) (d, e, f; n=4-5) and glutathione
peroxidase (GPx) (g, h, i; n=4-6), and by measuring the circulating levels of isoprostane (j, k, 1;
n=3-5). Results are presented as mean+SEM. “p<0.05 compared to 9 months of age (treatment
matching group); *p<0.05 compared to 12 months of age with RD (treatment matching group)

p<0.05 compared to PI, ¥p<0.05 compared to EX and “p<0.05 compared to CAT.

Figure 3 Major effects on the structure/function relationship (assessed by measuring compliance)
of a switch from physical inactivity (PI), exercise (EX, voluntary wheel running) or catechin
(CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) with a regular diet (RD) from the age of 1 to 9 months, to
physical inactivity and a western diet (WD) from the age of 9 to 12 months. Compliance was

measured in the femoral (a, ¢, e; n=5-9) and the cerebral arteries (b, d, f; n=6-10). Results are
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presented as mean+SEM. “p<0.05 compared to 9 months of age (treatment matching group),

p<0.05 compared to PI, and “p<0.05 compared to CAT.
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Tables

Table 1 Body mass, plasma glucose, insulin, total cholesterol (TC) and isoprostane, and systolic

blood pressure (SBP) from physically inactive (PI), exercising (EX, voluntary wheel running) and

catechin-treated (CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) mice, from 1 to 9 months of age

combined with a regular diet (9 months RD), and then maintained for 3 months in inactive

conditions and fed either a RD (12 months RD) or a western diet (12 months WD).

Age / diets 9 months RD 12 months RD 12 months WD
Treatments PI EX CAT Pl EX CAT PI EX CAT n
Body mass (g) 30.4+1.3 32.4x1.2 31.1=1.2 33.4=1.6 35.7+1.9 31.0<0.8 44.9+1.5% 43.9+1.6* 45.5+0.9% 9-15
Glucose (mmol/L) 17.5+1.1 15.9+1.7 19.2+0.8 16.4+0.9 20.0+1.9 15.7+0.8 22.3+0.8% 19.5+2.6 20.5+1.9*% 4-7
Insulin (ng/mL) 0.17+0.04 0.27+0.06 0.19+0.06 0.29+0.09 0.23+0.08 0.21x0.05 0.49+0.12%* 0.57+0.18* 0.44+0.11* 8-10
TC (mmol/L) 2.4x0.1 2.8+0.1 2.8+0.1 2.60.1 2.6+0.3 2.9+0.1 6.9+1.1* 7.2+1.1%* 5.40.6* 4-7
SBP

141.0£6.2 142.322.9 148.1£2.8 143.3+5.5 140.6+3.7 149.0=1.8 134.1£8.1 145.5+4.3 138.8£3.2 4-14

(mm Hg)

Results are presented as mean+SEM. *p<0.05 compared to 12 months RD (treatment matching-

group).
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Figure 3
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Online supplementary data

Post-natal exposure to voluntary exercise but not the antioxidant catechin protects the vasculature after a

switch to an atherogenic environment in middle-age mice
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Supplementary Fig. S1 Mice (n=10-15 per group) were fed a regular diet (RD) from 1- to 9-month (9-mo)
alone (physical inactivity, PI), or with access to a running wheel (EX, 2.7+0.2 km/day), or a treatment with
the antioxidant catechin (CAT, 30 mg/kg/day) dissolved in the drinking. At 9-mo, the running wheel was
removed and CAT treatment was stopped. Mice were either sacrificed or fed for an additional 3-month with

a RD or a high fat/high cholesterol western diet (WD)

Supplementary Fig. S2 Effects of a 3-month western diet on vascular relaxation. Aortic endothelial
function in aortas isolated from physically inactive (PI), exercising (EX, voluntary wheel running) and
catechin-treated (CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) mice, the latter from 1 to 9 months of age
combined with a regular diet, and then maintained for 3 months in physical inactive conditions and fed a
western diet. a) Endothelium-dependent relaxation to acetylcholine (Ach) in the presence of NOS (L-NNA,
100 uM) and COX1/2 (indomethacin, 10 uM) inhibitors; b) endothelium-independent relaxation to sodium

nitroprusside (SNP). Means+SEM, n=3-9. *p<0.05 compared to 12 months RD (treatment matching-

group). ¥p<0.05 compared to EX, “p<0.05 compared to CAT, *p<0.05 compared to Ach, “p<0.05 compared

to L-NNA and 'p<0.05 compared to indomethacin
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Supplementary Table S1 Levels of preconstriction induced by the thromboxane A, analog 9,11-dideoxy-
11a,9a-epoxymethanoprostaglandin F,, (U46619, 0.1nM to 10uM) in aorta segments isolated from
physically inactive (PI), exercising (EX, voluntary wheel running) and catechin-treated (CAT, 30 mg/kg/day
in drinking water) mice, the latter from 1 to 9 months of age combined with a regular diet (9 months RD),
and then maintained for 3 months in physically inactive conditions and fed either a RD (12 months RD) or a

western diet (12 months WD)

Age / diets 9 months RD 12 months RD 12 months WD
Treatments PI EX CAT PI EX CAT PI EX CAT n
Preconstriction 4-
46.129.0 59.2+54 59.9+3.5 65.5+69 61.8+7.5 479242 71.5x43 55.8+8.1 57.6x4.8
(%) 9
Means+SEM

Supplementary Table S2 Sequences of the primers for real-time quantitative PCR in mice

Genes Forward (5°-3°) Reverse (5°-37)

Angptl-2 GATCCAGAGTGACCAGAATC TCTCAGGCTTCACCAGGTAG
COX2 GAACATGGACTCACTCAGTTTGTTG CAAAGATAGCATCTGGACGAGGT
Cyclophilin A CCGATGACGAGCCCTTGG GCCGCCAGTGCCATTATG
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Supplementary Table S3 Maximal relaxations (%, E..) induced by acetylcholine (Ach, 30 pM) and
sodium nitroprusside (SNP, 30 pM) of aortas isolated from physically inactive (PI), exercising (EX,
voluntary wheel running) and catechin-treated (CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) mice, the latter from
1 to 9 months of age combined with a regular diet (9 months RD), and then maintained for 3 months in

physical inactive conditions and fed either a RD (12 months RD) or a western diet (12 months WD)

Age / diets 9 months RD 12 months RD 12 months WD

Treatments PI EX CAT PI EX CAT PI EX CAT n
SNP 89.2+3.2 82.0+4.0 79.6x2.4 73.4+4.8 73.9+7.9 72.3x4.2 42.0+4.7%  79.9+7.8° 79.8+4.5° 3-8
Ach 61.1+6.8 77.2+3.5 65.7£5.7 58.8+8.7 68.426.7 65.1x3.2 28.4x4.3%  73.1x4.9 71.323.6" 4-9
+L-NNA 5.8+3.0* 23.0£3.1%"  132+3.7%  7.8%2.6" 11.5£2.6%  27.9+3.7°PF  7.5+4.4* 28.0+4.7% 4 32.8+5.9%" 49
+indo 85.6£3.9*  66.5+5.2 80.8+4.4%  70.5+2.3*  66.9x6.3 71.7x4.2 74.0+2.0*  80.7+3.9 76.3+4.9 5-9
+L- 39.2+7.7 34.6x10.0°  33.0+7.4%  26.8+7.9*  28.8+6.0"  49.2x52" 33.1x6.4 63.4x2.8%"P%  561+3.8M 49
NNA/indo

Means+SEM; *p<0.05 compared to 12 months RD (treatment matching-group). "p<0.05 compared to PI,

£p<0.05 compared to EX, “p<0.05 compared to Ach, “p<0.05 compared to L-NNA and 'p<0.05 compared to

indomethacin

Supplementary Table S4 Maximal relaxation (%, En,x) induced by acetylcholine (Ach, 30 pM) in femoral
arteries isolated from physically inactive (PI), exercising (EX, voluntary wheel running) and catechin-
treated (CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) mice, the latter from 1 to 9 months of age combined with a
regular diet (9 months RD), and then maintained for 3 months in physical inactive conditions and fed either

a RD (12 months RD) or a western diet (12 months WD)

Age / diets 9 months RD 12 months RD 12 months WD

Treatments PI EX CAT PI EX CAT PI EX CAT n

Ach 86.7+5.1 88.9+4.8 94.4£2.3 97.9+1.1 82.5+6.5" 94.1+1.8 93.4x2.5 94.0£3.7 97.7+1.0 5-9
+L-NNA 65.5x18.5  83.0+5.5 89.6=1.7 19.2+8.6"  72.7«12.4"  87.1x54" 21.1x6.9* 71.9:16.6" 67.3x14.9° 3-7
+indo 93.6x2.5 96.1x1.5 90.4x5.2 59.6x13.2*  89.6x5.3° 96.2+1.7°  50.0£3.9*  80.3x12.6" 97.1x0.6" 3-8
+L- 28.5+8.4%  66.7+11.3 49.2+12.7* 43.0x14.6" 424182 94.6x3.2°  20.9+83*  65.6x14.6 38.4x14.2%4  3-7
NNA/indo

Means=SEM; “p<0.05 compared to 9-mo RD (treatment matching-group), *p<0.05 compared to 12-mo

RD (treatment matching-group), "p<0.05 compared to PI, *p<0.05 compared to Ach
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Supplementary Table S5 Gene expression in aortas isolated from physically inactive (PI), exercising (EX,
voluntary wheel running) and catechin-treated (CAT, 30 mg/kg/day in drinking water) mice, the latter from
1 to 9 months of age combined with a regular diet (9 months RD), and then maintained for 3 months in

physical inactive conditions and fed either a RD (12 months RD) or a western diet (12 months WD)

Age / diets 9 months RD 12 months RD 12 months WD
Treatments PI EX CAT PI EX CAT PI EX CAT n
COX2 1.0£0.1 0.7+0.1 0.7+¢0.1 1.0+£0.1 0.7#0.1 0.6x0.1 0.9+0.1 0.8+0.2 1.1+0.1* 4-7

Angptl-2 1.0£0.1 12+0.1 1.220.1 1.0+0.1 1.1%0.1 1.1%0.1 1.0¢0.1 1.020.1 1.6=0.1%"F 4.7

Values are expressed in arbitrary units. Means=SEM; *p<0.05 compared to 12 months RD (treatment

matching-group), "p<0.05 compared to PI and “p<0.05 compared to EX

Supplementary Table S6 Young’s elastic modulus (YEM, x 107) as a measure of compliance in femoral
and cerebral arteries isolated from physically inactive (PI), exercising (EX, voluntary wheel running) and
catechin-treated (CAT, 30mg/kg/day in drinking water) mice, the latter from 1 to 9 months of age combined
with a regular diet (9 months RD), and then maintained for 3 months in physical inactive conditions and fed

either a RD (12 months RD) or a western diet (12 months WD)

Age / diets 9 months RD 12 months RD 12 months WD

Treatments PI EX CAT PI EX CAT PI EX CAT n

Femoral 73.623.5 47.6£2.3"C 84850 80.0x42 70.0+5.0" 65.4x4.6" 80.0£4.0 67.423.7° 68.7x2.7° 5-9

Cerebral 67.7£5.6  71.9+6.3 51.1x6.5 68.0+4.0 86.7+6.7 80.13.5" 65.7+3.4  91.129.4° 74.6+3.0 6-

10

Means+SEM; “p<0.05 compared to 9 months RD (treatment matching-group), "p<0.05 compared to PI and

“p<0.05 compared to CAT
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Supplementary Figure S1
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Supplementary Figure S2
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Abstract

Aims To demonstrate that p53 modulates endothelial function and the stress response to
a high-fat western diet (WD).

Methods and Results Three-month old p53** wild type (WT) and p53*" male mice were

fed a regular or WD for 3 months. Plasma levels of total cholesterol (TC) and LDL-
cholesterol were significantly elevated (p<0.05) in WD-fed WT (from 2.1+£0.2 mmol/L to
3.1£0.2, and from 0.64+0.09 mmol/L to 1.25+0.11, respectively) but not in p53*" mice.
The lack of cholesterol accumulation in WD-fed p53*" mice was associated with high bile
acid plasma concentrations (p53"'= 4.7+0.9 vs. WT= 3.3:0.2 pmol/L, p<0.05)
concomitant with an increased hepatic 7-alpha-hydroxylase mRNA expression. While the
WD did not affect aortic endothelial relaxant function in p53*" mice (WD= 835 and RD=
82+4% relaxation), it increased the maximal response to acetylcholine in WT mice (WD=
87+2 vs. RD= 62+5% relaxation, p<0.05) to levels of p53*". In WT mice, the rise in TC
associated with higher (p<0.05) plasma levels of pro-inflammatory keratinocyte-derived
chemokine, and an over-activation (p<0.05) of the relaxant non-nitric oxide/non-
prostacyclin endothelial pathway. It is likely that in WT mice, activations of these
pathways are adaptive and contributed to maintain endothelial function, while the WD
neither promoted inflammation nor affected endothelial function in p53*" mice.

Conclusions Our data demonstrate that low endogenous p53 expression prevents the
rise in circulating levels of cholesterol when fed a WD. Consequently, the endothelial
stress of hypercholesterolemia is absent in young p53*" mice as evidenced by the
absence of endothelial adaptive pathway over-activation to minimize stress-related

damage.
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Introduction

The ubiquitously-expressed tumor suppressor gene p53 is a transcription factor
that is known for its capacity to regulate the cell cycle, activate DNA repair mechanisms
and induce apoptosis when irreversible damage occurs [1]. Apart from its well-described
roles in control of the cell cycle, repair and death, p53 has recently been linked to other
key cellular functions, e.g. glucose homeostasis [2,3], aging [4], mitochondrial respiration
[5] and the regulation of oxidative stress [6]. Perturbation of any of these functions could
contribute to the development of cardiovascular diseases (CVD).

p53 has been shown to be activated in advanced atherosclerotic plaque,
preventing aberrant growth of vascular smooth muscle cells (VSMC) and accumulation of
macrophages [7]. In addition, 24-hour p53 over-expression in rat aorta has been found to
induce endothelial dysfunction [8,9]. The deleterious effect of high p53 levels on
endothelial function is likely due to decreased nitric oxide (NO) bioavailability, either by
pro-oxidative p66shc up-regulation [8] or endothelium-protective Krippel-like factor 2
reduction [9] that could result in redox disequilibrium. Indeed, low physiological p53 levels
could up-regulate antioxidant gene expression, in contrast to high p53 levels [10].
Therefore, a model has been proposed in which p53 acts as “a guardian of the genome”
under low physiological stress and promotes cell death when stress becomes irreversible
[11]. We reported previously that p53 is elevated in senescent endothelial cells (EC)
isolated from patients with severe coronary artery disease [12] and further increased in
cells from active smokers characterized by high oxidative stress [13]. p53 expression
can, however, be reduced by antioxidant treatment, delaying senescence [14].

It is known that the vascular endothelium is the primary target of damage
associated with CVD risk factors such as hypercholesterolemia [15]. Excess lipids

increase the expression of adhesion molecules and EC permeability, lower relaxant
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function and promote plaque development with age [16]. The role of p53 in
hypercholesterolemia-induced vascular injury is unclear.

In this study, we postulated that low p53 levels prevent the vascular stress
response attributed to a high-fat/high-cholesterol Western Diet (WD) and thus protect the
endothelium. To test our hypothesis, partially deficient p53 mice (p53*") were placed on a
WD for 3 months. Our data reveal that low p53 expression levels prevent blood

cholesterol increment and endothelial function deterioration.
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Methods

Ethics statement. The procedures and protocols in our study were approved by the
Montreal Heart Institute Animal Ethics Committee and performed in accordance with the
Guide for the Care and Use of Experimental Animals of the Canadian Council on Animal
Care and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the US National

Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

Animals. Wild type C57Bl/6J (WT; B6/129PF2/J of the following parental strains:
C57BL/6J-A"" and 129P3/J (formerly 129/J)) and B6.129S2-Trp53"™'™1J heterozygous
(p53+") [17] 3-month-old male mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine, USA). B6.129S2-Trp53"™"™/J mice were backcrossed at least five times
to obtain a C57BI/6J background. We confirmed low p53 protein expression and
decreased mRNA expression of its target gene p21 (also known as cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A) in the liver and aorta, our tissues of interest (Fig. 1). At age 3 months,
the mice were randomly selected to receive either a regular 6% fat diet (RD, 2018,
Harlan Teklad Laboratories, Madison, WI, USA) or 21% fat WD (88137, Harlan Teklad
Laboratories) for 3 months. See Table 1 for the main characteristics of the diet
composition. Animals were kept under standard conditions (24°C; 12:12hr light/dark
cycle). During that time, blood pressure was recorded every other week using a tail-cuff
device (Kent Scientific Corporation, Torrington, CT, USA). At 6 months of age, mice were
fasted overnight and anesthetized (44mg/kg ketamine and 2.2mg/kg xylazine) the
following morning. Blood was collected and plasma was frozen at -80°C. Livers were
removed, snap-frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C. Thoracic and abdominal
aortas were harvested and placed in ice-cold physiological salt solution (PSS, pH 7.4,

mmol/l: 119 NaCl, 4.7 KCI, 1.18 KH,PO,, 1.17 MgSO., 24.9 NaHCO;, 1.6 CaCl,, 0.023
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EDTA, and 10 glucose) and surrounding fat was removed. Thoracic aortas were cut in 2-
mm rings for vascular reactivity studies or embedded in OCT for immunostaining.
Abdominal aortas were snap-frozen in liquid nitrogen and used for western blot,
enzymatic activity and qPCR studies. In order to conduct all experiments in aortas, we

had to perform some of our experiments with a limited number of mice.

Plasma parameters. Glucose and keratinocyte-derived chemokine (KC) levels were
measured at the Montreal Heart Institute Clinical Biochemistry Laboratory. Total and
HDL-cholesterol levels were measured independently by the Clinical Biochemistry
Laboratory using the Siemens Dimension® clinical chemistry system and the Flex®
reagents. LDL-cholesterol levels were then calculated with the Friedewald equation. In
addition, LDL-cholesterol levels were independently measured using a commercial kit
(Waco Diagnostics, Richmond, VA, USA). Insulin (Alpco Diagnostics, Salem, NH, USA),
bile acids (Crystal Chem, Downers Grove, IL, USA) and the thromboxane A, (TXA)
metabolite 11-dehydro thromboxane B, (TXB,, (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,

MI, USA) were quantified with commercial kits according to the manufacturers’ protocols.

Western blotting. Proteins isolated from the liver and abdominal aorta were loaded for
SDS-gel electrophoresis and incubated overnight with p53 antibody (Leica Microsystems,
Concord, ON, Canada). Livers and abdominal aortas were disrupted with a mortar and
pestle on dry ice and kept at -80°C. Protein were extracted from tissue powder in a lysis
buffer of the following composition (mM): Tris—HCI 50, B-glycerophosphate 20, NaF 20,
EDTA 5, EGTA 10, NazVO, 1, benzamidin 10, dithiothreitol 5, PMSF 0.5, leupeptin 0.02,
microcystin LR 1, and Triton X-100 1% (v/v). Thirty pg of proteins were loaded on a 10%

acrylamide SDS-PAGE gel. After 45 minutes of migration at 200V, the gel was
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transferred to a nitrocellulose membrane. a-actin for aortas and p-actin for livers were

used as loading controls (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, ON, Canada).

Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Total
RNA extraction was performed with RNeasy mini-kit (Qiagen Canada, Toronto, ON,
Canada) following manufacturer’s protocol. Reverse transcriptase reaction (100ng and
1ug total RNA for aortas and liver respectively) was performed as previously [18] by
using the Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (200 U, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Primers were selected in 2 different exons spanning a large intronic
sequence, to avoid amplification of genomic DNA (see Table 2 for primer sequences).
Quantitative PCR (gPCR) were performed with platinum SYBR Green qPCR SuperMix-
UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Annealing and elongation temperatures, cDNA
template quantity and primer concentrations were optimized for each pair of primers to
generate a standard curve with an efficacy of 100£10%. Cyclophilin A served as

normalizer, and relative gene expression was calculated by the AACT method [19].

HepG2 cell culture experiments. HepG2 cells were seeded in 6-well plates at a density
of 4 x 10°/ml. Twenty-four hours after plating, cells were incubated with either 0.1%
DMSO or 0.5 pg/ml doxorubicin (DOX) in Dulbecco's Modified Eagle Medium
supplemented with 10% FBS. Total RNA was extracted using RiboZol (Amresco, Solon,
OH, USA) for which integrity was verified by agarose gel electrophoresis. Afterwards,
cDNA was prepared from 1 pg of total RNA using the SuperScript Il Reverse
transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. gPCR was performed from 1:10 dilution of the converted cDNA mixed with

PerfeCTa SYBR Green SuperMix, UNG, Low ROX (Quanta Biosciences, Gaithersburg,
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MD, USA) using the MX3000p real-time thermal cycler (Agilent, Mississauga, On,
Canada). For each gene of interest, dissociation curves and agarose gel electrophoresis
were performed to ensure unique PCR product. Arbitrary unit was determined from PCR
duplicates for each sample using the TATA box binding protein (TBP) as a normalizer.
Oligonucleotides sequences used are listed in Table 2. Error bars are representative of

four independent experiments analyzed in duplicate.

Myograph studies. Two-mm rings were isolated from thoracic aorta and mounted on 20-
pgm tungsten wires in microvessel myographs (IMF, University of Vermont, Burlington,
VT, USA), as described previously [20]. Vessels were stretched to obtain an optimal
basal tension of 1.5 g and integrity of the vessels was tested with a 40mM KCI-PSS

solution. After 2 washout periods, the vessels were equilibrated for 30-45 minutes alone,

in presence of Nw-nitro-L-arginine (L-NNA, 100 uM, a NOS inhibitor), indomethacin

(10uM, an non-selective cyclooxygenase inhibitor), furegrelate (10 uM, thromboxane
synthase inhibitor), peg-catalase (cell permeable form of catalase, 100 U/mL) or with
both L-NNA and indomethacin. The thromboxane A, analog 9,11-Dideoxy-11a,9a-
epoxymethanoprostaglandin F,, (U46619) at a concentration of 100 nM was used to
obtain a pre-constriction representing 50+10% of the maximal constriction. Endothelium-
dependent and independent relaxation dose-response curves were performed using
respectively acetylcholine (ACh, 0.1nM to 30uM) and sodium nitroprusside (SNP, 0.1nM
to 30uM). Vessels were used for 2 consecutive dose-response curves separated by 3
washes period with fresh PSS and another incubation period of 30-45 minutes with
drugs. Preliminary studies showed no effect of consecutive dose-response curves in

aortas (data not included). The maximal contraction was obtained by adding 127mM KCI-
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PSS on each vessel at the end of the protocols. Relaxation values were obtained for

each doses with this equation: Relaxation (%) = 100% - contraction (%).

Superoxide dismutase 2 (SOD2) activity. SOD2 activity was assessed in abdominal
aorta, as recommended in the manufacturer’s protocol (Cayman Chemical Company). It
was measured in the presence of 1 mM of potassium cyanide to block copper-zinc SOD

activity [21]. Values (units) were adjusted with protein content.

Quantification of oxidative stress in aorta. The fluorescent oxidative probe
dihydroethidium (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, ON, Canada) was used to
evaluate the impact of oxidative stress on aorta sections [22,23]. DHE is a cell permeable
dye that is oxidized by 02" to ethidium bromide, which subsequently intercalates with
DNA and is trapped within cell nuclei. DNA counterstaining was performed using To-Pro-
3 (Molecular Probe, Burlington, ON, Canada). Frozen aortic segments from the thoracic
aorta were cut into 14-um thick sections. Sections were double-stained with a mixture of
5 pmol/L DHE and 2 pmol/L To-Pro-3. DHE fluorescence was visualized with a confocal
microscope (Zeiss LSM 510, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany; objective Plan-
Apochromat, 40x/1.3, oil). DHE was excited with a HeNe laser (543nm) and emitted light
was collected between 565 and 615 nm. The camera’s acquisition settings were identical
for all images. Computer-based analysis was performed using Image J software
(National Institute of Health, USA) and calculated by the following equation: 1= Z | / A,
where | is the fluorescence intensity, ¥ | the summation of all nuclei intensity, A the total

area of the nuclei.

Statistical analysis. n refers to the number of animals studied in each protocol. The
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results are presented as means+=SEM. Half-maximum effective concentration (ECso) and
pD, values, negative logs of ECsy, were measured from individual concentration-
response curves. Unpaired student’s f-test or 2-way analysis of variance was followed by

unpaired student’s t-test. P<0.05 values were considered to be statistically significant.
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Results

Physiological and plasma changes. Body weight increased after 3 months on WD in
both p53"" and WT mice (Table 3). WD elevated glycaemia in both strains. Blood
pressure remained stable during the 3-month treatment period (Table 3). Levels of
triglycerides were similar following the WD in both groups and tended to decrease (Table
3). In contrast, total cholesterol (TC), HDL-cholesterol and estimated LDL-cholesterol
levels remained unchanged in p53"" mice fed WD but rose in WT mice (Table 3).
However, the rise in LDL-cholesterol observed in the WT mice was not confirmed when it
was directly measured suggesting the importance of non-LDL-cholesterol, i.e. the VLDL-
cholesterol (Table 3). Finally, plasma levels of KC, the pro-inflammatory mouse ortholog
of human interleukin-8 (IL-8), increased significantly in WT mice only (Table 3).
Therefore, neither cholesterol nor KC circulating levels changed in p53* mice when fed a

WD.

Expression of genes involved in hepatic cholesterol metabolism. We quantified the
expression of key genes implicated in cholesterol homeostasis in the liver: mRNA levels
of the rate-limiting cholesterol synthesis enzyme HMG CoA reductase (Fig. 2A), LDL
receptors (LDLR) responsible for LDL uptake (Fig. 2B), apolipoprotein B (apoB), a
necessary partner for LDL in receptor binding (Fig. 2C), and proprotein convertase
subtilisin kexin type 9 (PCSK9) that mediates degradation of the LDLR (Fig. 2D) were
unaffected by WD in both mouse strains. Hence, the differences in circulating cholesterol
levels between WT and p53*" mice on WD did not appear to originate from changes in

cholesterol synthesis or liver uptake.
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Bile acid metabolism. Bile acid metabolism is the main cholesterol elimination pathway.
In p53*"" mice, circulating bile acid levels were higher with both dietary regimens
compared to WT mice (Table 3). Bile acid metabolism is tightly regulated by multiple
partners (Fig. 3A), and their synthesis is mainly under the control of the enzyme 7-alpha-
hydroxylase (Cyp7A1) [24]. Accordingly, p53*"" mice expressed more Cyp7A1 mRNA
than WT mice fed RD (Fig. 4A). As expected, WD induced a 2-fold increase in Cyp7A1
gene expression in WT mice, reaching a similar expression level as in p53*" mice (Fig.
4A). Liver X receptors (LXR), which directly regulate Cyp7A1 expression [25], were
augmented in WT mice on WD, while remaining unchanged in p53*" mice (Fig. 4B). Up-
regulation of Cyp7A1 expression in p53*" mice is, therefore, under the control of a
partner other than LXR. It has been reported that p53 directly regulates small
heterodimer partner (SHP), which inhibits Cyp7A1 expression [26,27]. SHP expression
was lower in p53*" than in WT mice independently of the diet (Fig. 4C). Although SHP
can be activated by farnesoid X receptors (FXR), a nuclear receptor critical in bile acid
metabolism [28], FXR expression did not change significantly in either mouse strain (Fig.
4D). Altogether, these results indicate that low p53 is associated with constitutively low
levels of SHP that could contribute to the up-regulation of Cyp7A1 expression and, thus,
higher constitutive bile acid levels (Fig. 3B).

To validate this hypothesis, we used DOX to stimulate p53 expression in HepG2
cells, a human hepatocarcinoma cell line that expresses wild-type p53. DOX, a well-
known activator of p53, has previously shown to increase p53 protein and gene
expressions in HepG2 cells [26,29]. Incubation with DOX (0.5 pg/ml) for 24 hours
activated genes expression of p53, p21, SHP, but not that of Cyp7A1 in HepG2 cells

(Fig. 5).
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Vascular endothelial function. The vascular endothelium is highly sensitive to the
metabolic and redox environment [30], and premature decline of its function, evidenced
by decreased relaxing properties, is an early event in the presence of CVD risk factors
[15]. We therefore tested the hypothesis that endothelial relaxing function is protected in
p53*" mice due to the absence of elevated circulating cholesterol levels on WD. At 3
months, when fed RD, no differences in maximal relaxation (Fig. 6 and Table 4) and
sensitivity (data not included) were noted between p53*" and WT mice. At 6 months,
however, the maximal relaxation induced by Ach was greater in p53+" than in WT mice
fed RD (Fig. 6 and Table 4), owing to a limited age-related decline in endothelial function
in p53*" mice in contrast to WT mice. In WT mice on RD, in the presence of the
nonspecific cyclooxygenase (COX) inhibitor indomethacin or cell-permeable PEG-
catalase, maximal relaxation by Ach increased to similar values as in p53*" mice (Table
4), suggesting that the age-related decline in endothelial relaxing function in WT, but not
in p53*" mice, is linked with a rise in COX1/2-associated oxidative stress. It is unlikely
that this phenomenon derives from augmented TXA, production, as reported previously
in renal arteries [18], since the thromboxane synthase inhibitor furegrelate did not restore
maximal relaxation in arterial segments isolated from WT mice (Table 4, Fig. 7A).
Furthermore, gene expression of thromboxane synthase (Fig. 7B) and circulating levels
of the TXA, metabolite TXB, were not different between the 2 mouse strains (Fig. 7C).
After 3 months on WD, maximal relaxation induced by Ach in WT mice increased
to match that evoked in p53*" mice (Table 4, Fig. 6), demonstrating that the vascular
endothelium of healthy mice exposed to deleterious diets can adapt, at least initially, to
stressful environments. VSMC function was not affected by WD, as evidenced by the
similar relaxing effect of SNP and the maximal contraction evoked by 127 mM KPSS in

WT and p53*" mice (data not included). Indomethacin did not further increase the
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relaxation induced by Ach in WT mice (Table 4). While no difference in relaxation were
observed after blockade of the NO pathway with L-NNA alone (data not included), L-NNA
and indomethacin combination revealed the presence of a more effective non-NO/non-
prostacyclin (PGl;)-relaxing pathway in WT mice fed WD compared to RD (Table 4, Fig.
8). In p53*" mice, similar endothelium-dependent relaxation was seen in the presence of
L-NNA and indomethacin in mice fed either diet (Table 4, Fig. 8), indicating that this non-

NO/non-PGl, pathway is not further activated by WD in p53*" mice.

Oxidative stress and SOD2 activity. Oxidative stress limits endothelial function [18].
We observed similar levels of global oxidative stress in aorta from all groups (Fig. 9A).
Importantly, however, the WD augmented SOD2 activity in WT mice (Fig. 9B) further
supporting the ability of young WT mice to up-regulate antioxidant enzyme activity in
response to the stress created by the WD. In p53* mice, although not statistically
significant (p=0.08), SOD2 activity tended to increase as well following the WD (Fig 9B).

Consequently, SOD2 activity was similar in WT and p53*" mice fed a WD (Figure 9B).
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Discussion

The two major findings of our study are that between 3 and 6 months of age, the
endothelial dilatory function was maintained in mice expressing low p53 levels, while it
degraded in the control strain, suggesting that a lower p53 activity confers endothelial
resistance to age-related stress. Second, the WD did not elevate circulating levels of
cholesterol in p53+" mice unlike in the control strain. This effect was associated with a
low-grade inflammatory response if any, a lack of change in vascular endothelial function
and, thus, absent expression of adaptive and compensatory dilatory mechanisms in
response to the combination of aging and metabolic stress. Our data suggest that,
independently of its direct endothelial effects and by accelerating cholesterol elimination,
the low activity of the p53 pathway permitted altogether the expression of a phenotype
that is protective of the cardiovascular system.

Complete abrogation of p53 expression in mice (p53™) leads to the development
of carcinomas as early as age 10 weeks, causing their premature death [17,31]. In p53*"
mice, however, carcinomas occur later in life, starting at 9 months of age (~2% of mice)
[31,32]. There is therefore no doubt that impaired expression of p53 and its subsequently
poor increase in expression in response to stress are deleterious by not regulating the
cell cycle following damage, and thus, not promoting growth arrest and senescence or
apoptosis [17,33,34]. The role of p53 is, however, not limited to tumour suppression.
Atherosclerotic plaque progression is accelerated in p53” mice fed a WD and in severely
dyslipidemic mice [35-37], demonstrating that preventing the elimination of damaged
cells elicits not only tumors but also premature atheromas, among other pathologies. We
previously reported that activity of the p53/p21 pathway was heightened in EC isolated
from atherosclerotic patients [12], and even more so in EC from active smokers [13], as

seen in advanced atherosclerotic plaques [7]. On the other hand, constitutive p53
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hyperactivity evokes premature death (23% reduction of median lifespan) in mice due to
oversensitivity to damage and accelerated reparative cell turnover [38]. It has been
proposed that p53 activation induces free radical-dependent irreversible damage and cell
death by blunting the expression of antioxidant enzymes [39]. In contrast to the response
to damage associated with augmented p53 activity, it has been suggested that low p53
levels are protective because they stimulate antioxidant defense mechanisms [10]. We
observed that reduction of free radical generation with an antioxidant was essential to
delay p53-associated senescence of EC isolated from arteries of atherosclerotic patients
[14]. It appears that p53 and reactive oxygen species (ROS) participate in a complex
crosstalk where p53 can favour either anti- or pro-oxidant pathways to control cell fate
[6]. Recent data indicate that low p53, despite its probable low capacity to induce a
protective DNA damage response could promote cellular protection [10], but only for a
limited time [17,31].

We observed that endothelial function was better maintained with time in aorta
isolated from p53*" mice than in WT mice (Table 4, Fig. 6), suggesting that the p53*"
genotype is associated with a better resistance to age-related stress. In support of this
suggestion, the age-dependent decline in endothelial function of arteries isolated from
WT mice could be reversed by either nonspecific COX1/2 inhibition or by enhancing
cellular antioxidant capacities with cell-permeable PEG-catalase (Table 4). We reported
previously that a similar age-associated (from 3 to 6 months) decline in dilation of renal
arteries in C57BI/6 mice was attributed to heightened TXA; release and oxidative stress;
the former was prevented by antioxidant treatment with the polyphenol catechin [18].
While TXA, does not seem to contribute to the reduction of maximal relaxation in 6-

month-old WT mice (Fig. 7), COX1/2 can produce either prostanoids or ROS that have

been shown to be pro-constrictors [40]. For example, PGF,, mediates constriction in
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aorta from hamsters [41], and COX-derived ROS constrict the aorta of spontaneously
hypertensive rats [42]. In aged rats, an increase in endothelium-derived constricting
factor produced by both COX isoforms is responsible for endothelial dysfunction of
femoral arteries [43]. It appears therefore, that low p53 expression mimics the protective
effect of catechin in WT mice [18], presumably by reducing COX-derived constricting
factors.

A WD has been shown to induce atherosclerosis in aged LDLR” mice because
they were unable to up-regulate the expression of antioxidant enzymes [44]. In WT mice,
however, our data demonstrate that a hypercholesterolemic WD engenders stress as
evidenced by a rise in circulating pro-inflammatory KC (Table 3). KC, the IL-8 mouse
ortholog in humans, is responsible for monocyte arrest in early atherosclerotic lesions
[45,46], contributing to the early development of inflammation and atherosclerosis [47].
This stress is, however, counteracted by a compensatory increase of SOD2 activity (Fig.
9B) and the expression of a higher non-NO/non-PGl, pathway (Table 4, Fig. 8). SOD up-
regulation likely contributes to maximal endothelium-dependent relaxation by Ach, as
reported previously [21,48]. Although these protective compensatory adaptations to their
new environment are likely temporary, they concur with previous results from our group
and others [49-51]. Hyperactivity of the endothelium-derived hyperpolarizing pathway in
young dyslipidemic mice [50], increased NO production in hypercholesterolemic rabbits
[51] and enhanced aortic relaxation due to increased leptin in mice fed high-fat diet [49]
were reported. Therefore, the rise in circulating cholesterol, known to induce
inflammation, oxidative stress and atherosclerosis in humans [16,52], elicits a transitory
adaptive defense response in the vascular endothelium. This adaptive response,
however, may not be possible in old mice as shown by others in 12-month old LDLR™

mice [43].
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In young p53*" mice, however, the WD did not evoke hypercholesterolemia, only
increasing glycaemia and body weight; furthermore, circulating KC did not rise
significantly and endothelial function was not altered with age. Therefore, the rise in
blood glucose in the absence of hypercholesterolemia was not a significant stress
stimulus in these mice. Nonetheless, SOD2 activity tended to increase and was not
different from that measured in the aorta of WT mice suggesting that p53*" mice are still
capable of sensing a change in the metabolic environment and adapt to this change.
Therefore, while the low expression of p53 likely explains the lack of
hypercholesterolemia in these mice, the role of p53 in the vascular adaptive response
remains questionable.

It has been shown that lowering circulating cholesterol levels ameliorates
endothelial function [53,54]; the absence of hypercholesterolemia when fed a WD could
not alter endothelial function in p53*" mice. Blood glucose increased similarly in both
groups of mice, while triglycerides slightly decreased as previously reported by others
[65,56]. In these young mice, the rise (~ 35%) in glucose alone is therefore not sufficient
to induce a significant endothelial stress. The question is why the WD did not raise
cholesterol? The expression of hepatic HMG CoA reductase, LDLR, apoB and PCSK9
(Fig. 2) was not different from values measured in WT mice, suggesting similar
cholesterol synthesis and LDL uptake. We found, however, that bile acids were elevated
in the plasma of p53* mice (Table 3). Bile acid metabolism is the main cholesterol
clearance pathway. Resins are lipid-lowering drugs that can reduce LDL-cholesterol by
approximately 20%, by binding bile acids in the intestine and leading to its excretion in
the feces [57]. By sequestering bile acids and lowering their amount, resins force the liver
to produce more bile acids with cholesterol as substrate, thereby lessening available

cholesterol in the blood [57]. Because excess bile acids can culminate in damage [58],
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their metabolism is tightly regulated (Fig. 3A). p53 has recently been implicated in the
regulation of bile acid metabolis [26,27]. Together with the transcription co-activator
mixed-lineage leukemia 3 (MLL3), p53 can bind the SHP promoter to stimulate its
expression [26]. p53 activation with doxorubicin in p53™, MLL3" and SHP™ mice did not
increase bile acid concentration in the serum and liver in contrast to WT mice [26,27]. In
line with this finding, we noted that SHP expression was lower in the liver of p53*" mice,
whereas Cyp7A1 mRNA, the enzyme responsible for bile acid production, was higher
(Table 3, Fig. 2). However, despite an increase in gene expressions of p21, p53 and
SHP, DOX did not lower Cyp7A1 expression in HepG2 cells (Fig. 5), contrasting with the
report by Kim and colleagues [26] performed in the same experimental conditions. The
reason for this discrepancy is unknown. The response to DOX of the HepG2 cells, in
which p53 activity is constitutively increased, may be biased and not representative of the
physiological regulatory role of p53 in vivo. It is a limitation of this study because cultured
cells are under stress and have elevated levels of p53, which is likely accompanied by
numerous intracellular adaptations that may blunt responses otherwise expected in vivo.
Finally, we did not clearly identify the precise lipoprotein fraction responsible for the rise
in plasma cholesterol in the WT mice, which was not an objective of our study. Direct
measures of LDL-cholesterol, however, showed that it did not change, suggesting that
non-HDL-cholesterol (possibly VLDL) may be implicated in the hypercholesterolemia
observed in WT mice following the WD. This has been previously reported to occur in
mice fed a high fat diet [59]. Nonetheless, and on aggregate, these data indicate that
enhanced bile acid synthesis from cholesterol in p53" mice blunted the
hypercholesterolemia normally associated with a WD; this, consequently, could not
stress the vascular endothelium. The latter explanation is however speculative and

represents the main limitation of the study. Our study was not able to demonstrate a clear
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link between the endothelial function and p53 genotype. This would have been possible if
the WD had induced a similar metabolic profile in the two mouse groups, the initial
purpose of the study. Nonetheless, the vascular endothelium was resistant to the
deterioration of its function with aging that was observed in WT mice (Table 4).

In conclusion, our data demonstrate that low p53 activity is coupled with
constitutively faster cholesterol turnover from the diet. The elevated levels of bile acids in
p53*" mice, however, may contribute to heightened risk of premature carcinogenesis in
later life. In addition, our data suggest that p53 regulate endothelial function and confer
age-related stress resistance. However, p53 may not be involved in the adaptation to
stress of the endothelium since SOD2 activity increased in both mouse strains when
challenged with a WD. Furthermore, the fact that a high-fat diet did not increase
cholesterol levels in the p53 mutant mice is the direct demonstration of the ubiquitous

functions of p53.
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Figure legends

Figure 1. p53 protein expression and its target gene p21 mRNA expression. A) liver
and B) aorta of WT and p53*" 6-month old mice. a-actin for aorta and p-actin for liver
were used as internal loading controls. Data are mean+SEM ; n=5-9. *p<0.05.

Figure 2. Similar synthesis and uptake of cholesterol. Hepatic mMRNA expression of
important genes implicated in cholesterol metabolism in WT and p53*" 6-month old mice
fed a regular diet (RD) or a western diet (WD). A) HMG CoA reductase, B) LDL receptor
(LDLR), C) apolipoprotein B (apoB) and D) proprotein convertase subtilisin kexin type 9
(PCSK9). Data are mean+SEM ; n=5-7.

Figure 3. Key mediators of bile acids (BA) synthesis in the liver of mice. A)
Transcription factors p53 and farnesoid X receptor (FXR) can activate the transcription of
small heterodimer partner (SHP) which inhibits 7-a-hydroxylase (Cyp7A1), the first
enzyme in the BA synthesis pathway. Liver X receptor (LXR) can activate
transcriptionally Cyp7A1 to produce more BA. B) The Western diet (WD) activated
transcription of LXR in WT mice in association with increased Cyp7A1 gene expression.
Lower p53 expression in p53*" mice is associated with lower gene expression of SHP.
While no difference is seen in FXR and LXR, Cyp7A1 gene expression and BA levels are
elevated.

Figure 4. Bile acid genes expression differs between p53* and WT mice. Hepatic
MRNA expression of genes implicated in bile acid metabolism in WT and p53*" 6-month-
old mice fed a regular diet (RD) or a 3-month Western diet (WD). A) 7-alpha-hydroxylase
(Cyp7A1), B) liver X receptors (LXR), C) small heterodimer partner (SHP), and D)
farnesoid X receptors (FXR). Data are meanstSEM; n=5-7. *p<0.05 compared to RD

with matching genotype; #*p<0.05 compared to WT mice with matching diet.
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Figure 5. Effect of doxorubicin (DOX) on gene expression in HepG2 cells. Gene
expression of A) p53, B) p21, C) SHP and D) Cyp7A1 in human hepatic HepG2 cell lines
after a 24-hour incubation with 0.5 pg/ml DOX, a known-activator of p53. Data are
mean+SEM of four independent experiments analyzed in duplicate.

Figure 6. Age and WD affect differentially p53*"" and WT mice. Aortic endothelium-
dependent relaxation concentration-response curves with acetylcholine (Ach) in 3-month
(3-mo) and 6-month (6-mo) WT or p53*" mice fed a regular diet (RD) or Western diet
(WD). Data are meanstSEM; n=4-14. 45<0.05 compared to 3-mo; *p<0.05 compared to
RD; *p<0.05 compared to 6-mo WT RD mice.

Figure 7. Effect at 6-month on thromboxane A, pathway. Measures in WT and p53*"
mice fed a regular diet (RD) of A) endothelium-dependent relaxations to acetylcholine
(ACh) of aorta segments isolated from WT and p53*" mice were obtained in presence of
thromboxane synthase inhibition (furegrelate, 10 uM), B) thromboxane synthase (TXS)
gene expression in the aorta, C) release of the thromboxane A, metabolite 11-dehydro
thromboxane B, (TXB,) in the plasma. Data are meantSEM. n=3-6 in (A), n=3 in (B) and
n=4in (C).

Figure 8. Adaptive endothelium-dependent mechanisms are not activated in p53*"
mice. Effect of WD on non-NO/non-prostacyclin endothelium-dependent relaxation of
aorta from WT and p53*" mice. Endothelium-dependent relaxation by acetylcholine (Ach)
of aortic segments from WT and p53*" mice was assessed in the presence of NOS
inhibition (L-NNA, 100 uM) and nonspecific COX1/2 inhibition (indomethacin, 10 pM).

Data are means+SEM. n=5-10.
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Figure 9. Aortic oxidative stress level and SOD2 activity. (A) Staining with
dihydroethidium (DHE, red) of WT and p53*" 6-month old mice fed a regular diet (RD) or
a 3-month western diet (WD). Data are meantSEM; n = 3-4. (B) Effect of the WD on
superoxide dismutase 2 (SOD2) activity in aortic segments from WT and p53*" mice.

Data are meantSEM; n = 3-8. *p<0.05 compared to RD with matching genotype.
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Tables

Table 1. General characteristics of the diets

% of energy coming from RD WD
Carbohydrates 58.0 42.7
Fat 18.0 42.0
Protein 24.0 15.2

RD = regular diet, WD = western diet.
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Table 2. Sequences of the primers for real-time quantitative PCR

Genes
Human
Cyp7a1

p21
p53
SHP
TBP
Mouse
Apoliprotein B
Cyclophilin A
Cyp7a1
FXR
HMG CoA reductase
LDLR
LXR
p21
PCSK9
SHP

TXS

Forward (5’-3’)

AGGAACCCAGAAGCAATGAA
GGAAGACCATGTGGACCTGT
CATGAGCGCTGCTCAGATAG

GCTGTCTGGAGTCCTTCTGG

GCTGAATATAATCCCAAGCGATTT

AAGCTGTTCAGTGGCAGCAACA
CCGATGACGAGCCCTTGG
AACGATACACTCTCCACCTTTG
TGGAGAACTCAAAATGACTCAGG
AGTACATTCTGGGTATTGCTGG
GTATGAGGTTCCTGTCCATC
CGAGGTCATGCTTCTGGAG
TGTCGCTGTCTTGCACTCT
TGCAAAATCAAGGAGCATGGG
GTCCCAAGGAGTATGCGTAC

TTGGAACTCCGAGAGCGATA

212

Reverse (5'-3’)

TCCTTAGCTGTCCGGATGTT
TAGGGCTTCCTCTTGGAGAA
TGGTACAGTCAGAGCCAACCT
ACTTCACACAGCACCCAGTG

GCAGTTGTCCGTGGCTCTCT

AGAGAGGCTTGCAAGTTGACCA
GCCGCCAGTGCCATTATG
CTGCTTTCATTGCTTCAGGG
CTTTTGTAGCACATCAAGCAGG
ACTCGCTCTAGAAAGGTCAATC
CCTCTGTGGTCTTCTGGTAG
CTCTGGAGAACTCAAAGATGGG
AGACCAATCTGCGCTTGGA
CAGGGAGCACATTGCATCC
CAGGGCTCCAAGACTTCAC

CACTGTCTGCTACCATCTTG



Table 3. Body weight, SBP and plasma profile in WT and p53*" mice fed a RD or WD

Parameters

WT RD

WT WD

p53™" RD

p53™ WD

Body weight (g)

SBP (mm Hg)

Glucose (mmol/L)
Triglycerides (mmol/L)
Total cholesterol (mmol/L)
HDL (mmol/L)

LDL measured (AU)

LDL calculated (mmol/L)
KC (mmol/L)

Bile acids (umol/L)

25.8:0.5 (16)
16242 (8)
14.8+1.4 (7)
0.53+0.07 (8)
2.110.2 (8)
1.240.1 (8)
1.00£0.06 (10)
0.64+0.09 (8)
102.5+29.9 (6)

3.020.5 (5)

33.0:1.6" (8)
1614 (8)
20.5+2.3* (8)
0.33£0.04* (8)
3.1£0.2* (8)
1.7£0.1* (8)
1.13+0.09 (9)
1.25£0.11* (8)
244.9+43.9* (6)

3.30.2 (4)

28.1£0.8" (12)
157+4 (8)
14.4+2.1 (7)
0.50+0.08 (7)
2.3+0.1 (7)
1.420.1 (7)
1.10+0.12 (5)
0.75+0.03 (7)
107.2+34.5 (5)

4.2+0.7" (4)

34.6+1.6* (8)
15827 (8)
20.3+3.1* (7)
0.39+0.08 (7)
2.6+0.2 (7)
1.50.1 (7)
0.96+0.10 (4)
0.76+0.18" (7)
159.5+54.8 (5)

4.7£0.9% (5)

Data are means+SEM. (n) mice. SBP = systolic blood pressure, RD = regular diet, WD =

western diet, KC = keratinocyte-derived chemokine. *p<0.05 compared to RD with

matching genotype; #5<0.05 compared to WT mice with matching diet.
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Table 4. Efficacy (Emax) Of Ach in aorta from 3-mo and 6-mo WT and p53*" mice fed RD

or WD

WT p53™"

3-mo RD 6-mo RD 6-mo WD 3-mo RD 6-mo RD 6-mo WD
Ach 100.0+0 (6) 62.2+5.1% (14)  86.8+1.8* (4) 92.6+3.2 (5) 81.5+3.5%% (9) 83.1+4.8 (5)
+indo n.a 80.8+4.2" (10)  80.4+6.9 (5) n.a 85.0+5.7 (9) 74.88.1 (5)
+furegrelate n.a. 58.5+7.8 (6) n.a. n.a. 82.1+4.9 (3) n.a.
+PEG-catalase n.a. 84.7+9.3" (5) 85.9+2.9 (5) n.a. 84.8+5.1 (4) 88.9+4.9 (5)
+L-NNA/indo n.a. 36.1+4.9 (16) 57.2+3.5* (5) n.a. 51.9+11.9 (6) 60.7+2.4 (5)

Data are meanstSEM. (n) mice. Ach = acetylcholine, 3-mo = 3 months of age, RD =
regular diet, WD = western diet, indo = indomethacin. ¥p<0.05 compared to 3-mo;
*p<0.05 compared to RD with matching genotype; *p<0.05 compared to WT mice with
matching diet; Ap<0.05 compared to Ach in mice with matching genotype and diet. n.a.:

not available.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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Figure 9
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4. Discussion

Dans cette section, je relierai les résultats de mes études avec les connaissances
actuelles décrites dans la littérature. Je situerai mes résultats dans un contexte plus
global, je discuterai des limitations de mes études et je terminerai en suggérant quelques

perspectives découlant de mes résultats.

Mes travaux ont souligné l'influence de I'environnement pendant la phase de maturation
(ou le développement) des cellules endothéliales et ont montré que cet environnement
peut influencer la réponse face a un stress métabolique engendré par une diéte riche en
gras (Leblond et al. 2013). Les facteurs de risque cardiovasculaire altérent la fonction
endothéliale car ils sont associés a une hausse du stress oxydant et de I'inflammation
(Lakatta et al. 2003; Brandes et al. 2005; Versari et al. 2009a); certaines interventions
comme l'exercice physique ont le potentiel de ralentir les dommages endothéliaux
associés au vieillissement et aux MCV (Yen et al. 1995; Taddei et al. 2000; Chen et al.
2001; De Moraes et al. 2004; Laufs et al. 2005; Durrant et al. 2009; Bunker et al. 2010;
Park et al. 2012; Roque et al. 2012). Nous avons rapporté que la pratique réguliére de
'exercice volontaire, contrairement a la catéchine, protége a long terme la fonction
endothéliale de souris C57BI/6 face a une diéte riche en gras (Leblond et al. 2013). De
méme, les souris p53*" sont protégées de I'hypercholestérolémie induite par une diéte
riche en gras, ce qui protége la fonction endothéliale (Leblond et al. 2014). Quels sont les
mécanismes bénéfiques pour la fonction endothéliale qui peuvent expliquer la supériorité

de I'exercice par rapport a la catéchine?

Dans la premiére étude, nous avons tout d’abord évalué les effets vasculaires de la
pratique de I'exercice volontaire et de la consommation de la catéchine lors du
développement des cellules endothéliales entre I'dge de 1 et 9 mois (Leblond et al.
2013). Nous avons déterminé si 'empreinte vasculaire laissée par ces interventions était
maintenue une fois I'exercice et la catéchine stoppés, en présence ou en absence d’une
diéte pro-athérosclérotique riche en gras, introduite entre 9 et 12 mois (Leblond et al.
2013). En présence du «challenge» métabolique provoqué par la diéte riche en gras, les

souris ayant préalablement pratiqué I'exercice physique ont maintenu leur fonction



endothéliale, les souris ayant consommé la catéchine ont montré des signes
d’'inflammation alors que celles ayant été inactives ont présenté une dysfonction
endothéliale (Leblond et al. 2013). L’exercice physique pendant la phase de maturation
des cellules endothéliales aurait donc permis de prévenir la dysfonction endothéliale et
linflammation observées chez les souris inactives (Leblond et al. 2013). Malgré les
propriétés antioxydantes de I'exercice physique et de la catéchine, pourquoi I'exercice en
prévention offre-t-il plus de bénéfices vasculaires que la catéchine? Combien de temps

cette protection produite par I'exercice peut-elle durer une fois I'exercice stoppé?

Dans la seconde étude, nous avons observé que la diminution endogéne de p53 chez la
souris est associée a un meétabolisme accru des acides biliaires qui prévient
I'hypercholestérolémie induite par une diete riche en gras (Leblond et al. 2014). Ainsi, les
cellules endothéliales des souris p53" n'ont pas été exposées au stress pro-
athérosclérotique engendré par la diéte riche en gras (Leblond et al. 2014). Cet effet
protecteur hypocholestérolémiant observé chez les souris p53*" en présence de la diéte
riche en gras nous renseigne-t-il sur le role vasculaire de p53? Ou serait-ce plutét un
effet indirect qui identifie un des réles émergents moins bien connus de p53, comme

celui dans le métabolisme du cholestérol?

4.1 La maturation de I'’endothélium est-elle influencée par son

environnement?

Le développement des cellules endothéliales pendant la «phase de maturation» pourra
influencer la capacité de I'endothélium a maintenir son intégrité tout au long de la vie:
une maturation inadéquate des mécanismes de défenses endothéliaux endogénes,
comme par exemple les enzymes antioxydantes, résulterait en une accumulation plus
rapide des dommages oxydants menant a une dysfonction endothéliale accélérée. Peut-
on influencer le développement des cellules endothéliales par ['exercice, la

consommation de la catéchine ou une expression endogéne plus faible de p53?
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4.1.1 La maturation de I’endothélium est-elle affectée par I’exercice ou

la catéchine?

Nous avons constaté qu’aprés 8 mois d’exercice physique volontaire, les souris C57BI/6
actives ont une fonction vasculaire supérieure par rapport aux souris inactives ou ayant
consommé de la catéchine (Leblond et al. 2013): la relaxation dépendante de
'endothélium dans l'aorte n’est pas augmentée en présence d’'indométacine chez les
souris actives (contrairement aux souris inactives et ayant eu accés a la catéchine),
suggérant une absence d’'un EDCF dérivé des COX (Leblond et al. 2013). De plus, la
supériorité de la relaxation induite par le flux dans les artéres cérébrales et la meilleure
compliance des artéres fémorales chez les souris actives supportent les bienfaits de

I'exercice initié en bas-age (Leblond et al. 2013).

Chez I’humain, la capacité de I'exercice a améliorer la santé cardiovasculaire a aussi été
démontrée chez de jeunes sujets. Chez prés de 21 000 enfants et adolescents (agés
entre 4 et 18 ans), une corrélation entre le temps passé a pratiquer des activités
physiques (intensité modérée a vigoureuse) et un profil cardiométabolique sain a été
observée (Ekelund et al. 2012). Les jeunes sujets plus actifs montraient une réduction de
la circonférence de la taille, de la pression systolique, des triglycérides, de l'insulinémie
et une hausse des HDL (Ekelund et al. 2012). De plus, la mesure de la dilatation induite
par le flux chez 74 jeunes sujets (4ge moyen de 22 ans) était améliorée suite a une
séance de course sur tapis-roulant (Hwang et al. 2012). Ces données démontrent que
I'exercice physique est bénéfique dés le plus jeune dge en absence de facteurs de risque

cardiovasculaire.

Chez les souris ayant consommé la catéchine de 1 a 9 mois, nous avons
paradoxalement observé un stress oxydant plasmatique (mesuré par le niveau
d’isoprostanes) supérieur par rapport aux souris actives, mais similaire a celui mesuré
chez des souris inactives (Leblond et al. 2013). Cependant au niveau vasculaire, aucune
différence dans les dommages oxydants mesurés avec la sonde dihydroéthidium n’a été
détectée dans les aortes des souris actives, inactives ou ayant consommé la catéchine
(Leblond et al. 2013). Aucune différence dans les expressions géniques de p22phox et

de SOD2 dans les aortes des souris ayant consommeé la catéchine entre 1 et 9 mois par
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rapport aux souris inactives n’a toutefois été observée dans notre étude (données non-
publiées). De plus, les activités de la SOD2 et de la GPx n’ont pas été affectées par la

catéchine et I'exercice

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons conclure que I'exercice et la catéchine ont
provoqué une maturation différente des cellules endothéliales. Les souris actives et
ayant consommé de la catéchine montrent une activité de la catalase inférieure dans
'aorte par rapport aux souris inactives, suggérant une présence moindre de H,0,. Les
souris ayant été actives entre 1 et 9 mois démontrent une meilleure santé vasculaire que
les souris ayant consommeé la catéchine (absence d’EDCF dérivé des COX dans l'aorte,
meilleure dilatation dans les artéres cérébrales et niveau des isoprostanes plasmatiques
plus bas). Le concept de I'’hormesis serait en faveur d’'un effet délétére possible d’une
réduction de I'exposition aux RS pendant la phase de maturation (Thorin-Trescases et al.
2010).

4.1.2 L’arrét de l’exercice ou de la catéchine affecte-t-il la fonction

vasculaire a long-terme?

L’innovation majeure de cette étude consistait a arréter la pratique de I'exercice physique
volontaire ainsi que la consommation de la catéchine a I'dge de 9 mois, et de voir
limpact sur la fonction endothéliale et le profil vasculaire a 'age de 12 mois. Les
résultats les plus intéressants sont les impacts positifs sur le profil vasculaire de l'arrét de
la catéchine: 'indométacine n’inhibe plus la composante contractile de la relaxation dans
les aortes et la compliance dans les artéres fémorales et cérébrales est améliorée
(Leblond et al. 2013). Ainsi, il semble que la production de 'EDCF induit par la catéchine
a I'age de 9 mois soit renversé, du moins en partie, par I'arrét de sa consommation
(Leblond et al. 2013). Toutefois chez ces mémes souris, la hausse de I'activité de la
catalase et la diminution de l'activité de la GPx dans les aortes suite a I'arrét de la
catéchine suggére une variation néfaste dans la quantité de H,O, vasculaire présent
(Leblond et al. 2013). Lorsque le niveau de H,0, est faible, il est métabolisé par la GPx
et la Trx (Wassmann et al. 2004; Neumann et al. 2009). En revanche, lorsque son niveau

s’accroit c’est la catalase qui le dégrade (Wassmann et al. 2004; Neumann et al. 2009).
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Une activation de I'expression de la catalase pourrait donc signifier que I'organisme ou le
tissu fait face a une augmentation non-physiologique de H,O, (Figure 21). Cette hausse
de lactivité aortique de la catalase n’a pas été observée suite a l'arrét de I'exercice
(Leblond et al. 2013).

Concentration
de H,0, — =
(UA) CAT
Catalase /

GPx et Trx Pl
-1
- X

Age
0 1 9 12 (mois)

Figure 21 Le changement dans les activités des enzymes métabolisant le H,O, indique

une hausse de la quantité de RS vasculaires.

Lorsque la concentration de H,O intracellulaire est modeste, les enzymes glutathione
peroxydase (GPx) et thiorédoxine réductase (Trx) métabolisent le H,O,. Lorsque la
concentration de H,O, dépasse une certaine limite (représentée par la ligne rouge), c’est
'enzyme catalase qui s’active pour le métaboliser. Entre 1 et 9 mois, I'activité de la GPx
etait inférieure chez les souris actives (EX) et consommant la catéchine (CAT) par
rapport aux souris inactives (Pl). L'arrét de I'exercice et de la catéchine a 9 mois a
provoqué une diminution de I'activité de la GPx et une hausse de I'activité catalase chez
les souris CAT, sans modifier les activités enzymatiques des souris EX et PIl. Cette
variation dans les activités des enzymes métabolisant le H,O, suggére une hausse de la
quantité de H,O, présente dans les aortes, qui n’est plus prise en charge par la GPx et la
Trx, mais par la catalase. UA: unités arbitraires.

Peu d’études ont visé a étudier 'impact de I'arrét de I'exercice ou d’'un antioxydant sur le
métabolisme. Chez le rat, une période de 3 semaines de course volontaire suffit pour
eviter le développement de l'obésité, de I'hyperinsulinémie et de I'’hyperleptinémie
provoquée par la consommation d'une diéte riche en gras pendant 10 semaines

(Patterson et al. 2008). En revanche, 'arrét de la course volontaire aprés 16 semaines
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chez le rat provoque un débalancement rapide dans le métabolisme des acides gras, ce
qui initie le processus de la stéatose hépatique non-alcoolique aprés quelques jours
d’arrét (Rector et al. 2008). Aucune étude sur une consommation interrompue d’un
antioxydant n’a été répertoriée a ma connaissance, laissant peu d’évidences pour mettre
en contexte nos résultats (Leblond et al. 2013). Nous avons toutefois observé que I'arrét

de la catéchine a été bénéfique (Leblond et al. 2013).

Ces résultats démontrent que 'arrét de la catéchine renverse le profil vasculaire observé
aprés 9 mois de consommation de I'antioxydant. L’arrét de I'exercice a eu peu d'impact,
son empreinte étant présente a long terme: la supériorité de la fonction endothéliale

cérébrale a été maintenue (Leblond et al. 2013).

4.1.3 La maturation de I’endothélium est-elle affectée par I’expression

endogeéne plus faible de p53?

Dans la seconde étude, I'impact de la réduction endogéne de p53 sur la fonction
vasculaire a été évalué. Aucune différence n’a été observée dans la relaxation
dépendante de I'endothélium aortique entre les souris WT (C57BI/6) et p53*" & I'age de 3
mois (Leblond et al. 2014). Une réduction de la fonction endothéliale aortique a été
observée entre 3 et 6 mois chez les souris WT et p53*; toutefois la relaxation
dépendante de I'endothélium maximale des aortes des souris p53*" était supérieure a
celle observée dans les aortes isolées des souris WT agées de 6 mois (Leblond et al.
2014). La dysfonction endothéliale associée a I'age (entre 3 et 6 mois) est donc plus
faible chez les souris p53*". L’ajout d’indométacine ou de catalase exogéne a permis de
renverser cette dysfonction endothéliale observée avec I'dge dans les aortes isolées des
souris WT, mais pas chez les souris p53*" (Leblond et al. 2014). Une plus faible quantité
d’EDCF dérivés des COX ou de stress oxydant semble donc expliquer la relaxation
supérieure des aortes des souris p53*" (Leblond et al. 2014). Les isoformes COX1 et 2
peuvent produire des prostanoides et des RS pro-constricteurs qui altérent la fonction
endothéliale (Feletou et al. 2011). Une hausse de production de TXA,, par exemple,
diminue la fonction endothéliale dans les artéres rénales isolées de souris C57BI/6 agées

de 6 mois (Gendron et al. 2007a). Toutefois, nous n’avons pas observé de différence
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dans le métabolisme du TXA; entre les souris C57BI/6 et p53*"; TEDCF a l'origine de la
différence observée dans notre étude n’est donc pas identifié (Leblond et al. 2014). Un

prostanoide différent du TXA, dérivé des COX pourrait étre en cause. En effet, une
hausse de la quantité de PGFy,, libérée par les aortes de hamsters et par les arteres

rénales humaines participerait a la dysfonction endothéliale associée avec I'age (Wong
et al. 2009). Des études supplémentaires seraient requises pour identifier le prostanoide

responsable de la dysfonction que nous avons observée chez les souris WT a 6 mois.

Lorsque p53 est surexprimé pendant 24 heures dans les aortes de rats, la dysfonction
endothéliale observée provient de 'augmentation de I'expression de p66shc (Kim et al.
2008) et de la répression transcriptionnelle de KLF2 (Kumar et al. 2011), tous deux sous
le contrble transcriptionnel de p53 (Trinei et al. 2002; Kim et al. 2008; Kumar et al. 2011).
Le géne p66shc serait responsable de la production de 30% du H,0O intracellulaire
(Migliaccio et al. 1999) et joue un rble important dans la dysfonction endothéliale
associée a une hausse du stress oxydant (Francia et al. 2004; Yamamori et al. 2005;
Camici et al. 2007). Le géne KLF2 quant a lui est bénéfique pour la fonction endothéliale
en stimulant la production de NO en réponse aux forces de cisaillement (Dekker et al.
2002; SenBanerjee et al. 2004; Parmar et al. 2006). Kumar et al. ont aussi montré que
p66shc réprime in vitro la transcription de KLF2 dans les cellules endothéliales (Kumar et
al. 2009). Dans notre étude, p66shc et KLF2 n’expliqueraient pas la différence de
fonction endothéliale observée a 6 mois entre les souris WT et p53" puisque
I'expression génique de p66shc et de KLF2 dans les aortes des souris C57BI/6 et p53*"

était similaire (données non-publiées).

4.2 Une diéte riche en gras de 3 mois induit un stress

meétabolique

La phase de maturation des cellules endothéliales des souris C57BI/6 a été affectée par
une exposition précoce a I'exercice, la catéchine (Leblond et al. 2013) ou une faible

expression endogéne de p53 (Leblond et al. 2014). L’écrivain frangais Bernard Werber a
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ecrit: «ll n’y a que dans l'adversité que 'on découvre la vraie valeur des étres». Pour
mieux évaluer I'empreinte vasculaire laissée par I'exercice, la catéchine et I'expression
réduite de p53 chez les souris, celles-ci ont ensuite été exposées a un stress
métabolique provoqué par la consommation d’'une diéte riche en gras pendant 3 mois. La
consommation d'une diéte riche en gras, dont 17% de I'énergie fournie provient des
protéines, 43% des glucides et 42% des lipides (avec 0,2% de cholestérol), a un effet
pro-athérosclérotique (apparition du syndrome meétabolique, hausse du stress oxydant,
développement de la plaque et activation du processus d’inflammation) chez des souris
LDLR™ (Collins et al. 2009). Cet environnement pro-athérosclérotique et pro-oxydant
avait pour objectif d’'induire un stress métabolique qui solliciterait les mécanismes de
défenses endogénes vasculaires s’étant développés pendant la phase de maturation
dans divers environnements (exercice ou inactivité physique, catéchine et réduction

endogéne de I'expression de p53).

4.2.1 Les effets vasculaires d’une diete riche en gras chez les souris

inactives

Chez les souris C57BI/6 inactives, la consommation de la diéte riche en gras entre 9 et
12 mois a mené a I'obésité, I'hyperglycémie, I'hyperinsulinémie et I’hypercholestérolémie
(Leblond et al. 2013). Une hausse du stress oxydant systémique mesurée par le niveau
des isoprostanes plasmatiques a été observée, mais aucun changement dans le niveau
de dommage oxydant aortique ou dans les activités des enzymes antioxydantes dans les
aortes n’'a été détecté (Leblond et al. 2013). Les relaxations dépendantes et
indépendantes de I'endothélium ont été diminuées dans les aortes des souris inactives
soumises a la diéte riche en gras, toutefois aucun changement dans la fonction
endothéliale des artéres fémorales et cérébrales n’a été observé (Leblond et al. 2013).
Ces impacts de la diéte riche en gras sur le profil plasmatique et sur la dysfonction
endothéliale observée dans l'aorte étaient attendus. Une diéte riche en gras de 3 mois a
induit 'obésité (West et al. 1992; Park et al. 2012), a triplé le niveau de cholestérol en
circulation (Napoli et al. 2003), a induit un stress oxydant plasmatique (Napoli et al.
2003), a induit I'hyperglycémie (Keung et al. 2013) et I'’hyperinsulinémie (Keung et al.

2013) chez la souris. La relation entre I'hypercholestérolémie (Krummen et al. 2006;
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Gendron et al. 2007b; Gendron et al. 2010; Bolduc et al. 2011; Drouin et al. 2011a;
Drouin et al. 2011b; Bolduc et al. 2012) ou le diabéte (Wang et al. 1993; Taylor et al.
1994; Matsumoto et al. 2007a; Matsumoto et al. 2007b; Gao et al. 2008; Riad et al. 2008;
Matsumoto et al. 2009¢; Cheang et al. 2011; Youn et al. 2012; Sukumar et al. 2013) avec
la dysfonction endothéliale a été démontrée a maintes reprises chez les rongeurs. De
méme, I'’hypercholestérolémie (Creager et al. 1990; Leung et al. 1993; Egashira et al.
1994; Anderson et al. 1995; Stroes et al. 1995; Treasure et al. 1995; Grigore et al. 2013)
et le diabéte (Stehouwer et al. 1992; Hogikyan et al. 1998; Vehkavaara et al. 1999) ont
des effets délétéres sur la fonction endothéliale chez I'’humain. Il semble donc qu’une
diéte riche en gras de 3 mois stimule efficacement les cellules endothéliales et met en

valeur les effets préventifs de I'exercice et de la catéchine.

4.2.2 L’exercice physique ou la catéchine préviennent-ils les effets

délétéres vasculaires de la diéte riche en gras?

Les souris qui ont couru et qui ont consommé de la catéchine de 1 a 9 mois maintiennent
leur fonction endothéliale aortique en présence de la diéte riche en gras de 3 mois,
malgré I'arrét de I'exercice et de la catéchine (Leblond et al. 2013). La voie des EDHF a
contribué significativement au maintien de la relaxation maximale des aortes en réponse
a l'acétylcholine chez les souris actives et ayant consommé la catéchine (Leblond et al.
2013). Les 3 voies des EDRF (NO, PGI,, EDHF) peuvent compenser 'une pour l'autre
lorsque 'une d’entre elles devient déficiente. Par exemple, la production d’'un dérivé des
COX, probablement la PGIl,, permet la relaxation dans les artéres mésentériques des
souris eNOS™ (Chataigneau et al. 1999) ou en présence d’une eNOS dysfonctionnelle
dans les artéres rénales de souris dyslipidémiques (Gendron et al. 2007b). L’'EDHF
pourrait agir comme mécanisme de compensation pour favoriser la relaxation
dépendante de I'endothélium lorsque la biodisponibilité du NO est déficiente (Bauersachs
et al. 1996; McCulloch et al. 1997). Il semble que les conditions vasculaires délétéres
induites par la diéte riche en gras ont stimulé les aortes a produire une plus grande
quantité d’EDHF, révélée lors de I'inhibition des voies du NO et de la PGI; (Leblond et al.
2013).
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Dans les artéres fémorales, la diete riche en gras n’a pas changé la réponse a
'acétylcholine entre les groupes (Leblond et al. 2013). Les souris actives et ayant
consommeées la catéchine montrent toutefois des meilleures propriétés élastiques que
les souris inactives, comme démontré par la mesure de la compliance dans les artéres
fémorales (Leblond et al. 2013). Au niveau des artéres cérébrales, les souris actives ont
maintenu une relaxation dépendante de I'endothélium supérieure a celle mesurée chez
des souris ayant consommé la catéchine et une meilleure compliance que celle des

souris inactives (Leblond et al. 2013).

L’exercice et la catéchine ont prévenu certains des effets délétéres induits par la diéte
riche en gras observés chez les souris inactives, et ce malgré la présence de l'obésité,
I'hyperglycémie, I'hyperinsulinémie et I'hypercholestérolémie. La fonction endothéliale
aortique et la compliance des arteres fémorales ont été supérieurs chez les souris
actives et ayant consommé la catéchine par rapport aux souris inactives. Il est
intéressant de noter que le niveau des isoprostanes circulants était similaire entre les

trois groupes suite a la diéte riche en gras.

4.2.3 Pourquoi les antioxydants n’offrent-ils pas les mémes bénéfices

que I'exercice?

En présence d’'une diéte riche en gras, nous avons observé une activité de la SOD2 plus
faible dans les aortes des souris actives par rapport aux souris inactives et ayant
consommé de la catéchine, suggérant une quantité plus faible d’anions superoxydes
aortiques chez les souris actives (Leblond et al. 2013). Une hausse de la quantité des
anions superoxydes participe a la dysfonction endothéliale (Mollnau et al. 2002) et
l'utilisation de I'apocynine, un inhibiteur de la Nox, renverse la dysfonction endothéliale
observée avec I'dge dans les carotides des souris (Rippe et al. 2010), dans les artéres
cérébrales des souris dyslipidémiques (Drouin et al. 2011b) et dans les artéres basilaires
des rats diabétiques (Matsumoto et al. 2007b). De plus, l'utilisation d’un analogue de la
SOD (tempol) permet d’améliorer la fonction endothéliale dans les artéres carotides

isolées de souris agées (Durrant et al. 2009). L'activité de la SOD2 dans les artéres
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cérébrales (ou les souris actives ont une fonction endothéliale supérieure) n’a toutefois

pas été évaluée.

L’'inflammation observée suite a la diéte riche en gras chez les souris ayant consommé la
catéchine par rapport aux souris actives est une autre raison pouvant expliquer la
supériorité de I'exercice sur la catéchine (Leblond et al. 2013). En effet, nous avons
observé une hausse dans les expressions géniques de COX2 et de I'angiopoiétine-like 2
(Angptl-2) dans l'aorte aprés la diéte riche en gras seulement chez les souris ayant
consommeé la catéchine (Leblond et al. 2013). L’expression de COX2 qui est associée a
linflammation peut étre stimulée par les RS, particulierement les anions superoxydes in
vitro (Feng et al. 1995). De plus, le niveau d’expression génique de COX2 corréle avec le
niveau des dommages vasculaires dans les cellules endothéliales isolées de patients
coronariens (Voghel et al. 2007). La hausse d’expression de COX2 est donc délétére.
D’autre part, 'Angptl-2 est une nouvelle protéine proinflammatoire (Tabata et al. 2009;
Okada et al. 2010; Tazume et al. 2012) et est associée au stress oxydant (Farhat et al.
2008) et a l'athérosclérose (Farhat et al. 2013). L'injection d’Angptl-2 chez la souris
dyslipidémique accélére la progression de la plaque et stimule I'expression de cytokines
pro-inflammatoires comme I'lL-6 et TNF-a (Farhat et al. 2013). En revanche, la souris
Angptl-2"' présente des niveaux circulants inférieurs d’'IL-6 et de TNF-a par rapport aux
souris Angptl-2*"* (Tabata et al. 2009). La translocation au noyau de NF-xB induite par
I’Angtpl-2 in vitro pourrait expliquer le caractére proinflammatoire de I'’Angptl-2 (Tabata et
al. 2009). L’'expression protéique aortique et les niveaux circulants d’Angptl-2 sont aussi
augmentés chez la souris avec I'dge et la présence de la dyslipidémie (Tabata et al.
2009; Farhat et al. 2013). Une hausse de NF-«xB et de certains de ses génes cibles pro-
inflammatoires (TNF-a, INOS, Angptl-2) est associée a la dysfonction endothéliale
(Arenas et al. 2006; Csiszar et al. 2007a; Donato et al. 2007; Donato et al. 2008;
Rodriguez-Manas et al. 2009; Ungvari et al. 2011a; Ungvari et al. 2011b; El Assar et al.
2012; Yu et al. 2013). Ces indices d’inflammation observés chez les souris ayant
consommeé la catéchine suite a la diéte riche en gras suggerent le développement de la

dysfonction endothéliale a long terme.

La différence vasculaire observée suite a la diéte riche en gras entre les souris qui

étaient actives et celles ayant consommeé la catéchine ne peut s’expliquer par un effet
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métabolique différent. La pratique de l'activité physique volontaire ou la consommation
de la catéchine pendant les mois 1 a 9 n’a pas prévenu |'obésité, I'hyperglycémie,
I'hypercholestérolémie ni I’hyperinsulinémie observée chez les souris contrbles apres la
diéte riche en gras pendant les mois 9 a 12 (Leblond et al. 2013). Des études du
laboratoire ont préalablement démontré que la pratique de I'exercice physique volontaire
(Bolduc et al. 2011) et la consommation de catéchine (Bolduc et al. 2012) pendant 3
mois chez des souris dyslipidémiques agées de 3 mois prévient la dysfonction
endothéliale dans les artéres cérébrales sans modifier le poids des souris, la glycémie et
la cholestérolémie. Il n’est donc pas surprenant que la diéte riche en gras pendant 3 mois
chez les souris actives ou ayant consommées de la catéchine ait provoqué un profil

métabolique similaire aux souris inactives (Leblond et al. 2013).

Bien que I'exercice et la catéchine soient reconnus pour leurs propriétés antioxydantes,
nos résultats démontrent que I'exercice est plus efficace que la catéchine pour améliorer
la maturation des cellules endothéliales. Celles-ci présentent une meilleure fonction
dilatatrice dans les artéres cérébrales, une quantité d’anions superoxydes
potentiellement plus basse et aucun indice d’inflammation suite a la consommation
pendant 3 mois d’'une diéte pro-athérosclérotique. L’environnement vasculaire promu par
'exercice semble avoir stimulé une meilleure capacité d’adaptation des cellules

endothéliales a faire face a un stress métabolique délétére.

4.2.4 Les effets vasculaires d’une diete riche en gras chez les souris
p53+/.

Dans le cadre de notre seconde étude, nous avons soumis les souris WT et p53*" a une
diéte riche en gras entre 3 a 6 mois (Leblond et al. 2014). Notre période d’étude s’est
arrétée a 6 mois étant donné le développement rapide des cancers chez les souris p53*"
a partir de I'dge de 9 mois (Donehower et al. 1992; Harvey et al. 1993; Jacks et al. 1994;
Purdie et al. 1994; Venkatachalam et al. 2001). Etonnamment, la diéte riche en gras
chez les souris WT a provoqué une amélioration de la réponse a I'acétylcholine dans les
aortes (Leblond et al. 2014). Comment une diéte délétére peut-elle favoriser la relaxation

dépendante de I'endothélium dans les aortes isolées des souris WT alors que le profil
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pro-athérosclérotique d'une diéte riche en gras est plutét associé a la dysfonction
endothéliale (Napoli et al. 2003; Leblond et al. 2013)? Nous observons toutefois chez les
souris WT agées de 6 mois ayant consommé la diéte riche en gras une composante
EDHF plus développée qui permet une meilleure fonction endothéliale (Leblond et al.
2014). Plusieurs exemples démontrent que I'endothélium utilise des mécanismes
compensatoires pour maintenir un fonctionnement vasculaire adéquat. La perte d’'un
EDRF semble pouvoir étre compensée avant que la dysfonction endothéliale ne
survienne. Avant d’observer une diminution dans la quantité de NO disponible suite a la
dysfonction de la eNOS, I'expression de la nNOS augmente dans les artéres cérébrales
ce qui permet d’augmenter la production de NO afin de maintenir la fonction endothéliale
(Meng et al. 1996). Une hausse de la nNOS dans l'aorte peut aussi favoriser la relaxation
en conditions pro-athérosclérotiques (Benkhoff et al. 2012). En effet, la consommation
d’'une diéte riche en gras pendant 8 mois chez des souris a provoqué I'obésité, mais a
parallelement augmenté la réponse a I'acétylcholine des aortes isolées comparativement
aux souris nourries avec une diete réguliere (Benkhoff et al. 2012). La hausse de leptine
occasionnée par la diéte riche en gras a permis I'activation de I'expression génique de la
nNOS, ce qui a favorisé la relaxation des aortes des souris (Benkhoff et al. 2012).
L’EDHF, comme décrit précédemment (section 4.2.2), pourrait également agir comme
mécanisme de compensation afin de favoriser la relaxation dépendante de I'endothélium
lorsque la biodisponibilité du NO est déficiente (Bauersachs et al. 1996; McCulloch et al.
1997; Leblond et al. 2013). Ainsi, les artéres fémorales de jeunes souris dyslipidémiques
agées de 3 mois présentent une relaxation supérieure a celles isolées de souris C57BI/6
grace a des EDHF plus efficaces (Krummen et al. 2005). L’activation des mécanismes de
relaxation alternatifs comme les EDHF chez les souris dyslipidémiques et I'expression de
la nNOS en conditions délétéres (dyslipidémie et obésité) souligne néanmoins I'existence

de mécanismes mis en place pour surmonter un stress, du moins temporairement.

La diéte riche en gras pendant 3 mois a aussi augmenté le poids corporel des souris WT,
leur glycémie et leur cholestérolémie (Leblond et al. 2014). Nous avons aussi constaté
une hausse de la concentration plasmatique de la chimiokine dérivée des kératinocytes
(KC, keratinocyte-derived chemokine) chez les souris WT suite a la diéte riche en gras
(Leblond et al. 2014). La KC est l'orthologue murin de I'lL-8 humaine. L’IL-8 participe

dans les étapes précoces du développement de I'athérosclérose qui sont associées a la
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hausse de l'inflammation (Gerszten et al. 1999; Huo et al. 2001; Apostolakis et al. 2009).
L’IL-8 plasmatique serait un facteur prédicteur d’événements cardiovasculaires (Inoue et
al. 2008) et de la mortalité (cardiovasculaire ou toute-cause) (Panichi et al. 2006) chez
des patients coronariens stables et en défaillance rénale, respectivement. A l'inverse, les
interventions bénéfiques sur la santé cardiovasculaires comme [activité physique
réguliere (Troseid et al. 2004) et les statines (Rezaie-Majd et al. 2002) peuvent améliorer
le profil circulant de I'lL-8. La présence plasmatique de I'lL-8 dans le sang suggére donc
que le processus inflammatoire est amorcé et qu’'un environnement pro-athérosclérotique
s’installe (Apostolakis et al. 2009). Il est intéressant de noter qu’aucune différence dans
les expressions géniques aortiques de COX2 et de '’Angptl-2 n’a été observée suite a la
diéte riche en gras chez les souris WT (données non-publiées). La hausse significative
de l'activité de la SOD2 aortique chez les souris WT suggére une augmentation de la
quantité des anions superoxydes présents au niveau vasculaire suite a la diéte riche en
gras (Leblond et al. 2014). Cette activation de la SOD2 permet probablement d’éviter une
hausse de dommages oxydants (mesurés avec la sonde dihydroéthidium) dans les
aortes suite a la diete riche en gras chez les souris WT (Leblond et al. 2014). Cette
hausse d’activité de la SOD2 pourrait méme favoriser la relaxation dépendante de
'endothélium observée chez les souris WT suite a la diéte riche en gras (Durrant et al.
2009; Rippe et al. 2010).

Il est intéressant de noter qu’une diéte riche en gras pendant 3 mois avait induit des
effets différents selon I'age ou elle était initiée chez des souris LDLR™ (Collins et al.
2009). Les jeunes souris avaient une meilleure capacité a se défendre face au stress
oxydant vasculaire provoqué par cette diete en activant les expressions géniques des
enzymes antioxydantes (SOD2, GPx-1, catalase) alors que les souris 4gées avaient plus
de dommages oxydants étant donné leur incapacité a établir une défense antioxydante
endogéne adéquate (Collins et al. 2009). Dans nos études, suite a la diéte riche en gras
de 3 mois, nous avons tout d’abord observé chez les souris agées de 6 mois 'activation
de mécanismes compensatoires vasculaires (EDHF, SOD2) pour éviter la dysfonction
endothéliale (Leblond et al. 2014), tandis que chez les souris dgées de 9 mois, la
fonction endothéliale est fortement déclinée par la diéte riche en gras (Leblond et al.
2013).
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Chez les souris p53*", aucun effet néfaste sur la fonction endothéliale n’a été observé
suite a la diéte riche en gras (Leblond et al. 2014). De plus, les souris p53*" n'ont pas
développé d’hypercholestérolémie ni dinflammation, protégeant les cellules
endothéliales (Leblond et al. 2014). La diéte riche en gras chez les souris p53*" a tout de
méme provoqué l'obésité et I'hyperglycémie comme observé chez les souris contrbles
(Leblond et al. 2014). Suite a la diéte riche en gras, I'efficacité de la voie des EDHF et le
niveau d’activité aortique de la SOD2 chez les souris p53*" étaient similaires & ceux
observés chez les souris contrdles en présence de la diéte riche en gras (Leblond et al.
2014). L’activation de ces mécanismes compensatoires (EDHF et SOD2) suggére que
I'endothélium subit un stress. Toutefois, le réle insoupgonné de p53 dans la régulation du
métabolisme du cholestérol et des acides biliaires a protégé les souris p53*" soumises a

une diéte riche en gras en empéchant I'hypercholestérolémie.

4.2.5 Le réle inattendu de p53 dans le métabolisme du cholestérol et
des acides biliaires

Chez les souris p53*", les niveaux de cholestérol total et de HDL circulants n’ont pas
augmenté en présence de la diéte riche en gras (Leblond et al. 2014). Alors que la diete
riche en gras a doublé le niveau de LDL chez les souris contrdles, le taux de LDL des
souris p53*" est resté inchangé (Leblond et al. 2014). L’'importance clinique d’une faible
concentration plasmatique des LDL est bien établie (Wilson et al. 1980; Goldstein et al.
2001; MRC/BHF 2002; Law et al. 2003; Baigent et al. 2010). Par exemple, une méta-
analyse de 26 études randomisées a montré qu’une réduction de 1 mmol/L du LDL avec
une statine réduit le risque relatif d’événements cardiovasculaires majeurs de 22%
(Baigent et al. 2010).

Le métabolisme du cholestérol est finement régulé a partir de I'absorption intestinale par
des transporteurs, jusqu’au transport vers le foie, et finalement pour son excrétion via les
acides biliaires. L’'excrétion du cholestérol passe par la conversion en acides biliaires, ou
par I'élimination du cholestérol libre dans la bile. Les acides biliaires favorisent
'absorption intestinale des lipides alimentaires, de cholestérol et des vitamines

liposolubles. Grace a la circulation entérohépatique, 95% des acides biliaires produits par
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le foie seront recaptés par l'intestin (Lu et al. 2010). L’enzyme 7a-hydroxylase (Cyp7A1)
constitue I'enzyme principale dans la synthése des acides biliaires. La Cyp7A1 catalyse
la premiére et I'étape limitante dans la conversion du cholestérol en acides biliaires
(Chiang 2009). Une mutation altérant la fonction de la Cyp7A1 diminue la sécrétion des
acides biliaires et augmente la concentration plasmatique et hépatique de cholestérol
(Pullinger et al. 2002). Cette mutation provoque un phénotype similaire a celui observé
chez des patients hypercholestérolémiques (Pullinger et al. 2002). Le récepteur nucléaire
farnesoid X (FXR, farnesoid X receptor) est le principal facteur de transcription dans le
métabolisme des acides biliaires (Chiang 2009). Cependant, la régulation de I'expression
de la Cyp7A1 passe par les récepteurs nucléaires hépatique X (LXR, liver X receptor) et
le partenaire de petits hétérodimeéres (SHP, small heterodimer partner). Le LXR
(Janowski et al. 1996) stimule I'expression de la Cyp7A1 alors que le SHP bloque la
synthése des acides biliaires via I'inhibition de la Cyp7A1 (Goodwin et al. 2000). Le FXR
peut toutefois indirectement réguler I'expression de la Cyp7A1 en stimulant I'expression
de SHP en présence d’acides biliaires, ce qui permet de réduire la synthése des acides
biliaires (Goodwin et al. 2000). Cette fine régulation est nécessaire puisqu’'une
concentration de bile trop élevée peut provoquer des dommages hépatiques (Perez et al.
2009a). Un excés de bile pourrait participer dans la progression de certains cancers chez
I’humain, principalement ceux du tractus gastro-intestinal (Costarelli 2009). Les acides
biliaires peuvent provoquer des dommages a I'’ADN par la production de RS, ce qui

favoriserait la carcinogenése (Costarelli 2009).

Pourquoi le cholestérol des souris p53*" n’augmente-t-il pas suite & une diéte riche en
gras? L’évaluation de I'expression génique de geénes hépatiques clés dans la synthése
du cholestérol (HMG CoA réductase) et le captage du LDL (récepteur du LDL, la
proprotéine convertase subtilisin/kexine de type 9 et 'apoB) n’a révélé aucune différence
entre les souris contrdles et p53*" suite & la diéte riche en gras (Leblond et al. 2014).
Nous avons toutefois observé une hausse de la quantité circulante des acides biliaires
chez les souris p53*", et ce indépendamment du type de diete consommée par les souris
(Leblond et al. 2014). Nous avons donc évalué les expressions géniques hépatiques de
genes clés dans ce sentier métabolique. L’expression génique de Cyp7A1 est
augmentée chez les souris WT avec la diéte riche en gras et chez les souris p53*"

soumises aux 2 diétes (Leblond et al. 2014). Nous avons observé une hausse de LXR
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chez les souris contrdles nourries avec la diéte riche en gras alors que les souris p53*"
avaient une expression réduite de SHP (Leblond et al. 2014). L’expression réduite de
SHP chez les souris p53*" était indépendante du récepteur nucléaire FXR (Leblond et al.
2014). Il a été démontré in vitro et in vivo que p53 régule le métabolisme des acides
biliaires en contrdlant I'expression de SHP (Kim et al. 2011a; Kim et al. 2011b).
L’activation de p53 par la doxorubicine stimule I'expression de SHP dans les souris WT
mais non dans les souris p53™ (Kim et al. 2011b). L’interaction de p53 avec I'histone H3-
lysine-4 méthyltransférase du lignage mixte de la leucémie 3 (MLL3, histone H3-lysine-4
methyltransferase mixed-lineage leukemia 3) lui permet de lier le promoteur de SHP pour
favoriser son expression génique, ce qui favorise I'inhibition de Cyp7A1 (Kim et al.
2011a). L’activation de p53 in vivo par la doxorubicine diminue I'expression génique de
Cyp7A1, et réduit le contenu en acides biliaires plasmatiques, hépatiques et la taille de la
vésicule biliaire (Kim et al. 2011a; Kim et al. 2011b). Ces diminutions sont inexistantes en
présence de la doxorubicine chez les souris p53” (Kim et al. 2011a; Kim et al. 2011b),
SHP™ (Kim et al. 2011b) ou MLL3™ (Kim et al. 2011a). Ces données sont en accord avec
les résultats observés chez les souris p53*" ol la hausse des acides biliaires circulants
corréle avec la hausse de I'expression de Cyp7A1 et la diminution de I'expression de
SHP (Leblond et al. 2014). Bien que le cycle entérohépatique et le métabolisme des
acides biliaires ne soient pas «en vogue» pour traiter 'hypercholestérolémie en 2013,
leur rGle dans la régulation de la cholestérolémie n’est pas moins significatif: les résines,
qui sont des médicaments qui inhibent la réabsorption des acides biliaires au niveau
intestinal réduisent significativement la cholestérolémie de 15% a 20% (Insull 2006;
Davidson et al. 2010).

L’implication de p53 au niveau du métabolisme des lipides ne s’arréte pas exclusivement
aux acides biliaires. Certaines mutations dans p53 altérent les mécanismes de régulation
des génes cholestérogéniques (Freed-Pastor et al. 2012). Une forme mutée de p53 vient
lier 'élément de réponse aux stérols qui permet la liaison avec la protéine de liaison a
I'élément de réponse aux stérols (SREBP, sterol-response element binding protein)
(Freed-Pastor et al. 2012), un facteur de transcription qui agit comme un senseur
intracellulaire des niveaux de cholestérol (Horton et al. 2002). La liaison du p53 muté a

cet élément de réponse expliquerait pourquoi les expressions de 7 enzymes dans la
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synthése du cholestérol, dont la HMG CoA réductase, sont réduites dans les lignées de
cancer du sein MDA-231 et MDA-468 (Freed-Pastor et al. 2012).

Les patients atteints du syndrome myélodysplasique, une maladie de la moelle osseuse,
ont une expression élevée de p53 et possedent de faibles concentrations de cholestérol
total et de LDL (Ellis et al. 2012). L’étude des cellules sanguines des patients possédant
ce syndrome a montré qu’elles avaient des expressions géniques de la HMG CoA
réductase et du récepteur du LDL supérieures par rapport a celles des patients sains
(Ellis et al. 2012). L’activation de p53 par I'adriamycine chez les souris C57BI/6 a activé
'expression génique hépatique de la HMG CoA réductase tout en diminuant la
cholestérolémie, et ce selon la dose d’adriamycine (Ellis et al. 2012). Notons que nous
n‘avons pas observé de modification dans les expressions géniques hépatiques de la
HMG CoA réductase et du récepteur du LDL chez les souris p53* suite a la

consommation de la diéte riche en gras (Leblond et al. 2014).

Le réle de p53 dans le métabolisme des acides biliaires et donc de I'excrétion du
cholestérol protége les souris p53*" face au stress induit par la diéte riche en gras. En
contrdlant la synthése des acides biliaires via SHP, p53 protege les cellules hépatiques
des dommages et de la carcinogenése que peuvent induire un exces d’acides biliaires
(Costarelli 2009; Perez et al. 2009a). La protection face a I'hypercholestérolémie des

souris p53*" pourrait donc se faire au prix d’un risque plus élevé de cancers.

En plus de son rble de gardien du génome en régulant le cycle cellulaire, p53 contribue a
plusieurs autres voies métaboliques dont celle du cholestérol. Nous voulions tester la
capacité des souris p53*" & faire face a un stress métabolique qui devait affecter la
fonction endothéliale. Cependant, la capacité de p53 a réguler le métabolisme des
acides biliaires leur aura permis d’éviter les stimuli pro-athérosclérotiques et souligne la
polyvalence de p53. Ce phénoméne semble avoir détourné I'objectif initial de vérifier le
réle protecteur de p53 au niveau vasculaire, mais nous a permis de confirmer, d’'une
maniére différente, le paradigme de notre premiere étude selon lequel I'environnement

vasculaire influence directement la fonction vasculaire.
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4.3 Limitations des études

Dans la 1" étude, nous avons choisi de tester les effets préventifs de I'exercice
volontaire ou de la catéchine comparé a un groupe de souris contrOles (inactives sans
catéchine). Etant donné I'ampleur du projet, nous ne pouvions pas tester un deuxiéme
antioxydant. Bien que le resvératrol soit un antioxydant dont les vertus semblent bien
connues (Howitz et al. 2003; Wood et al. 2004; Kaeberlein et al. 2005; Baur et al. 2006;
Valenzano et al. 2006; Milne et al. 2007; Pearson et al. 2008; Ungvari et al. 2010a), nous
avons choisi un autre polyphénol avec lequel nous possédions une bonne expérience,
soit la catéchine (Gendron et al. 2007a; Gendron et al. 2010; Lebel et al. 2010; Drouin et
al. 2011a; Drouin et al. 2011b; Bolduc et al. 2012; Gendron et al. 2012). L'utilisation de la
restriction calorique aurait aussi été intéressante. Il a déja été démontré que la restriction
calorique induit une hausse de la capacité totale antioxydante supérieure a celle induite

par I'exercice volontaire chez des rats (Filaire et al. 2009).

Dans cette premiére étude, nous avons identifié¢ des mécanismes potentiellement
responsables de la supériorité de I'exercice par rapport a la catéchine (quantité des
anions superoxydes inférieurs, aucun indice d’inflammation) sans toutefois avoir de
preuves mécanistiques (Leblond et al. 2013). L'utilisation d’'un anti-inflammatoire en
présence de la catéchine aurait pu démontrer plus directement le réle bénéfique de
linflammation réduite que nous avons observée chez les souris actives (Leblond et al.
2013).

Une autre limitation est que nous n’avons pas identifié 'EDCF dérivé des COX
responsable de la diminution de la relaxation observée dans les aortes isolées des souris
agées de 9 et 12 mois (Leblond et al. 2013) et 4gées de 6 mois (Leblond et al. 2014).
Notre premier candidat, le TXA,, qui avait montré son implication dans le développement
de la dysfonction endothéliale dans les artéres rénales (Gendron et al. 2007a) et
cérébrales (Drouin et al. 2011b) ne semble pas étre en cause dans les aortes isolées des
souris agees de 6 mois puisque le furegrelate (inhibiteur de la TXS) n’affecte pas la
réponse endothéliale (Leblond et al. 2014). De plus, I'expression génique de la TXS et le
niveau de TXB; circulant sont similaires entre les souris contrdles et p53*" (Leblond et al.

2014). L’amélioration de la fonction endothéliale en présence d’'indométacine chez les
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souris ageées de 9 et 12 mois constitue le seul indice de la présence d’'un EDCF dérivé
des COX (Leblond et al. 2013), bien que les expressions géniques de la TXS, PGI,S et
du récepteur TP n’ont pas été modifiées dans I'étude 1 (données non-publiées). La
mesure des métabolites dérivés des COX (PGD,, PGE,, PGF,, PGly,) libérés directement
dans le bain des artéres isolées aurait pu permettre de déterminer plus efficacement
'EDCF responsable de la diminution de la relaxation, comme déja démontré

précédemment (Gendron et al. 2007a; Wong et al. 2009).

Dans la seconde étude, I'apparition prématurée des cancers chez les souris p53™ et
p53"" a imposé certains de nos paramétres expérimentaux (Donehower et al. 1992;
Harvey et al. 1993; Jacks et al. 1994; Purdie et al. 1994; Venkatachalam et al. 2001).
Tout d’abord, nous avons exclu les souris p53” étant donné leur mort prématurée
(Donehower et al. 1992; Harvey et al. 1993; Jacks et al. 1994; Purdie et al. 1994;
Venkatachalam et al. 2001). De plus, puisque les néoplasmes apparaissent vers I'age de
9 mois chez les souris p53*" (Donehower et al. 1992; Purdie et al. 1994), nous avons
limité la période de I'étude a 6 mois pour limiter au maximum le risque d’'un effet des
cellules cancéreuses dans les réponses observées. Les cellules cancéreuses peuvent en
effet initier une réaction inflammatoire qui peut affecter 'organisme en entier (Halliwell et
al. 2007). De ce fait, notre étude s’est effectuée dans un modéle de souris possédant
toujours un certain niveau de p53 (p53+"), sans cancer, ce qui avait le potentiel de

favoriser I'expression de génes antioxydants (Bensaad et al. 2005; Sablina et al. 2005).

4.4 Perspectives

La validation d’'une hypothése scientifique génere souvent plus de questions que de
réponses. Les prochains paragraphes s’attardent sur quelques avenues de recherche

découlant de mes recherches qui m’apparaissent pertinentes.
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4.4.1 La caractérisation de la phase de maturation

La phase de maturation constitue, en théorie, la période pendant laquelle une cellule ou
un tissu acquiert toutes les fonctions requises pour croitre normalement et, ultimement,
faire face au vieillissement. Cette période charniére est susceptible d’étre modulée par
I'environnement: une maturation compromise par un environnement délétére altérera les
mécanismes de défenses cellulaire et accélérera le vieilissement. Cependant, il existe
tres peu de données expérimentales sur cette période, qui semble pourtant si cruciale.
Au niveau vasculaire, nos données suggérent que la présence des RS semble
nécessaire pour permettre un développement optimal des cellules endothéliales entre
'age de 1 et 9 mois, puisqu'un traitement préventif avec I'antioxydant catéchine n'a pas
été aussi bénéfique que I'exercice physique (Leblond et al. 2013). Pourrait-on envisager
de suivre les niveaux de RS pour définir temporellement la phase de maturation? Cette
avenue semble peu prometteuse puisqu’il serait quasi impossible de déterminer si les RS
permettent une signalisation cellulaire bénéfique ou occasionnent un stress oxydant.
Ainsi, quels marqueurs moléculaires permettraient de délimiter dans le temps la phase
de maturation? Le suivi de I'expression de génes clés impliqués dans le vieillissement
pourrait s’avérer une option intéressante. Le moment ou I'expression d'un géne
bénéfique atteint son expression maximale (ou lorsqu’un géne délétére commence a étre
exprimé) pourrait suggérer la fin de la période de maturation. Par exemple, les génes
p66shc (Migliaccio et al. 1999) et Sirt-1 (Tissenbaum et al. 2001; Rogina et al. 2004)
pourraient étre deux candidats potentiels étant donné leur capacité a, respectivement,
réduire ou a augmenter I'espérance de vie dans les modéles animaux. Cependant,
puisque l'expression génique d’'un tissu n’est pas représentatif de tout I'organisme, le
choix du tissu pourrait s’avérer problématique et facilement critiquable. Des marqueurs
plasmatiques seraient donc a privilégier pour deux raisons principales: 1) le plasma est
un reflet systémique et non spécifique d'un tissu donné, 2) une prise de sang est une
procédure non-invasive qui peut étre facilement répétée a divers moments. Ainsi, la
mesure plasmatique du facteur de croissance 1 similaire a l'insuline (IGF-1, insulin-like
growth factor 1), dont la présence ralentit le développement des MCV chez la souris
(Csiszar et al. 2008a; Bailey-Downs et al. 2012; Bailey-Downs et al. 2013), pourrait étre
un marqueur potentiel pour suivre la phase de maturation. De plus, l'insuline stimule la

quantité de cellules endothéliales progénitrices via I'activation du récepteur de I'lGF-1
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(Humpert et al. 2008), suggérant un réle indirect bénéfique de I'lGF-1 via les cellules
endothéliales progénitrices pour la prévention du vieillissement vasculaire. Les cellules
endothéliales progénitrices sont importantes dans 'homéostasie vasculaire puisqu’elles
permettent de réparer et de remplacer les cellules endothéliales endommagées (Leone
et al. 2009). La fonctionnalité et le nombre des cellules endothéliales progénitrices
diminuant avec I'dge (Williamson et al. 2012), I'’évaluation du nombre et de la capacité de
ces cellules apparait aussi comme une cible intéressante pour déterminer le «timing» de
la phase de maturation. Finalement, la découverte de nouveaux facteurs circulants
comme le facteur 11 de croissance et de différentiation (GDF11, growth differentiation
factor 11) qui restaure certaines fonctions altérées par I'dge (hypertrophie cardiaque,
structure, fonction et force musculaire, capacité a I'exercice, fonction cérébrale,
neurogénese) offre une autre possibilité de marqueur moléculaire pour mieux cerner la
phase de maturation (Loffredo et al. 2013; Katsimpardi et al. 2014; Sinha et al. 2014). Le
moment a partir duquel les quantités d’'IGF-1 et de GDF11 plasmatiques se stabilisent,
ou lorsque le nombre de cellules endothéliales progénitrices diminuent pourrait s’avérer

une période a scruter plus particulierement pour mieux définir la phase de maturation.

4.4.2 Les effets de I'exercice physique et de la catéchine sont-ils
durables et spécifiques?

Les résultats obtenus lors de la premiére étude démontrent que les bienfaits vasculaires
de I'exercice protégent contre une diéte riche en gras, et ce malgré I'arrét de la course
chez les souris pendant 3 mois (Leblond et al. 2013). Pendant combien de temps les
effets de I'exercice peuvent-il durer? Certaines études suggérent que les bienfaits
préventifs demeurent de quelques semaines a plusieurs mois (Applegate et al. 1984;
Shima et al. 1996; Patterson et al. 2008), tandis que d’autres ont montré que l'arrét de
I'exercice devient délétére quelques jours apres I'arrét (Applegate et al. 1984; Yasari et
al. 2006; Laye et al. 2009). Dans nos conditions expérimentales, I'exercice physique
pendant 8 mois a permis d’induire une protection endothéliale pendant 3 mois
supplémentaires. Il pourrait étre intéressant de déterminer si la durée de la protection est
directement proportionnelle a la durée de la période d’entrainement, ou si le moment de

l'initiation influence grandement la durée de la protection (protocole de 8 mois de course
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initie @ 6 versus 1 mois par exemple). L’initiation de I'exercice une fois la phase de
maturation complétée permettrait-il de maintenir un effet vasculaire protecteur pendant 3
mois? A Tlinverse, la catéchine semble délétére sur le profil vasculaire lorsque
consommée au deébut de la vie (Leblond et al. 2013). Cet effet est-il spécifique a la
catéchine, ou un autre antioxydant aurait le méme effet? L’utilisation du resvératrol ou de

la vitamine C changerait-il les résultats obtenus?

4.4.3 Une meilleure compréhension du réle du géne suppresseur de

tumeurs p53 au niveau vasculaire

Il semble que les souris p53*", de par leur métabolisme biliaire accru, aient pu éviter le
stress métabolique induit par la diéte riche en gras (Leblond et al. 2014). Pour contourner
ce phénoméne et pour évaluer la résistance a un stress métabolique chez les souris
p53*", différentes alternatives pourraient étre envisagées. Par exemple, I'injection de
streptozotocine, qui détruit les cellules 3 du pancréas, provoquerait un diabéte de type 1
avec tous les désordres métaboliques qui lui sont reliés (hyperglycémie et hausse du
stress oxydant par exemple). L’implantation de mini-pompes contenant de I'Angll ou de
I'’Angptl-2 chez les souris p53*" serait aussi une méthode pour induire un stress afin de
tester les défenses endogénes des souris p53"". La protection contre
I'hypercholestérolémie induite par la diéte riche en gras observée chez les souris p53*"
(Leblond et al. 2014) suggére un role important de p53 dans le métabolisme du
cholestérol et des lipides, mais p53 participe-t-il seulement au métabolisme des acides
biliaires? Bien que nous n’ayons pas observé de différence dans les expressions
géniques de génes clés du métabolisme du cholestérol dans le foie des souris p53*"
(Leblond et al. 2014), une étude in vitro a montré un lien entre p53 le facteur de
transcription SREBP2 (Freed-Pastor et al. 2012), qui constitue le senseur métabolique
des niveaux de cholestérol intracellulaire (Horton et al. 2002). De plus, I'expression de
NPC1L1, le transporteur principal pour I'absorption intestinale du cholestérol (Altmann et
al. 2004) et la cible de I'hypocholestérolémiant ézétimibe (Garcia-Calvo et al. 2005),
semble étre contrélée par p53 dans les cellules hépatiques humaines HepG2 (Goldstein
et al. 2012). Il pourrait étre intéressant d’étudier le métabolisme intestinal du cholestérol

chez les souris p53*" pour déterminer si p53 interagit avec NPC1L1 et SREBP dans les
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entérocytes. Le role de p53 dans le métabolisme du cholestérol n’est donc peut-étre pas

completement élucidé.

4.4.4 Le role de I’épigénétique

L’étude de composantes épigénétiques (modifications affectant I'expression d’un géne
sans en changer la séquence) pourrait aussi s’avérer utile pour expliquer les empreintes
laissées par les différentes interventions précoces (exercice, catéchine et réduction
endogéne de l'expression de p53). En effet, les modifications épigénétiques peuvent
laisser une empreinte sur le génome qui serait méme transférable entre les générations
(Dolinoy et al. 2007; Ng et al. 2010): les modifications épigénétiques apparaissant dans
I'environnement prénatal ou trés tét dans la vie pourraient se faire sentir seulement plus
tard en présence d’un stress (Gluckman et al. 2008). L'épigénétique pourrait expliquer
I'hypothése de Barker qui stipule que I'environnement pré-natal conditionne le risque de
développer des MCV plus tard dans la vie (Barker 1995; Barker 2004). L'épigénétique
pourrait ainsi expliquer I'impact drastique de la «westernization» de la population de l'ile
de Nauru en Polynésie, chez qui le changement d’'un mode de vie traditionnel des
habitants (chasseurs-cueilleurs) vers un mode de vie occidental a fait exploser la
prévalence des MCV (Zimmet et al. 1978; Taylor et al. 1985). La croissance dans un
environnement trop protégé aurait potentiellement mené a une moins bonne capacité
d’adaptation (Gluckman et al. 2008; Gluckman et al. 2009). De fagon similaire, I'effet
antioxydant de la catéchine n’aurait potentiellement pas permis une bonne transition vers
I'environnement pro-athérosclérotique de la diéte riche en gras (Leblond et al. 2013).
Dans le laboratoire, nous avons démontré que la prise précoce de catéchine a affecté le
profil de méthylation du promoteur de la SOD2 dans les artéres fémorales, ce qui aurait
empéché la stimulation de I'expression de cette enzyme protectrice (Nguyen et al. 2011).
Il est aussi intéressant de noter que le géne suppresseur de tumeurs p53 est aussi
régulé par des processus épigénétiques (Levine et al. 2012; Yi et al. 2012). L’étude de la
méthylation de p53, de génes antioxydants (par exemple la SOD2, la GPx1, la catalase
et certaines sous-unités de la Nox comme p22phox et gp91phox) et des génes
importants pour la relaxation (comme eNOS, PGI,S, TXS, IP, TP, COX) dans les artéres

des souris p53*", WT actives et ayant consommeé la catéchine pourrait aussi nous aider a
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mieux comprendre les impacts a long-terme d’un changement dans I'environnement

vasculaire.
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5. CONCLUSIONS

Les objectifs de nos travaux étaient de déterminer quel était I'impact préventif précoce de
'environnement promu par I'exercice, la catéchine et la réduction de I'expression
endogéne du géne suppresseur de tumeurs p53 sur la capacité a long-terme des souris
a faire face a un stress métabolique. Pour ce faire, nous avons évalué, entre autres, la
fonction endothéliale qui permet de suivre de maniere précoce le développement d’'une
dysfonction vasculaire. Nous avons montré lors de la premiére étude a I'aide d’un
protocole novateur que I'exercice permet une meilleure protection par rapport a la
catéchine face a une diéte riche en gras (Leblond et al. 2013). Dans la seconde étude,
alors que nous voulions tester le réle de p53 face a un stress métabolique, nous avons
démontré un métabolisme accru des acides biliaires des souris p53*", ce qui a protége
les souris du stress métabolique (Leblond et al. 2014). Nous avons démontré
globalement un lien entre I'environnement vasculaire et la fonction endothéliale. Nous
avons pu évaluer la capacité des interventions (exercice et catéchine) lors de la
maturation a moduler la capacité des cellules endothéliales a faire face a un
environnement pro-athérosclérotique délétere plus tard dans la vie alors que les souris

p53*" ont échappé a ce «challenge» (Figure 22).
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Figure 22 Impact sur la fonction endothéliale de la diete riche en gras suite a A) la
pratique réguliere de I'exercice volontaire (EX), de la consommation de la catéchine
(CAT), de l'inactivité physique (PI) et B) de la réduction de I'expression endogéne de p53

pendant le développement et la maturation des cellules endothéliales chez la souris.

La fonction endothéliale des souris est affectée par I'environnement vasculaire qui les
entoure. Un environnement bénéfique (inflammation et stress oxydant faibles) pourra
A

protéger la fonction endothéliale (1@5), tandis qu'un environnement délétére
(inflammation et stress oxydant élevé) aura pour effet d’accélérer le vieillissement
vasculaire et d’induire la dysfonction endothéliale (\). La capacité des cellules
endothéliales a maintenir leur fonction lors de changements d’environnements
vasculaires (augmentation ou diminution de l'inflammation et du stress oxydant) sera
dictée par leurs mécanismes de défenses endogénes (i.e. enzymes antioxydantes) qui
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sont développés pendant la phase de maturation. Certains mécanismes de
compensation peuvent étre activés pour maintenir un bon fonctionnement vasculaire
(enzymes antioxydantes, EDRF) en présence d’une hausse du stress oxydant et des

EDCF (@). Avec le vieillissement «normal», la fonction endothéliale diminue avec le
temps, processus qui peut étre accéléré par la présence de facteurs de risque
cardiovasculaire (ou induit par la diéte riche en gras). A) La pratique de I'exercice
physique volontaire (EX) est bénéfique puisqu’elle a permis de maintenir la fonction
endothéliale malgré la diéte riche en gras. La consommation de la catéchine (CAT) a
maintenu la fonction endothéliale en présence de la diéte riche en gras, mais des indices
d’'inflammation ont été observés. Chez les souris inactives (Pl), la fonction endothéliale
diminue avec la diéte riche en gras sans toutefois montrer de hausse d’inflammation. B)
A 6 mois, chez les souris contrdles (WT) les mécanismes de protection endogénes sont
activés (EDHF et SOD2) pour contrer les effets délétéres de la diete riche en gras. Les
souris p53*" (p53*") présentent une composante EDHF équivalente et une activité SOD2
similaire aux souris WT. EDCF: facteurs constricteurs dérivés de I'endothélium; EDRF:
facteurs relaxants dérivés de I'endothélium; RS: espéces réactives.

Considérant la hausse de la prévalence des MCV, une meilleure compréhension des
mécanismes menant vers la dysfonction endothéliale ne peut étre que bénéfique. En
effet, il est prévu que d’ici 20 ans la moitié de la population aux Etats-Unis sera obése
(Wang et al. 2011). Ce fléau laisse méme suggérer que nos enfants vivront moins
longtemps que leurs parents (Olshansky et al. 2005). Bien que mes études n’aient pas
identifié de nouvelles cibles pharmacologiques pour prévenir les MCV, elles démontrent
néanmoins la sensibilité de I'endothélium a I'environnement qui I'entoure, et celui dans
lequel les cellules endothéliales se développent (phase de maturation). De plus, nous
avons montré que I'exercice constitue une méthode de choix pour prévenir la dysfonction
endothéliale occasionnée par une diéte riche en gras. La prévention par un style de vie
équilibré comprenant de I'exercice modéré régulier demeure le meilleur outil, simple et
peu onéreux, a mettre en place pour prévenir le vieilissement de I'endothélium. Les
cellules endothéliales sollicitées régulierement par I'exercice physique ont été mieux
protégées face a un stress exogéne que les cellules endothéliales «frop protégées» par
un antioxydant ou ayant une expression réduite de p53, le gardien du génome. En
accord avec la théorie de I'hormesis, un stress léger provenant de I'exercice serait
bénéfique a long terme pour stimuler les mécanismes de défenses endogénes

cellulaires.
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