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RESUME

Les maladies cardiaques sont une des principales causes de mortalité en Amérique
du Nord. Parmi les facteurs de risque impliqués, I’hypertrophie du ventricule gauche
(HVG) est un des facteurs indépendants de prédiction de la mortalité et morbidité liées
aux maladies cardiaques. On retrouve dans la littérature des évidences que les
phytoestrogénes ont un effet cardioprotecteur. Dans ce mémoire, nous nous sommes
intéressés aux mécanismes moléculaires sous-jacents a cet effet cardioprotecteur. Nous
avons donc utilis€é deux groupes de rats WKY, le premier groupe recevant une
alimentation a base de soya (riche en phytoestrogenes) et le deuxieéme groupe recevant
une alimentation a base de caséine (pauvre en phytoestrogeénes). Nous avons utilisé la
technique de micropuces Affymétrix afin d’observer les différences de transcriptome
entre les deux types d’alimentation. Cette expérimentation nous a lancé sur la piste de
trois différents groupes de genes : les genes circadiens et leurs cibles, les génes impliqués
dans la régulation du cycle cellulaire et les génes reli€s & la kinésine et au cytosquelette.
Nos investigations subséquentes nous ont permis d’observer une modification de
I’expression circadienne au niveau cardiaque de plusieurs genes soient ERRa, p21, per2,
reverba, tef, B-actine et TBP. Etant donné que certains de ces génes sont connus comme
étant importants au niveau cardiovasculaire, on peut penser qu’ils pourraient Eétre
impliqués dans le mécanisme moléculaire conférant son effet cardioprotecteur aux

phytoestrogenes.

Mots-clés : maladies cardiovasculaires, hypertrophie du ventricule gauche,
phytoestrogenes, micropuces Affymétrix, cycle circadien, cycle cellulaire.
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SUMMARY

Cardiac diseases are one of the principal causes of mortality in North America.
Among the many risk factors implicated, left ventricular hypertrophy (LVH) has been
. shown to be an independent predictor of cardiac mortality and morbidity. Several lines
of evidence indicate that phytoestrogens have a cardioprotective effect. Our main interest
has been to find what are the underlying molecular mechanisms of this cardioprotective
effect. To investigate these mechanisms, we have used two groups of WKY rats, the first
group received a soya-based alimentation (rich in phytoestrogens) and the second group
received a casein-based alimentation (poor in phytoestrogens). We have used the
Affymetrix technology to look at the difference in gene expression between the two types
of alimentation. This experimentation led us to three different groups of genes: the
circadian genes and their targets, the genes implicated in the regulation of cell cycle and
genes related to kinesin and cytoskeleton. Our subsequent investigations allowed us to
observe a modification of the circadian expression of several genes at the cardiac level:
ERRa, p21, per2, reverba, tef, B-actin and .TBP. Knowing that some of these genes are
recognized as being important at a cardiovascular level, it lets us believe that certain
genes may be implicated in the molecular mechanisms confering a cardioprotective effect

to phytoestrogens.

Key words: cardiovascular disease, left ventricular hypertrophy, phytoestrogens,

Affymetrix chips, circadian cycle, cell cycle.
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Chapitre I: INTRODUCTION
1. Hypertrophie cardiaque
1.1 Epidémiologie

Les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de mortalité et de morbidité
en Ameérique du Nord. Plusieurs facteurs de risque tels que la dyslipidémie,
I’hypertension artérielle (HTA), le diabéte, I’hyperthyroidie, 1’obésité, la sédentarité, la
consommation de tabac ou d’alcool, la diéte contribuent de facon significative au
développement de ces maladies. Cependant, ces divers facteurs ne suffisent pas a prédire

entierement la mortalité reliée aux maladies cardiovasculaires.

L’étude de «The Framingham Heart Study » a démontré que 1’hypertrophie
ventriculaire gauche (HVG) est un important prédicteur de la morbidité et de la mortalité
cardiovasculaires et ce non seulement lors d’hypertension primaire mais également dans -
la population en général (1-3). En effet, une régression de HVG semble étre un marqueur
pronostique favorable indépendamment de la réduction de la tension artérielle (4:5).
L’HVG augmente le risque d’infarctus du myocarde, de maladies vasculaires
coronariennes, d’arythmie ventriculaire, de mort subite, de défaillance cardiaque, de

maladies vasculaires périphériques et d’accident vasculaire cérébral (AVC) (3).
1.2 Définition de I’hypertrophie cardiaque

Selon le principe de Laplace, I’hypertrophie cardiaque est un mécanisme
compensatoire qui se met en branle lorsqu’il y a présence d’un stress anormal au niveau
des parois ventriculaires. L hypertrophie cardiaque peut étre un phénoméne
physiologique, comme on le retrouve chez les athletes d’élite, qui permettrait
d’augmenter le « maximal oxygen uptake »(6). Ce type d’hypertrophie se définit comme
¢€tant adaptative. Par contre, I’hypertrophie cardiaque peut également étre un phénomeéne

pathologique. On définit ce type d’hypertrophie pathologique comme étant



maladaptative. L’HVG maladaptative permet une adaptation compensatoire pour une
certaine période de temps uniquement. Par la suite, le ventricule hypertrophié soumis a
une surcharge hémodynamique sur une longue période de temps va éventuellement

. devenir défaillant .

Etant donné que les cardiomyocytes sont des cellules en différenciation terminale,
on va retrouvef lors de ’HVG une hypertrophie cellulaire plutdét qu’une hyperplasie.
Lors d’hypertrophie, on observe une augmentation de la taille des cellules, de la synthése
protéique et une réactivation de 1’expression de genes codant pour des protéines fcetales
(8-10). On divise I'HVG en deux -catégories: | concentrique et excentrique.
L’hypertrophie concentrique se caractérise par une augmentation de 1’épaisseur des
parois ventriculaires sans augmentation du diametre de la cavité ventriculaire et est
retrouvée lors d’une augmentation de la post-charge ventriculaire. Au niveau cellulaire,
elle se caractérise par une augmentation du ratio largeur/longueur des cardiomyocytes.
Pour ce qui est de I’hypertrophie excentrique, elle se définit comme étant une
augmentation de diametre de la cavité ventriculaire sans augmentation de 1’épaisseur de
la paroi due a une surcharge volémique. Elle se caractérise par une diminution du ratio
largeur/longueur des cardiomyocytes (11;12). Ces deux types de surcharge

hémodynamique activeraient des voies de signalisation distinctes.
1.3 Causes de I’hypertrophie
1.3.1 Stress hémodynamique

Un stress hémodynamique anormal peut €tre causé par une obstruction du flot
d’éj.ection, une dysfonction diastolique, une ischémie du myocarde et/ou une
tachyarythmie ventriculaire ou ‘supraventriculaire (13). L’hypertrophie compensatoire,
lorsque adaptative, permet de rétablir a la normale le stress sur les parois ventriculaires.
Toutefois, 1’hypertrophie peut &tre maladaptative si elle ne suffit pas & compenser
I’augmentation de stress sur les parois ventriculaires, ce qui va entrainer une dilatation

ventriculaire. Dans un ventricule gauche qui est hypertrophié par une augmentation de



stress hémodynamique, la paroi devient non seulement plus €paisse mais également plus
rigide, avec plus de fibrose et également plus de cardiomyocytes en apoptose. Ces
changements de la paroi compromettent le remplissage diastolique et menent souvent a
un é€largissement du ventricule gauche (14). La dilatation du ventricule gauche peut
également mener 2 un étirement de la valve mitrale ce qui va entrainer de I’incompétence
valvulaire. Celle-ci va augmenter subséquemment le stress sur les parois, engendrant

ainsi un cercle vicieux (15).
1.3.2 Facteurs non hémodynamiques
1.3.2.1 Stimulation neuroendocrine

La stimulation neuroendocrine modifie le remodelage cardiaque des le début de
I’hypertension. 11 a été démontré que I’activité du systeme nerveux sympathique
(noradrénaline) au niveau du cceur est significativement augmentée chez les patients
hypertendus avec HVG en éomparaison avec ceux n’ayant pas d’HVG mais avec un

niveau similaire ’HTA (16-19).
1.3.2.2 Systtme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA)

Le SRAA modifie le développement de ’HVG de fagon significative lors d’HTA.
Dans le SRAA, la rénine, sécrétée par les reins, hydrolyse 1’angiotensinogene, protéine
produite par le foie, pour former 1’angiotensine I qui & son tour va étre hydrolysée par
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ACE), sécrétée par les poumons, pour former
I’angiotensine II. L’angiotensine II est un puissant vasoconstricteur et permet la rétention
de sodium et d’eau par le rein ce qui permet d’augmenter la pression sanguine. La
stimulation du récepteur de 1’angiotensine de type 1 (AT1) par 1’angiotensine II entraine
une augmentation de la masse du ventricule gauche et ce indépendamment de la TA, de
I’indice de masse corporelle (IMC), de l’excrétion de sodium et d’autres facteurs
cliniques (20). L’éffet de la stimulation du récepteur de 1’angiotensine de type 2 (AT2)

sur 'HVG est toutefois controversé. Certaines études ont démontré que le récepteur AT2



joue un role bénéfique dans I’hypertrophie cardiaque (21-25) alors que d’autres ont plutot
démontré que le récepteur AT2 joue un role néfaste dans I’hypertrophie cardiaque (26-
28).

1.3.2.3 Diete riche en sodium

La quantité de sel ingéré dans la diéte modifie le processus d’HVG et ce
indépendamment de la TA, de I’II\/IC, et d’autres déterminants de I’'HVG (29:30).
L’ingestion d’une diete riche en sel entraine une suppression inadéquate du systtme
rénine-angiotensine conduisant a2 une augmentation de ’HVG (31). De plus, une diéte
riche en sodium entraine de la fibrose aux niveaux cardiaque et rénal chez les animaux
normotendus comme chez les hypertendus. Ces observations suggérent qu’un apport
excessif en sodium pourrait &tre un facteur pathologique important des maladies

cardiovasculaires (32).
1.3.3 Génétique

Plusieurs facteurs environnementaux entrainent une augmentation de masse
cardiaque, mais ces facteurs ne suffisent pas a expliquer la variance totale de la masse
cardiaque dans la population (33). La corrélation entre le degré d’HTA, la durée de
I'HTA et 'HVG est faible. 1l a été démontré que des facteurs génétiques influencent la
masse cardiaque (34-39). 1l a ét€ déterminé qu’environ 50% de la variance de la masse
cardiaque est expliquée par les facteurs conventionnels tels que I’Age, la TA, IMC .et
qu’une partie de la variance non expliquée serait due a des facteurs génétiques (34). La
masse cardiaque est un trait complexe ce qui signifie qu’elle est influencée par plusieurs

genes (40).

Les génes qui codent pour des protéines responsables de la structure du VG, de la
transduction de signaux intracellulaires, de I’homéostasie du calcium, de la TA ainsi que

les génes codant pour des hormones, des facteurs de croissance, des substrats



métaboliques pourraient étre responsables de I’héritabilité de la masse cardiaque et du

développement d’HVG (41).

Jusqu’a présent, plusieurs génes ont été ciblés pour étre responsables de la variation -
de la masse cardiaque. 1l fut démontré qu’un polymorphisme de la région TA du géne du
ER o serait relié a la masse du VG. Les patients qui possédent au moins un alléle
présentant une longue répétition de TA auraient tendance a avoir une masse du VG plus
élevée (42). Un polymorphisme du promoteur du gene de I’angiotensinogene fut
€galement associ€ a la masse cardiaque (43). Un polymorphisme d’insertion/délétion de
5 paires de bases a été identifié dans le gene de la calcineurine B. Une délétion de 5
paires de bases dans ce géne peut causer une croissance excessive du VG lorsqu’elle est
associée a une hypertension sévére (44). De plus, il fut démontré chez le rat que le taux
d’expression du gene codant pour le facteur natriurétique de 1’oreillette (ANF) est
génétiquement li€ a la masse cardiaque et ce, indépendamment de la TA (45). Par
contre, cette liste de génes n’est pas exhaustive et permet seulement d’illustrer la
complexité des facteurs génétiques responsables de la détermination de la masse
cardiaque. Chaque géne mentionné ci-dessus contribue seulement pour une faible part a

la variance de la masse cardiaque.
1.3.3.1 Cardiomyopathie hypertrophique (CMH)

La cardiomyopathie hypertrophique est une maladie héréditaire qui se transmet
dans la majorité des cas comme un trait autosomique dominant. Dans certains cas peu
communs, la transmission se fait selon un mode autosomique récessif, 1i€ a I'X ou
mitochondrial. La prévalence de CMH est estimée a 1/500, ce qui en fait une des
maladies génétiques les plus fréquentes. Dans la majorit€ des cas, on retrouve une
altération de la fonction des protéines du sarcomere cardiaque. Les anormalités des
protéines sarcomériques sont variables : défauts divers dans la formation de myofibrilies,
activité ATPase altérée, changement dans la sensibilité au Ca2+, défaut de 1’interaction

actine-myosine. Lors de CMH, I’hypertrophie pourrait représenter une adaptation a



I’incapacité des fibres musculaires de générer une force contractile suffisante pour

maintenir un flot cardiaque adéquat (46).
1.3.3.2 Cardiomyopathie dilatée (CMD)

La forme familiale de cardiomyopathie dilatée est une pathologie héréditaire qui a
un patron de transmission autosomique dominant dans la majorité des cas, mais peut
également étre autosorﬁique récessif, matrilinéaire ou lié¢ a I’X dans de plus rares cas. 1l
existe une grande hétérogénéité génétique pour la CMD et 5 grands groupes de protéines
sont impliqués : du cytosquelette, des jonctions adhérentes, de I’enveloppe et de la lamina

nucléaires et du sarcomere (47).
1.4 Mécanisme moléculaire de I’hypertrophie cardiaque

Lors de ’'HVG, I’expression de plusieurs genes feetaux est augmentée, comme par
exemple la chaine lourde de la B-myosine (48:49), I’actine a des muscles lisses et
squelettiques (50:;51), et le facteur natriurétique de 1’oreillette (52-54). On observe aussi
une diminution de I’expression de la chalne lourde de la myosine o (48:49) et de la

pompe a calcium du réticulum sarcoplasmique (55).

Les mécanismes moléculaires que I’on retrouve dans I’hypertrophie adaptative
semblent étre différents de ceux que I’on retrouve dans 1’hypertrophie maladaptative.
Pouvoir identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans 1’hypertrophie
maladaptative permettrait de développer des moyens thérapeutiques afin de prévenir le

développement d’une telle hypertrophie.

L’hypertrophie est initiée et maintenue in vivo et in vitro par plusieurs facteurs
comme des péptides vasoactifs, des facteurs de croissance, des hormones et des
neurotransmetteurs. Parmi ces facteurs, on retrouve le récepteur de 1’endothéline 1
(ET-1), I’agonistes a;-adrénergiques, angiotensine II, le facteur de croissance des

fibroblastes (FGF), le facteur de croissance « insulin-like » (IGF)-1 et la cardiotrophine



(CT)-1 (56-61). Plusieurs agonistes des récepteurs couplés a une protéine G sont
impliqués dans la réponse hypertrophique (62-64). Les voies de signalisation
intracellulaire situées en aval du récepteur couplé a une protéine G sont également
impliquées dans I’induction de !’hypertrophie. La PKC, protéine de la famille des
sérine/thréonine kinases, fait partie de ces protéines (65-67). Les protéines des familles
Ras et Rho jouent également un role dans I'hypertrophie en activant la voie des MAPK,
grande famille de protéines kinases qui joueraient un réle crucial dans I’activation de
I’hypertrophie et également dans sa transition vers la défaillance cardiaque (68-71).
L’activation de différentes branches de la voie des MAPKs influence la morphologie
cardiaque. Par exemple, l’activation de ERKI1/2 va entrainer une hypertrophie
concentrique qui permet I’amélioration de la fonction cardiaque (72;73). L’activation de
PLLK va également entrainer une hypertrophie adaptative (74:75). Pour sa part,
I’induction de ERK 5 induirait une hypertrophie excentrique et une transition rapide vers
la défaillance cardiaque (76). L’activation de p38-MAPK et de JNK menent également
vers une hypertrophie maladaptative (77-79). Le calcium intracellulaire est également
impliqué dans la réponse hypertrophique. L’activation de la calcineurine, une
sérine/thréonine phosphatase, entraine la déphosphorylation du facteur de transcription
NFATS3 permettant sa translocation dans le noyau et son interaction avec le facteur de

transcription GATA4 et ainsi induire I’expression de genes hypertroﬁhiques (80). 1 fut
démontré par plusieurs études in vitro et in vivo et sur différents modeles expérimentaux,
que le traitement avec la cyclosporine A, inhibiteur de la calcineurine, produit une

réduction significative de 1’hypertrophie (81).
2. Implication de ’environnement stéroidien dans I’HVG
2.1 Dimorphisme sexuel au niveau cardiaque
Chez ’humain, on ne retrouve’ pas avant la puberté de différence significative
entre les sexes pour ce qui est de la masse cardiaque (82). 'Aprés la puberté, on retrouve

une masse cardiaque plus importante chez les males que les femelles d’environ 15-30%

(3:83). En sachant que les maéles et les femelles ont a I’origine le méme nombre et la



méme taille de cardiomyocytes, on peut donc conclure que les cardiomyocytes des males
subissent aprés la puberté une hypertrophie plus importante. Les femmes pré-
ménopausées ont égalenﬁent un plus faible risque de maladies cardiovasculaires que les
hommes. Chez les femmes, le risque de déces par maladies coronariennes correspond
approximativement au risque chez les hommes plus jeunes d’environ 10 ans. Ce risque
se voit augmenter dans la période post-ménopause. Entre 45 et 64 ans, plus d’hommes
(39%) que de femmes meurent de maladies cardiovasculaires. Toutefois, aprés 65 ans,
on retrouve plus de femmes (22%) que d’hommes qui décedent de maladies
cardiovasculaires (84). De plus, les femmes pré-ménopausées ont un meilleur pronostic
pour plusieurs maladies cardiovasculaires que les hommes. Lors de sténose aortique,
d’hypertension, du vieillissement, de CMH, on retrouve chez les femmes une contractilité
augmentée avec une augmentation de I’épaisseur de la paroi ventriculaire. Chez les
hommes, on retrouve une mauvaise contractilité, une dilatation de la chambre et un
amincissement de la paroi ventriculaire (85-90). Une explication intéressante & ces
observations ést que les estrogenes auraient des propriétés cardioprotectrices. Par contre,
cette différence pourrait également impliquer un mécanisme soit génétique, soit hormonal

(autre que les estrogeénes), soit relié au mode de vie, ou une combinaison de ces facteurs

91).

Il existerait également une différence entre les sexes pour ce qui est de la
pharmacocinétique et de la pharmacodynamique des médicaments. La
pharmacocinétique peut différer entre les sexes a cause de plusieurs facteurs, incluant
entre autres l’acidité gastrique, le flot sanguin gastrointestinal, la proportion tissus
musculaires/tissus adipeux, la quantit€ de protéines liant le médicament et la quantité
disponible d’isoenzyme P450, pour ne nommer que. ceux-la. La grossesse, les
.menstruations, la ménopause, la prise de contraceptifs oraux entrainent également des
modifications du métabolisme des médicaments. Il fut noté€ que les femmes avaient un
plus grand risque de développer une torsade de pointes (forme particuliere de tachycardie
ventriculaire due a un trouble de repolarisation ventriculaire) lors de la prise
d’antiarythmiques comme le d—sotaiol. De plus, les femmes ont un risque

cardiovasculaire augmenté lors de la prise de digoxine (92).



2.2 Les estrogenes

Les estrogénes, comme tous les stéroides, sont dérivés du cholestérol et de la
prégnenolone qui sont transformés en androsténedione et testostérone, précurseurs directs
des estrogenes. Les estrogénes sont synthétisés principalement par les ovaires mais

également par les testicules, les glandes corticosurrénales, le tissu adipeux et le cerveau

93).

Les récepteurs des estrogénes (ERs) sont des protéines cytosoliques solubles. Il
existe 2 sous-types de ERs, a et B, ayant une distribution tissulaire spécifique (94). Le
complexe stéroide-récepteur accéde au noyau par les pores nucléaires (95). Ces ERs sont
des facteurs de transcription activés par le ligand. Cette liaison permet !’activation ou la
répression de la transcription des genes dont le promoteur contient la séquence
palindromique de I’élément de réponse & I’estrogéne: 5'-GGTCACAGTGACC-3' (96).
De plus, on retrouve également des ERs 2 la surface cellulaire. Ces ERs membranaires
activent des voies de signalisation intracellulaire via des cascades de kinases, le calcium
et d’autres seconds messagers modulant la transcription (97;98). De plus, les ERs
peuvent également étre activés par des facteurs de croissance sans la présence
d’estrogenes (99). L’activation des ERs indépendante des estrogeénes intervient dans

différentes voies intracellulaires dans les cellules vasculaires et non vasculaires (100).
2.2.1 Role des estrogenes
Les estrogénes modulent plusieurs mécanismes physiologiques dans le systeme

reproducteur méle et femelle, le systeme cardiovasculaire, le systtme immunitaire, le

SNC et I’os (101).
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2.2.2 Effets cardiovasculaires des estrogeénes

Il a été€ établi que les femmes avant la ménopause ont un risque moins €levé de
maladie cardiaque ischémique. Par contre, ce risque se voit augmenter a la survenue de
la ménopause, ce qui suggere que les hormones sexuelles féminines, principalement
I’estrogene, jouent un rble important dans la prévention des maladies cardiaques
ischémiques (102). 11 fut démontré que les cardiomyocytes cOntenajcnt des ERs (103) et
des récepteurs aux androgenes (104). Toutefois, nous ne savons pas quel sous-type de -
ERs est responsable de 1’effet protecteur des estrogenes (94). Les mécanismes‘par
lesquels les estrogénes exercent leur effet cardioprotecteur peuvent €tre de deux types : 1)
effet des estrogénes sur des facteurs systémiques ; 2) effet direct des estrogénes sur les

cellules cardiaques.

Les études sur I’hormonothérapie de remplacement (HRT) administrée aux
femmes ménopausées a permis de démontrer que les estrogenes modifient le ratio
LDL/HDL en augmentant les HDL et en réduisant les LDL et le cholestérol total,
favorisent le métabolisme du glucose, facilitent la vasodilatation entrainée par 1’oxyde
nitrique (NO) et inhibent la réponse des vaisseaux sanguins aux Ilésions et a
I’athérosclérose (105-107). 1l a ét€ démontré que les estrogenes ont un effet direct sur
le ceeur en réduisant la taille du myocarde infarci et ’arythmie ventriculaire lors de
lésions par ischémie/reperfusion sans changement des parameétres hémodynamiques
(105;106). Ces effets cardioprotecteurs des estrogenes pourraient en partie expliquer la
prévalence plus faible de maladies cardiovasculaires chez les femmes pré-ménopausées.
Pendant plusieurs années, ’HRT fut utilisée afin de diminuer les symptomes de la
ménopause et pour ses effets positifs sur ’ostéoporose, la maladie d’Alzheimer et la
fonction cardiovasculaire. Par contre, en 2002, une étude clinique de la WHI sur
I’administration d’une HRT contenant de la progestérone et de ’estrogene a du étre
stoppée prématurément étant donné 1’observation d’une augméntation du risque de cancer
du sein, d’AVC et de maladies des artéres coronariennes (108). De plus, 1’étude clinique
du WHI sur I’administration d’estrogéne seulement n’a pas démontré de protection

cardiovasculaire (109). Par ailleurs, 1’expression hépatique de certaines protéines
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impliquées dans la coagulation et la fibrinolyse est contrdlée par 1’estrogene a 1’aide des
ERs. L’HRT augmente la quantité de facteur VII et diminue la concentration de
prothrombine III, ce qui favorise la thrombose veineuse (110;111). L’HRT augmente
également la quantit¢ de marqueur de I’inflammation, comme la protéine C-réactive

(112). Donc, encore aujourd’hui I’'usage de ’HRT est trés controversé.

Les études chez les animaux ont permis de démontrer que I’estrogeéne
diminue rapidement le courant calcique des canaux calciques de type L ce qui permet de
diminuer le calcium intracellulaire lors de la systole (113:114). Lorsque les estrogénes
sont présents en plus faible concentration, comme chez les males et les femelles
ménopausées, |’augmentation du calcium intracellulaire peut entrainer plus facilement
une induction des voies de signalisation hypertrophiques calcium-dépendantes comme
calmoduline/NFAT et MAPK (115). De plus, les ERs activés par les estrogenes lient la
sous-unité régulatrice de PI3K qui activera a son tour la kinase AKt/PKB et eNOS. Cette
activation induira une protection contre les Ilésions vasculaires causées par
I’ischémie/reperfusion (116). Les stéroides sexuels seraient responsables de
I’augmentation de I’expression de 1I’ACE chez les méles comparativement aux femelles.
II fut suggéré que les estrogénes permettraient une diminution de I’expression de I’ACE
alors que la testostérone permettrait une régulation a la hausse de I’expression de I’ACE
(117). PKB est une molécule centrale de la régulation de I’apoptose et du métabolisme
du glucose. La phosphorylation de PKB induit sa migration vers le noyau et 1’activation
par phosphorylation de facteurs de transcription pro-apoptotiques (118). On retrouve
chez les femmes pré-ménopausées une plus grande quantité¢ de PKB et de facteurs pro-
apoptotiques phosphorylés que chez les hommes du méme age (119). 1l fut démontré
qu’une augmentation de I’activité de PKB est peilt étre protectrice contre les lésions par
ischémie/reperfusion et les infarctus. De plus, PKB activé permettrait d’augmenter la
recapture de glucose en augmentant I’expression du transporteur de glucose GLUT4
(120). P38-MAPK induit l’expression de genes hypertrophiques et une réorganisaﬁon
sarcomérique qui contribuent a la transition vers une défaillance cardiaque (121). 1l fut

démontré que I’estrogéne inhibe P38-MAPK (122).
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2.3 Phytoestrogenes
2.3.1 Caractéristiques et métabolisme des phytoestrogenes

Les phytoestrogenes sont des molécules non stéroidiennes qui ressemblent aux
estrogenes, plus particulierement au 17B-estradiol, et que I’on retrouve dans une grande
variété de plantes. Les phytoestrogénes sont séparées en 4 classes principales
isoflavones, stilbénes, coumestans et lignans. Les principales isoflavones, qu’on nomme
également phytoestrogenes, sont la génistéine et la daidzéine qu’on retrouve
communément sous forme de glucoside inactif en grande quantité dans le soya (123) et
en petite quantit€ dans les fruits. La principale stilbéne est le resvératrol qu’on retrouve
principalement dans de la pelure du raisin et dans les arachides (124;125). Seulement
quelques coumestans ont une activit€ estrogénique, dont le plus important est le
coumestrol que I’on retrouve dans les légumes (126). Lignans est un terme général pour
désigner plusieurs composés, dont un des plus importants est le matairésinol qui est un
dimeére non estrogénique, mais qui est converti par la flore intestinale en entérolactone
qui, lui, a une activit€ estrogénique et qui est facilement absorbé. On retrouve les lignans
principalement dans les graines de lin mais également dans la farine de blé entier, les

fruits et le thé (127).



Figure 1 : Structure des phytoestrogénes en comparaison a 1’estradiol.
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Les isoflavones sont également présentes sous forme de précurseurs, tels que la
biochanine A et formononétine qui sont respectivement convertis en génistéine et en
daidzéine, mole’culeé ayant une plus grande estrogénécité (128), par la glucosidase -
intestinale. La génistéine et la daidzéine sont ensuite métabolisées respectivement en p-
éthyl phénol et en équol et/ou O-desméthylangolensine (O-DMA) des ' composés
facilement absorbés. Les composés absorbés sont par la suite conjugués dans le foie a
I’acide glucuronique ou sulfurique et entrent dans le circulation entérohépatique et sont
excrétés dans Iurine et la bile (129). Ces phytoestrogenes ont une affinité plus grande
pour les ERs B que a (130). Comme pour ce qui est des estrogenes endogenes, les
phytoestrogeénes peuvent lier des ERs cytosolique's et avoir un effet soit génomique (131),
ou lier les ERs membranaires et induire I’activation de voies de signalisation

intracellulaire (132).
2.3.2 Effets cardiovasculaires des phytoestrogénes

Dans la diete des Asiatiques, on retrouve une quantité plus importante de
phytoestrogenes que dans celle des populations occidentales. En effet, en moyenne la
diete asiatique contient entre 20 et 80 mg par jour de phytoestrogénes (133:134) tandis
que la consommation quotidienne aux Etats-Unis se situe entre 0,15 2 3 mg (135). On
retrouve également dans les populations orientales une prévalence moins élevée de
maladies cardiovasculaires, d’ostéoporose, de cancer de la prostate, du sein et du colon.
Cette protection contre ces diverses pathologies est cependant perdue lorsque les

Asiatiques adoptent une alimentation et un style de vie occidentale (136).

En 2000, le « American Heart Association » indiquait qlie la consommation
quotidienne de 25 g de protéines de soya contenant des phytoestrogeénes intacts pouvait
entrainer une amélioration du profil lipidique chez un humain ayant une hyperlipidémie,
en diminuant le taux de cholestérol total, les lipoprotéines a faible densité (LDLs) et les
triglycérides sans affecter de fagon significative les lipoprotéines a haute densité (HDLs)
(137). 1 fut démontré que les protéines de soya ne contenant pas d’isoflavones sont

moins efficaces (138:139). Un apport de 25-50 mg par jour serait suffisant et sécuritaire
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pour diminuer les LDLs d’environ 4-8%.  L’effet hypocholestérolémiant des
phytoestrogénes semble étre plus significatif chez les individus ayant initialement un taux
€levé de cholestérol. L’ingestion de phytoestrogenes semble avoir un effet moindre ou ne
pas avoir d’effet chez les individus ayant un taux normal de cholestérol (140;141). Les
différences individuelles au niveau des différentes enzymes impliquées dans le
métabolisme des phytoestrogénes pourraient étre un facteur important qui déterminerait
I’efficacité de ces composé€s a procurer une cardioprotection. En effet, environ un tiers de
la population humaine convertit efficacement la daidzéine en équol (142:143). Cette
différence au niveau de lefficacité de conversion semble &tre due a une différence
individuelle dans la composition de la flore intestinale qui est modulée par les habitudes
alimentaires (143). Le mécanisme par lequel les isoflavones induisent leur effet
hypocholestérolémiant n’est pas encore connu (144). Toutefois, il a ét€ proposé que les
phytoestrogenes présents dans les protéines de soya pourraient stimuler la clairance du
cholestérol en augmentant 1’activité des récepteurs de LDLs (145). De plus, il subsiste
une controverse par rapport a cet effet hypolipidémiant des isoflavones. En effet,
quelques €tudes porfant sur I’effet des isoflavones pures sur le profil lipidique ont obtenu

des résultats négatifs (141;146-148)

De plus, les phytoestrogeénes pourraient avoir une activité vasodilatatrice. Par

contre, les différentes études sur ce sujet n’arrivent pas toutes a la méme conclusion (149-

155).

Des études in vivo et in vitro ont également démontré que les phytoestrogenes
auraient une activité antioxydante. Les phytoestrogénes semblent augmenter de fagon
directe ou indirecte I’activité de la catalase; de la superoxyde dismutase, de la glutathion
peroxydase et de la glutathion réductase (156;157). La peroxydation des lipides artériels
est un mécanisme présumé de développement et de progression de 1’ athérosclérose (158-

160).

Les isoflavones, en particulier la génistéine, ont démontré des effets

antiprolifératifs dans des lignées cellulaires humaines (161). Sachant que le processus de
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formation de plaques athérosclérotiques est dii initialement & une lésion endothéliale qui
mene a une infiltration et a une prolifération cellulaire, des études irn vitro ont démontré
que les isoflavones pouvaient altérer de fagon favorable les processus cellulaires associés

au développement de la 1ésion (162).

De plus, il fut démontré que la génistéine prévient la thrombogénése et supprime
’agrégation plaquettaire in vitro chez la souris (163). Les isoflavones joueraient un role
de bloqueur de canaux calciques qui entralnerait une inhibition de I’activation des

plaquettes chez I’humain (164).

Une étude a également démontré que 1’administration de nourriture riche en
phytoestrogénes a des rates présentant une surcharge volumique chronique causée par

une fistule aorto-veineuse prévient la dilatation du VG (165).

Le placenta n’étant pas une barriere pour les phytoestrogenes, les meres qui
consomment une di¢te riche en isoflavones procurent donc a leur feetus une exposition
significative a ces molécules (166). De plus, plusieurs études présentent un intérét
soutenu pour les formules de lait pour enfants a base de soya qui contiennent une quantité
importante de phytoestrogénes. Cette inquiétude provient du fait que des études animales
ont démontré qu’une exposition a 50 mg/kg par jour de génistéine augmenterait
I’'incidence d’adénocarcinome de I'utérus a 18 mois (167). Toutefois, une étude sur
différentes formules pour enfants de lait de soya a établi la dose quotidienne
d’isoflavones ingérée a environ 3 mg/kg de masse corporelle, ce qui est bien en dessous
de la dose induisant des néoplasies chez les souris néonatales (168). Il fut également
démontré que loréqu’une rate est nourrie durant la période de gestation et de lactation
avec une nourriture a base de soya, riche en phytoestrogenes, ses rejetons a 1’age adulte
ont des cardiomyocytes plus courts que les rejetons dont la mere a regu une alimentation
a base de caséine dépourvue de phytoestrogénes. Toutefois, la diéte a base de soya n’a
pas cet effet cardioprotecteur lorsqu’elle est administrée apres 1’4ge de 6 semaines. Cet
effet est reproduit lorsqu’on supplémente la di¢te maternelle exempte de phytoestrogénes

(a base de caséine) avec la daidzéine et la génistéine, les phytoestrogénes les plus
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abondants de la diete a base de soya (169). Par contre, I’impact des phytoestrogénes sur
la morphologie des cardiomyocytes chez les ratons n’a pu étre vérifié étant donné qu’il

est impossible d’isoler a cet dge des cardiomyocytes complétement différentiés.
2.3.3 Mode d’action des phytoestrogénes

Il fut démontré que non seulement les phytoestrogénes ont la capacité de lier les
ERs a et B, mais que les phytoestrogénes peuvent également lier d’autres récepteurs
nucléaires. En effet, les phytoestrogenes lient les récepteurs nucléaires PPARa, PPARY,
PXR, TR P et ERRs. Dong, les effets biologiques des phytoestrogénes pourraient étre

dus en partie a I’activation de ces récepteurs nucléaires.

De plus, les phytoestrogénes joueraient un rble important au niveau de la
méthylation de I’ADN. En effet, des études in vivo et in vitro ont démontré que les
phytoestrogénes modifiaient 1’expression de plusieurs genes en altérant le profil de

méthylation de leur promoteur (170-173).

3. Impact cardiovasculaire d’une modification du cycle circadien
3.1 Cycle circadien

Toute personne ayant déja subi un important décalage horaire a ressenti les
désagréments qu’entraine une perturbation de notre cycle circadien. En effet, cette
situation entraine plusieurs symptdmes : somnolence, diminution de I’attention et des
performances, difficulté a s’endormir et a maintenir le sommeii, irritabilité, malaises
gastro-intestinaux (174;175). De fréquents voyages aériens sont associés a des troubles
menstruels (176), a une atrophie des lobes temporaux et a des déficits cognitifs (177). De
plus, prendre des repas a des phases inhabituelles du cycle circadien entraine une réponse
métabolique inappropriée considérée comme un fdcteur de risque pour les maladies

cardiovasculaires et le diabéte mellitus de type II (178). Les travailleurs de nuit ont un
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risque plus élevé d’ulceéres gastrique et duodénal comparativement aux travailleurs
diurnes (179). De plus, une étude est arrivée a la conclusion que les travailleuses

nocturnes avaient un risque plus élevé de cancer du sein (180).

Tous les organismes vivants ont un rythme circadien extrémement précis et
soutenu, allant des unicellulaires aux organismes plus complexes (181:182). Le cycle
circadien donne I’avantage de I’anticipation. II prépare la cellule aux changements de
I’environnement avant méme qu’ils arrivent. 1l fut suggéré que I’évolution a entrainé le
développement d’une horloge circadienne pour permettre aux cellules non complexes
d’anticiper les périodes de forte radiation ionisante par la lumiére du soleil et permettre
ainsi la synthése d’ADN la nuit et minimiser la quantité de mutations (183). Une des
particularités du cycle circadien est qu’il peut &tre réinitialisé, ce qui nous permet de

s’adapter au décalage horaire.

Dans I’établissement du cycle circadien, l’altérnance lumiéere/obscurité, qu’on
nomme également zeitgeber, est le facteur le plus important. Par contre, d’autres facteurs
influencent I’oscillation circadienne : le cycle de température, le moment des repas et les
interactions sociales (184). Chez les mammiferes, I’horloge cifcadienne située au niveau
du noyau suprachiasmatique (NSC) de I’hypothalamus recoit les informations sur le cycle
lumiére/obscurité et orchestre le rythme circadien au niveau de 'organisme. En effet, le
NSC entraine le cycle veille-sommeil et I’oscillation circadienne au niveau de la synthése
et de la relache hormonales (par exemple, le cortisol et la mélatonine), du maintien de la
température corporelle, de ’apport alimentaire, de divers aspects du métabolisme, de la
pression intraoculaire et de la sensibilité visuelle (185). Des expérimentations animales
ont démontré qu’une lésion au niveau du NSC entraine une perte du rythme circadien,
tandis qu’une transplantation de tissus du NSC feetal réintroduit 1’oscillation circadienne
chez I’animal (186). Le rythme circadien est un mécanisme qui se manifeste au niveau
cellulaire. On a retrouvé un rythme circadien au. niveau de toutes les cellules

‘'mammiféres qui ont été investiguées jusqu’a présent (187-190). Toutefois, cette
oscillation périphérique est gardée en phase grace au NSC. Le NSC recoit des signaux

des photorécepteurs de la rétine via la voie rétinohypothamique. En réponse aux signaux
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envoyés par la rétine, le NSC stimule la sécrétion de sérotonine par la glande pinéale
durant la journée et de mélatonine durant la nuit (191). La concentration de mélatonine
est toujoufs plus élevée durant la nuit éhez tous les animaux étudiés jusqu’a présent
méme chez ceux actifs la nuit. L’élévation nocturne de mélatonine dépend également de
I’augmentation de noradrénaline au niveau de la branche nerveuse terminale qui agit sur
les récepteurs a et B-adrénergiques (192). La sécrétion nocturne de mélatonine est abolie
ou réduite substantiellement lorsqu’un mammifere est exposé de fagon continue (24
heures) a la lumiere. Toutefois, I’expression des genes circadiens reste inchangée ou
subit une légere translation. Les personnes aveugles ont un cycle circadien qui est un peu
plus long que 24 heures (environ 24,5 heures) mais qui n’est pas synchronisé avec les
éléments environnementaux (lumiere/obscurité). L’administration de mélatonine
exogene chez ces gens régularise leur cycle circadien (193). Les effets de la mélatonine
sont médiés par des récepteurs membranaires couplés a une protéine G. Chez les
mammiferes, deux sous-types de récepteurs ont €té identifiés : MT; (Mel,) et MT,
(Melyp). Toutefois, I’effet physiologique de la mélatonine endogéne n’est encore que tres

peu compris.

3.1.1 Mécanismes moléculaires

Le cycle circadien est régi par plusieurs protéines qui induisent une boucle de
rétroaction transcriptionnelle positive et négative sur une période de 24 heures (figure 2).
Le modele couramment accepté de l’oscillateur circadien chez les mammiferes est
composé de : période (Perl, Per2, Per3), cryptochrome (Cryl, Cry2), Clock et 2 Bmal.
Chez les mammiferes, Clock et Bmall s’hétérodimérisent pour former un complexe-
transcriptionnel actif qui va lier I’élément « E-box » (CACGTG) qu’on retrouve dans le

. promoteur des geénes Per et Cry (194:195). Lorsque que Per et Cry ont été traduits, ils
forment un complexe qui se transloque au noyau et inhibe la transcription dépendante de
I’hétérodimere Clock-Bmall par une interaction protéine-protéine directe (196). La
transcription d’autres génes contenant des « E-box » est également modulée par la liaison

de I’hétérodimeére comme par exemple, Dbp (albumin D element-binding protein) et Tef.



20

(thyrotroph embryonic factor) (197). Une boucle auxiliaire qui est contrdlée par
Reverba, récepteur nucléaire orphelin, ferait le lien entre la partie positive et négative de
I’oscillateur moléculajre (198). Reverba, dont I’expression est induite par 1’hétérodimere
Bmal1-Clock, est exprimé en phase avec Per et Cry. La prot€ine Reverba supprime
Bmall et Clock par une séquence RORE (retinoic acid-related orphan receptor response
element). La diminution de concentration de Reverba permet I’expression de Bmall et
Clock qui a son pic a la fin de la nuit circadienne. Dec (differentially expressed in
chondrocytes) est une protéine a domaine basique hélice-boucle-hélice qui inhibe la
transcription du messager de Perl en liant le « E-box » de son promoteur (199). Clock-
Bmall activent la transcription d’autres génes cibles ce qui entraine leur rythmicité. En
plus de ce contrdle transcriptionnel, d’autres niveaux de régulation permettent d’établir et
de maintenir le rythme circadien : régulation post-transcription (200:201), modifications
post-traductionnelles (202), remodelage de la chromatine (203;204), disponibilité et

stabilité¢ des protéines du cycle circadien et régulation de la localisation intracellulaire

(205:206).
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Figure 2 : Représentation schématique du processus moléculaire constituant 1’oscillateur
circadien au niveau du NSC chez les mammiferes.

[ ] RORE promoter sequence
2] Ebox promoter sequence
(WP cLOCK/BMALY heterodimer [ REVERBo protein

{88 PER/CRY hetercdimer

r—s2

\___/

Circadian day Circadian night

Tirée de Hastings MH, Herzog ED. J Biol Rhythms 2004;19:400-13. (207)
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L’oscillation sur environ 24 heures est possiblement due au délai entre la
transcription, la traduction et la répression transcriptionnelle, mais ce mécanisme n’est
toutefois pas enticrement compris. Il fut noté chez I’animal et chez I’humain qu’une
augmentation de la dégradation du messager ou de la protéine Per entraine un

raccourcissement de la période circadienne (208-210).
3.1.2 Cycle circadien et pathologie cardiovasculaire

Le cycle circadien module plusieurs processus physiologiques. Durant la nuit,
lorsque la concentration de mélatonine est élevée, la TA, le rythme cardiaque et le débit
cardiaque sont diminués et la résistance vasculaire périphérique est augmentée (211).
Plusieurs incidents cardiovasculaires (incluant I’infarctus du myocarde, 1’arythmie
cardiaque, la mort subite, et I’AVC) ont une incidence plus élevée le matin entre 6h00 et
12h00 que le soir. Des études ont démontré que les corticostéroides activent les
leucocytes et la fonction endothéliale de fagon différentielle en fonction du cycle
circadien, ce qui pourrait jouer un role critique dans la pathophysiologie des événements
thrombotiques et autres troubles inflammatoires (212). La présence de récepteur MT1
sur les arteéres coronaires a été démontrée, ce qui serait compatible avec un effet direct de
la mélatonine sur le systeme vasculaire. Plusieurs facteurs physiologiques qui ont un
effet sur la fonction vasculaire sont modulés directement ou indirectement par
Poscillation circadienne : 1’adrénaline plasmatique, [D’activateur tissulaire du

plasminogene (PA-1), I’agrégation plaquettaire et la fibrinolyse.

I fut démontré que chez les hommes en santé, la vasodilatation dépendante de
T’endothélium varie selon l'oscillation circadienne. Ce phénomene semble étre
cardioprotecteur puisqu’il permet de compenser pour les changements au niveau des
parameétres hémodynamiques dépendants du temps. Toutefois, les patients pré_sentant une
maladie coronarienne ont perdu ce rythme circadien au niveau de la vasodilatation
dépendante de I’endothélium et donc son effet cardioprotecteur, ce qui pourrait contribuer

a la progression de 1’athérosclérose (213).
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De plus, la mélatonine pourrait directement affecter la réponse biologique aux
estrogénes. En effet, une étude sur des cellules en culture a établi que la mélatonine
supprime la transcription génique dépendante du récepteur ERa et réprime sa réponse

biologique (214).
3.1.3 Effets des estrogenes sur le rythme circadien

. 11 fut démontré que des récepteurs ERa et ERP se refrouvent au niveau du NSC

(215;216) et que les estrogénes ont un impact sur le cycle circadien (217). L’activation
de ces récepteurs semblerait modifier la sécrétion de neurotransmetteurs au niveau du
NSC et ainsi modifier 1’oscillation circadienne (218). Toutefois, aucune étude n’a

démontré un effet similaire des phytoestrogenes sur le cycle circadien.
4. Implication du cycle cellulaire dans PHVG
4.1 Cycle cellulaire

Les cellules qui ne sont pas en division se retrouvent en phase Gy du cycle
cellulaire. Ces cellules doivent entrer dans la phase G; afin d’éventuellement pouvoir se
répliquer. L’initiation de la réplication de I’ADN a lieu 2 la phase S du cycle, ensuite il y
aura la phase G et mitose a la phase M du cycle cellulaire. Les cyclines, les kinases
cyclines-dépendantes (CDKs) et leurs inhibiteurs sont des molécules clés dans le contrble
du cycle cellulaire. Chaque cycline et ses CDKs partenaires sont importants pour une
phase précise du cycle ‘cellulaire. La phosphorylation de protéines cibles par les CDKs
permet la progression de la cellule vers la phase suivante du cycle cellulaire. Les CDKs
sont exprimées de facon constitutive sous formes inactives. Pour leur part, les cyclines
sont synthétisées en réponse a des facteurs de croissance a des stades précis du cycle

cellulaire et ont pour réle d’éctiver les CDKs (219).

La cycline D1 et CDK4 ou CDKG6 sont impliqués précocement dans la phase G;.

La principale molécule cible de ce complexe est le rétinoblastome (Rb). La
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phosphorylation de Rb par la cycline D1/CDK4 permet de libérer le facteur de
transcription E2F et ainsi permettre la transcription de geénes dont la protéine est
nécessairé a la transition G/S (219;220) (figure 3A). La cycline E, dont la transcription
fut activée par E2F, en association avec CDK2 permet de faire la transition G;/S. Le
prochain point de transition du cycle cellulaire est la transition entre les phases Go/M
(221). La transcription de la cycline A est médiée par E2F. Le complexe cycline
A/CDK2 régule la prophase mitotique. Le médiateur principal de la transition Go/M est
le complexe cycline B/CDK1 qui cause le bris de I’enveloppe nucléaire et initie la mitose

222).

L’activité des complexes cycline/CDK est régulée par les inhibiteurs de CDKs
(CDKI). 1I existe deux classes principales d’inhibiteurs : la famille des Cip/Kip et des
INK4/ARF. La famille des Cip/kip est composée de p21, p27 et p57. Ces protéines lient
et inhibent les complexes cyclines/CDKs. La famille INK4/ARF est composée de
pl16INK4 et de pl4ARF. L’activation de la transcription de p21 est sous le contrble de
P53, un suppresseur de tumeur. Le role de p53 dans le cycle cellulaire est de surveiller et
d’amorcer les points de restriction qui ralentissent ou arrétent la progression dans le cycle

cellulaire des cellules endommagées ou d’induire 1’apoptose (223).

4.1.1 Implication des molécules régulatrices du cycle cellulaire dans la

croissance hypertrophique des cardiomyocytes

Rapidement apres la naissance, les éardiomyocytes n’ont plus la possibilité de se
diviser. Toutefois, la syntheése d’ADN se poursuit durant la période néonatale ce qui
contribue a la binucléation des cardiomyocytes. Dans un cceur adulte, 85% des
- cardiomyocytes sont bloqués a la phase G ou G et 15% sont bloqués a la phase Go»/M du
cycle cellulaire (224). Les €éléments inhibiteurs du cycle cellulaire, spécialement p21 et
p27 sont cruciaux dans cet arrét du cycle cellulaire. Une étude a démontré que lors du
développement de I’HVG induite par une surcharge systolique, on retrouve une
diminution signiﬁcative.mais transitoire de 1’expression de I’ARNm et de la protéine des

deux CDKIs, p21 et p27, entre 3 et 14 jours aprés la constriction aortique
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comparativement aux animaux contrbles et ce taux retourne au méme niveau que les
contrdles 21 jours apres I'opération induisant la surcharge systolique. Des analyses
‘immunohistochimiques sur des coupés de VG ont permis de constater que la diminution
de la concentration des protéines p21 et p27 lors d’HVG a lieu spécifiquement dans le
noyau des myocytes (225). L’expression et [’activité de CDK4 et CDK6 sont
augmentées 7 jours apres la constriction aortique et reviennent au méme niveau que les
contrdles 6 semaines post-opératoires. Donc, lors d’HVG, la diminution de CDKIs
permettrait aux cardiomyocytes d’entrer dans le cycle cellulaire et de processer jusqu’a la
phase G2 étant donné que les cardiomyocytes ne peuvent pas entrer en mitose (figure
3B). Cette diminution dans la concentration de p21 et p27 permettrait I’hypertrophie des
cardiomyocytes (224).
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Figure 3 : Schéma démontrant I’implication possible des molécules régulatrices du cycle
cellulaire dans le développement de cardiomyocytes hypertrophiés.
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Brooks G et al. Cardiovasc Res 1998;39:301-11. (224)
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6.1 Projet de recherche

Le laboratoire pour lequel j’ai travaillé a démontré que lorsqu’une rate est nourrie
durant la période de gestation et de lactation avec une nourriture a base de soya, riche en
phytoestrogeénes, ses rejetons a 1I’dge adulte ont des cardiomyocytes plus courts que les
rejetons dont la mere a recu une alimentation a base de caséine dépourvue de

phytoestrogenes (169).

Nous avons donc été intéressés a en savoir plus sur les mécanismes moléculaires a
I’origine de ces observations. Une micropuce Affymetrix a ét€ générée afin de nous
permettre d’analyser a grande échelle les différences transcriptionnelles entre les ratons
dont la mére a recu une alimentation riche en phytoestrogénes (PE+) et ceux dont la mére
n’a pas ingéré de phytoestrogénes (PE-). Les résultats de 1’analyse de cette puce nous ont
permis d’observer de nombreuses différences entre les deux groupes au niveau de leur

transcriptome.

Notre premier objectif fut de confirmer par des techniques supplémentaires
certains des résultats obtenus 2 partir de I’analyse des micropuces Affymétrix. Parmi les
génes montrant une expression différentielle, nous avons privilégié ceux qui: 1)
montraient les plus fortes différences d’expression ; 2) appartenaient a une classe de
génes dont plusieurs membres montraient une expression différentielle; 3) pouvaient
avoir du point de vue fonctionnel une implication dans la régulation de la masse et/ou la
géométrie du cceur ; et/ou 4) étaient connus pour €tre régulés par des mécanismes de

méthylation du promoteur.
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‘CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

1. Animaux

Toutes les procédures animales ont €t€ approuvées par le comité d’éthique.
animale de [IInstitut de recherche clinique de Montréal (IRCM) selon les
recommandations du Conseil canadien de la santé animale. La nomenclature des souches
se plie aux recommandations de International Rat Genetic Nomenclature Committee.
Les rats WKY/Cfd proviennent d’une colonie gérée a 'IRCM et sont les descendants de
parents WKY/Cr en provenance de Charles River (St. Constant, Québec, Canada). Les
animaux adultes ont été regroupés (2 a 3 par cage); leur accés a 1’eau et a la nourriture est
illimité. Les souches WKY sont maintenues suf deux alimentations différentes; 1’une
contenant du soya et donc des PE : Ralston Purina 5012 (Agribands, Canada), 1’autre
dont la source de protéine est remplacée par de la caséine et qui ne contient pas de PE :
« Testdiet’s casein based 5K96 diet » (Ren’s Feed, Oakville, ON, Canada). Tous les
rats ont été maintenus sur un cycle de lumiere 12 :12 h, les lumieres étant allumées a 6 :
00 AM. Les ratons WKY ont été sacrifiés a 1’age de 3 semaines et ont été séparés de leur
mere qu’au moment de I’expérimentation. Les deux sexes ont été utilisés sans faire de
distinction. Pour les expérimentations portant sur le cycle circadien, les animaux ont été
sacrifiés a différents temps de la journée : 2 :00, 6 :00, 10 :00, 14 :00, 18 :00, 22 :00. Les
animaux sacrifiés entre 18 :00 et 6 :00 ont été cachés de la lumiére jusqu’au moment du
sacrifice. Les animaux ayant servi pour les constrictions aortiques étaient des rats WKY

agés de 12 semaines.

2. Prélevement des tissus

Les animaux utilisés pour les expérimentations de micropuces et du cycle
circadien ont été tués par décapitation. Le cceur a été prélevé et disséqué de facon a
séparer les oreillettes des ventricules et ensuite, séparer le ventricule droit du gauche. Le

ventricule gauche inclut le septum inter-ventriculaire. Les ventricules gauches ont été
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broyés & I’aide d’un mortier et d’un pilon dans de 1’azote liquide et gardés a -80°C pour

usage futur.

3. Extraction de I’ARN total

Les tissus congelés furent homogénéisés dans une solution dénaturante (4 M
guanidium-isothiocyanate, 25 mM citrate de sodium, 0,5% N-Lauroylsarcosine, 0,7% B -
mercaptoéthanol a I’aide d’un Polytron (Brinkmann instruments co.). L’ARN total a €té
extrait selon une modification de la méthode guanidium thiocyanate-phénol-chloroforme
(226). L’ ARN a été extrait avec 0,1 volume de citrate de sodium, 1 volume de phénol
saturé en citrate, 0,2 .volume de chloroforme/alcool isoamyl (49:1) suivi d’une
centrifugation a 10 000g durant 15 minutes. L’ ARN qui se trouve dans la phase aqueuse
fut précipité avec un volume égal d’isopropanol. Ensuite, I’ARN fut nettoyé avec 4 M
LiCl et centrifugé a 14 000g. Le culot d’ARN a été dissous dans du TES (10 mM Tris, 1
mM EDTA, 0,1% SDS) et nettoyé a I’aide d’un volume égal de chloroforme. L’ ARN
contenu dans la phase supérieure a été précipité durant 16 heures 3 -80°C dans de
I’éthanol 100% et 0,1 volume de 3M d’acétate de sodium. L’ ARN total fut dissous dans
de V’eau traité DEPC (sans pyrogéne, certifié sans DNAse et RNAse) (Invitrogen,
Carlsbad, CA) et la concentration des échantillons a été mesurée par spectrométrie a

260/280A. L’ARN fut conservé a -80°C pour usage futur.

4. Micropuces Affymetrix

L’ARN de 3 VG de ratons dans chacun des 2 groupes (PE-F et PE-) a été hybridé
sur 6 micropuces « GeneChip rat genome 230 2.0 arrays ». La micropuce contient
30 000 transcrits provenant du génome dﬁ rat. Le principe de fabrication des puces a
ADN Affymetrix est la synthése in situ de séquences distinctes d’oligonucléotides sur
une matrice de verre, fixées par photolithographie et chimie combinatoire. Onze
oligonucléotides ont ét€ employés pour mesurer le niveau de transcription de chacune des
différentes séquences. Toutes les séquences utilisées sur cette micropuce ont été
sélectionnées dans GenBank, dbEST et RefSeq. Les ARNs qui font ’objet de 1’analyse

sont transcrits en ADNc par transcriptase inverse, puis une transcription in vitro est
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effectuée pour créer de I’ARN marqué a la biotine pour I’hybridation. L’ ARN a analyser
est hybridé est coloré a la streptavidine-phycoérythrine. Les micropuces sont analysées
avec un module de criblage GeneArray a une longueur d’onde de 488 nm. L’émission de
lumiére a4 une longueur d’onde de 570 nm est proportionnelle a la quantit¢ d’ARN
marqué lié a chaque position des oligonucléotides sur la puce. L’hybridation et le recueil
de données des micropuces ont été effectués par le Centre d’innovation Génome Québec
et Université Mc Gill. Ensuite, nous avons analys€ les résultats obtenus. Afin de définir
une mesure de l’expression qui représente la quantit¢ d’ARNm pour le gene
correspondant, il est nécessaire de normaliser I’intensité des amorces dans chaque groupe
d’amorces. La normalisation a été faite 2 ’aide de la méthode RMA (Robust Multi-
Array Analysis) a ’aide du logiciel Bioconductor. L’analyse subséquente a été effectuée
a partir du logiciel Genespring 5.0. Ce logiciel nous a permis de comparer les deux
groupes et de faire ressortir, dans une premiere analyse, les geénes dont le ratio
expérimental/contr6le (ou contrdle/expérimental) était 21,4 et dans une deuxieme
analyse, les geénes dont le « T-test » avait une Valeur de p < 0,05. Ensuite, nous avons
distingué les génes qui sont ressortis dans nos deux analyses. Les expérimentétions

subséquentes ont ét€ menées a partir de ces résultats.

5. RT-PCR semi-quantitative
5.1 Transcriptase inverse

Les transcriptases inverses ont été effectuées selon les recommandations du
fabricant (Invitrogen). L’ARN (2,5 pg) fut dénaturé par une incubation de 10 minutes a
. 65 °C en présence de 0,025 pg/uL d’oligo(DT);2.13 (Invitrogen). L’ARN dénaturé a
ensuite €té rétrotranscrit par 200 uhités de la rétrotranscriptase Superscript II (Invitrogen)
en présence de 1pL de 10mM de dNTP et de 39 unités de RNAGuard (Amersham
Biosciences, Baie d’Urfé, QC) dans un volume total de 10uL a 42 °C durant une heure.
L’enzyme fut dénaturée par une incubation de 15 minutes a 70 °C. L’ ADNCc ainsi obtenu

fut conservé 2 4 °C.
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Pour tous les échantillons, 1 pL d’ADNc a ét€ utilisé pour I’amplification par

PCR. Les amorces ont été congues de fagon & ce qu’elles soient spécifiques & chacun des

genes.

L’amplification a été effectuée a 1’aide de la Taq polymérase (Quiagen,

Mississauga, CA) selon les indications fournies par le manufacturier. Pour chacune des

paires d’amorces les conditions optimales d’amplification ont été déterminées (voir

tableau II).

Afin que l’analyse par PCR soit semi-quantitative, des expériences

préliminaires furent menées pour déterminer le nombre de cycles optimal. Pour chaque

paire d’amorces, nous avons testé un nombre croissant de cycles d’amplification et nous

avons choisi un nombre de cycles se situant dans la phase linéaire d’amplification (voir

Annexe 1).

Tableau I : Amorces utilisées pour les différentes réactions PCR.

PRODUIT AMORCE «FORWARD» AMORCE «REVERSE» GENBANK
p21 5-AGCAAAGTATGCCGTCGTCT-3' 5-GAGTGCAAGACAGCGACAAG-3’ NM_017198
Bmall 5’-CCGTGGACCAAGGAAGTAGA-3’ 5’-GGGAGGCGTACTTGTGATGT-3’ AB012600
Per2 5'-CATCTGCCACCTCAGACTCA-3’ 5'-AGCAGCTTCAGCTTCTCCTG-3’ NM_031678
Dec 5’-AGCCACACGGAACCAGTTAG-3 5-GCAATGGCATCCTCACTTCT-3" NM_133303
Reverb a 5"-TAGACTCCAACAACAACACAGGT-¥’ 5'-CATGGCCACTTGTAGACTTCC-3’ NM_145775
Clock 5" TTGACCAAAGGACAGCAGTG-3' 5".GTGCGAGGACTTTCTTGAGC-3' NM_021856
Dbp 5’-ACCGTGGAGGTGCTAATGAC-3’ 5’-AGCCACACGGAACCAGTTAG-3 AI230048
Tef 5'-TCCCTGATGAGCAGAAGGAT-3’ 5’-ACACGATGGTCTTGCACTTG-3’ NM_019194
ERR a 5’-CCAGGCTTCTCCTCACTGTC-3' 5'-CACAGCCTCAGCATCTTCAA-3' AY280663
gapdh- 5".TCCGCCCCTTCCGCTGATG-3' 5".CACGGAAGGCCATGCCAGTGA-3' NM_017008
TBP 5.GACTCCTGTCTCCCCTACCC-3’ 5'.AGCACAGAGCAAGCAACTCA-3’ AB005895
B-actine 5’-CTTCCTCCCTGGAGAAGAGC-3’ 5'-GCACTGTGTTGGCATAGAGG-3’ BC063166
p21-p53 5 -GTGATTTATTGTGATAAGGAGATTT-3’ 5’-ATTCCCTAAAAACATACTATACCC-3 AABRO03116894
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Tableau II: Parametres des amplifications PCR selon les différentes amorces.

PAIRE AMORCES | TEMPERATURE | NOMBRE DE
D’AMORCES D’HYBRIDATION CYCLES

p21 5uM 60°C 27
Bmall 5uM 60°C 28
Per2 5uM 60°C C 27
Dec 5uM 60°C 28
Reverb a SuM 60°C 28
Clock 5uM 60°C 30
Dbp 5uM 60°C 27
Tef 5uM 60°C 27
ERR o 5uM 55°C 28
gapdh 5uM 60°C 17
TBP SuM 60°C 28
P-actine 5uM 60°C 20
p21-p53 5uM 60°C 35

5.3 Migration et quantification des produits PCR

La migration des produits PCR a été faite sur un gel 1% agarose (Invitrogen)
contenant 1% de bromure d’éthidium. Le gel a ét€ visualisé sur une lumiere UV et
photographié a 1’aide de I’ Alphalmager. La quantification des bandes obtenues a été
exécutée a 1’aide du logiciel AlphaEase FC version 4.0. Toutefois, les résultats n’ont pu
étre normalisés a 1’aide de gapdh, TBP (protéine liant la boite TATA) ou B-actine étant

donné que ces genes présentaient également une expression circadienne.

6. Extraction de PADN

L’ADN a été extrait a partir de 25 mg de tissus congelés a I’aide du « DNeasy

Tissue kit » (Quiagen) selon les recommandations du manufacturier. La concentration
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des échantillons a été mesurée par spectrométric a 260/280A. L’ADN fut ensuite

conservé a 4 °C pour usage futur.

7. Traitement au bisulfite de sodium de PADN

La technique utilisée pour la détection et la quantification de la méthylation de
I’ADN est la méthode du bisulfite de sodium. Cette technique consiste a traiter I’ADN
avec du bisulfite de sodium, ce qui entraine la conversion des cytosines non méthylées en

uracile alors que les cytosines méthylées demeurent inchangées (227,228).

Le traitement au bisulfite et la purification de I’ADN traité ont ét€ effectués a
I’aide du « EZ DNA Methylation kit » (Zymo research, Californie, E-U) a partir de 2 ug
d’ADN selon les recommandations du manufacturier. A partir de ’ADN traité, une
amplification PCR de I’élément de réponse a p53 du promoteur du gene de p21 fut
exécutée comme décrit ci-dessus avec les amorces p21-p53 indiquées dans le tableau L
Une partie des produits PCR fut visualisée sur gel d’agarose comme décrit précédemment

afin de s’assurer que 1’amplification avait bien fonctionné.

8. Séquencage

Les produits PCR ont été purifiés et séquencés au Centre d’innovation Génome

Québec et Université McGill.
9. Constriction aortique

L’HVG a été induite chirurgicalement chez des rats méles de 12 semaines par
une constriction aortique. Chacun des deux groupes (constrictions aortiques et contrdles)
contenaient 5 animaux. Les animaux ont été anesthésiés avec de 1’isoflurane 5% a un
débit de 1 L/min d’O, puis maintenus sous isoflurane 2%. Une aiguille de calibre 26G a
été positionnée sur le dessus de 1’aorte abdominale (en rostrale aux artéres rénales). Une

suture a été faite autour de I’aiguille et de 1’aorte avec un fils de nylon 6-0 et ensuite
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’aiguille fut retirée. La cavité abdominale fut remplie avec 1 mL de saline stérile avant
d’€tre refermée. Les chirurgies contrbles ont été effectuées de la méme maniére a
I’exception des sutures qui n’ont pas été faites autour de 1’aorte. Le cceur a été retiré
rapidement des animaux anesthésiés (0,18 cc de Ketaset + 0,08 cc Xylasine) 3 jours aprés
la chirurgie. La dissection des cceurs et leur conservation ont été effectuées comme décrit

plus haut.
10. Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques ont été faites en utilisant le logiciel GraphPad
Prism 4 (Graphpad Software Inc, San Diego, CA, USA). Toutes les valeurs sont
exprimées en moyennes + SE.M. Le test « two-way ANOVA » a été utilisé afin de
déterminer ’effet des variables temps et alimentation sur l’expression des genes
circadiens ainsi que I’intéraction entre ces deux variables. Le post-test de Bonferroni a
ensuite été€ utilisé pour examiner les différences statistiquement significatives observées

avec « two-way ANOVA » p<0.05 est considéré significatif.



35

CHAPITRE III: RESULTATS

1. Résultats de ’analyse de la micropuce Affymetrix

L’analyse des résultats obtenus a partir des puces Affymétrix hybridées avec
I’ADNc de 6 ratons WKY de 3 semaines nous a permis d’identifier 108 génes dont
I’expression est modifiée de facon significative en présence de phytoestrogenes : 70
génes dont I’expression est diminuée (tableau III) et 37 génes dont I’expression est
augmentée (tableau IV). Une analyse plus approfondie nous a permis de diviser certains
de ces geénes en 3 principaux groupes, soient les génes circadiens et leurs cibles, les génes

reliés au cycle cellulaire et les genes reliés a la kinésine et au cytosquelette.

Tableau III : Résultats de 1’analyse des micropuces Affymétrix présentant les génes dont
P’expression est significativement diminuée en présence de phytoestrogénes.

Systématique | FC P-value | Genbank Common Description

1370510_a_at | 0,28 0,0367 AB012600 Arntl aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like (=BMAL1)
1376831_at 0,37 | 0,0483 | Al712694

1387391_at 0,37 0,0227 U24174 Cdkn1a cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

1374775_at 0,38 0,0164 Al714002 --- Similar to Ki-67 (LOC291234)

1372516_at 0,40 0,0123 Al317842 Similar to kinesin family member 22

1389566 _at 0,40 | 0,0268 | AW253821 Similar to cyclin B2 (LOC309558)

1392899_at 0,41 0,0357 BI284262 Similar to Protein regulator of cytokinesis 1 (LOC308761)
1392939 _at 0,41 0,0215 BM388933 :

1383439_at 042 | 0,0385 Bl278550 - -

1367776_at 0,42 0,0218 NM_019296 Cdc2a cell division cycle 2 homolog A (S. pombe)

1379582_a_at | 0,42 0,0271 AA998516 " Ccna2 cyclin A2

-1388674_at 0,43 0,0215 Al010427 - ---

1372685_at 0,45 0,0352

1390891_at 0,46 0,0122 BE116384 - -

1378423_at 0,47 | 0,0225 Al639060 - -

1389756_at 0,48 0,0235 BM390710 - Similar to protein kinase PK38 (LOC362510)

1373658_at 0,48 0,0235 | Al409259 - -

1368637_at 0,48 0,0279 NM_022303 | LOC84171 | caspase recruitment domain protein 9

1388340_at 0,48 | 0,0461 BF281153 Ns5atp9 Ns5atp9 protein

1391063_at 0,49 | 0,0352 BE113443

1392732_at ‘ 0,52 0,0367 Al711233 Similar to nucleolar protein ANKT (LOC311336)
1367780_at 0,53 0,0397 NM_022391 Pitg1 _pituitary tumor-transforming 1

1372903 _at 0,53 | 0,0492 | Al410054 Similar to 3000004C01Rik protein (LOC303575)
1373722_at 0,54 | 0,0299 BE111697 Similar to rabkinesin-6 (LOC361308)

1384068_at 0,54 0,0339 BI295150 Similar to cytoskeleton associated protein 2
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1393848_at 0,54 0,046 AA957260 Similar to M2 ribonucleotide reductase (LOC304657)
1392950_at 0,55 0,0396 BF552973 Similar to myotilin (LOC291605)

1384280_at 0,56 | 0,0268 | AA964152 -

1370847_at 0,57 | 0,0285 | AAB01238 LOC171569 | F-spondin

1382493_at 0,57 | 0,0339 BG377427

1370269_at 0,58 | 0,0299 | X00469 Cyplai cytochrome P450
1368260_at 0,59 0,0136 NM_053749 Aurkb aurora kinase B
1383940_at 0,60 | 0,0352 BG375704 Similar to NUF2R protein (LOC304951)
Similar to Budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog
1385086_at 0,60 | 0,0483 BF388785 (LOC296137)
1390137_at 0,60 0,043 BM388478 Similar to TRAF4 associated factor 1 homolog (LOC311325)
1380129_at 0,60 | 0,00773 | AA818937
1370345_at 0,61 0,0459 L11995 Ccnb1 cyclin B1
1372665_at 0,61 0,0122 | Al230228
1373026_at 0,61 0,0326 BI303598 Similar to RIKEN cDNA 2410030K01 (LOC363028)
1376185_at 0,61 0,0339 [ AW253880 Kifc1 kinesin family member C1

1376736_at 0,61 0,0123 BG375419 --- -
1384762_at 0,61 0,0217 BE103873 --- -

1372681_at 0,62 0,0367 BI294716 Similar to amisyn (LOC362734)
1368603_at 0,62 0,046 NM_012491 Add2 adducin 2 (beta)

1385619_at 0,62 0,0417 BF562797 Knsl1 kinesin-like 1

1376645_at 0,63 0,0164 AW916327 - -

1371078_at 0,64 | 0,0123 | Al500830 RT1-Aw2 RT1 class Ib

1371209_at 0,64 0,0367 AJ243338 RT1-CE5 RT1 class |

1373897_at 0,64 0,0123 Al103106 - -

1387124 _at 0,64 | 0,0386 | NM_012590 Inha inhibin alpha

1397341 _at 0,65 0,0298 BG663837
1386857_at 0,65 0,0279 NM_017166 Stmn1 stathmin 1

1370346_at 0,65 0,0164 X64589 Ccnb1 cyclin B1

1388901_at 0,66 0,0327 AW534837

1391317 _at 0,66 0,0367 BE109802 Similar to RIKEN cDNA 2810433K01 (LOC291441)
1379416_at 0,66 0,0227 AW535897

1379479 _at 0,66 0,0478 AAB59926 Kif4 kinesin heavy chain member 4

1374893_at 0,68 0,0268 BG380384 - ==
1380098_at 0,68 0,0271 AW535324 - ==

1395765_at 0,68 0,0327 BF546899 Similar to RIKEN cDNA 6330406115 (LOC360757)
1370054_at 0,68 0,0339 NM_131902 Cdkn2c cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18)
1380611_at 0,68 0,0122 Bi284255 Similar to FKBP51 (LOC361810)

1370177_at 0,68 | 0,0367 Al548856 PVR poliovirus receptor

1395844_at 0,69 0,0235. | BF284064 -
1396205_at 0,69 0,0492 BI303419 it -
1390405_at 0,69 0,0227 AA942765 - -

1395697_at 0,68 0,0217 BF561171 - Similar to mEnx-1 (LOC312299)
1376599_at 0,70 0,0463 AWQ15567 --- - '
1378296_at 0,70 0,0367 Al012651 - Similar to RIKEN cDNA A730011011 (LOC296125)

1393451 _at 0,71 0,0122 BI295149 --- ---

Les résultats de ce tableau correspondent aux différences significatives d’expression obtenues lors de
I’analyse par micropuces Affymétrix. Les paramétres employés lors de 1’analyse sont un « fold change »
(FC) PE-/PE+ 21,4 (correspondant a un FC PE+/PE- < 0,71) ainsi que p<0,05.
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Tableau IV : Résultats de I’analyse des micropuces Affymétrix présentant les génes dont

I’expression  est significativement augmentée en présence de
phytoestrogenes.
Systématique | FC P-value [ Genbank Common Description
1379724 _at 1,40 0,0227 BE 103244 - ---
1388587 _at 1,41 0,0497 Al176519 Ler3 immediate early response 3
1374531_at 1,41 0,0235 AA926305 --- ---
1382809 _at 1,41 0,0341 AW921084 Cirbp cold inducible RNA binding protein
1392477 _at 1,41 0,0227 Al059914 Similar to Ets transcription factor (LOC362733)
1391489 _at 1,42 0,0459 Al407339 === Similar to LRG-47 (LOC303090)
1374626_at 1,42 0,0432 BG371585 Similar to leucine-rich alpha-2-glycoprotein (LOC367455)
1386873 _at 1,43 0,0164 NM_017184 Tnni1 Troponin |
1369633_at 1,43 0,0113 AlM71777 Cxcl12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12
1372000_at 1,44 | 0,0273 | Al180187
Similar to interferon stimulated gene factor 3 gamma
1383448_at 1,44 0,0459 Al029121 === (LOC305896)
1389908_at 1,44 0,0318 BE107167 --- -
1398942_at 1,45 0,0339 BI278885 - -
1373911_at 1,48 0,0453 BM389026 Similar to osteoblast specific factor 2 precursor (LOC361945)
1392557 _at 1,48 0,0386 BF389151
1378094_at 1,49 | 0,00825 | BM389654 - -
1370708_a_at | 1,49 0,0216 M61937 LOC191574 | 3-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase
1388880_at 1,50 0,0327 BI278962 - -
1386641_at 1,51 0,0461 BF546770
1367741_at 1,52 0,0164 NM_053523 Herpud1 homocysteine-inducible
1368511_at 1,52 0,0386 NM_133303 Bhihb3 basic helix-loop-helix domain containing (dec)
1388525_at 1,53 0,0164 BE112999 - -
1387116_at 1,54 0,0227 NM_012699 Dnajb9 DnaJ (Hsp40) homolog
1389783_s_at | 1,56 0,0448 BI280865 Similar to Fc fragment of IgG binding protein
1381811_at 1,57 0,0271 BM385405
1389554 _at 1,58 0,0217 AA956784 - -
1387669_a_at | 1,63 0,0299 NM_012844 Ephx1 epoxide hydrolase 1
1372752_at 1,63 0,0123 BF282632 Similar to transmembrane 4 superfamily member 7
1390024_at 1,65 0,0164 [ Al237685
1371298_at 1,66 0,0285 BF284168 H19 H19 fetal liver mBNA
1368865_at 1,66 0,0461 BG666364 Synpr synaptoporin
1370541_at 1,80 0,0282 U20796 Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1
1390430 _at 1,89 0,0271 BF284190 - -
1389632_at 1,90 0,0227 AA799294 === -
1390819 _at 2,18 0,0123 BF419374 === -
1369919_at 2,52 | 0,00825 | NM_019194 Tef thyrotroph embryonic factor
1387874 _at 2,89 0,0164 Al230048 Dbp D site albumin promoter binding protein
1368303_at 3,36 [ 0,00825 | NM_031678 Per2 period homolog 2 (Drosophila)

Les résultats de ce tableau correspondent aux différences significatives d’expression obtenues lors de
I’analyse par micropuces Affymétrix. Les parametres employés lors de I’analyse sont un « fold change »
(FC) PE+/PE- 2 1,4 ainsi que p<0,05.
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Tableau V: Tableau des principaux groupes de génes isolés a partir de 1’analyse des
résultats des micropuces Affymétrix.

Systématique | FC P-value Genbank  [Commun DESCRIPTION
GENES DONT L’EXPRESSION EST DIMINUEE EN PRESENCE DE PHYTOESTROGENES
GENE CIRCADIEN
byl hydrocarbon receptor nuclear
1370510_a_at | 0,21 0,0367 AB012600 Arntl [translocator-like (=BMAL1)
GENES RELIES AU CYCLE CELLULAIRE
1387391_at 0,18 0,0227 U24174 Cdknla |CDKI 1A (p21)

cell division cycle 2 homolog A (S.
1367776_at 0,42 0,0218 NM_019296 | Cdc2a [pombe)

1379582_a_at | 0,42 0,0271 AA998516 Ccna2 [cycline A2
1370346_at 0,65 0,0164 X64589 Cenbl  eycline Bl
1370345_at 0,61 0,0459 L11995 Ccnbl [cycline B1

1370054 _at 0,68 0,0339 NM_131902 | Cdkn2c [CDKI2C (p18)

GENES RELIES A LA KINESINE ET AU CYTOSQUELETTE

1376185_at 0,61 0,0339 AW?253880 Kifcl |kinesin family member C1

1385619_at 0,62 0,0417 BF562797 Knsll |kinesin-like 1

1379479_at 0,66 0,0478 AA859926 Kif4 inesin heavy chain member 4
1368260_at 0,59 0,0136 NM_053749 Aurkb [aurora kinase B

1368603_at 0,62 0,046 NM_012491] Add2 |adducin 2 (beta)

1386857 _at 0,65 0,0279 NM_017166 Stmn] |stathmin 1

GENES DONT L’EXPRESSION EST AUGMENTEE EN PRESENCE DE PHYTOESTROGENES
GENES CIRCADIENS ET LEURS CIBLES

basic helix-loop-helix domain
1368511_at 1,52 0,0386 NM_133303 | Bhlhb3 lcontaining (dec)

1369919_at 2,52 0,00825 NM_019194 Tef [thyrotroph embryonic factor

1387874 _at 2,89 0,0164 ATI230048 Dbp |D site albumin promoter binding protein
1368303 _at 3,36 0,00825 NM_031678 Per2 |period homolog 2 (Drosophila)

On note ainsi que le geéne le plus réprimé par les phytoestrogénes est Bmall, alors
que les génes Dec, Tef, Dbp et Per2 sont parmi ceux dont I’expression est la plus
stimulée par I’ingestion de phytoestrogenes. Tous ces genes appartiennent soit a la
machinerie de I’horloge circadienne, ou sont des geénes cibles connus pour étre régulés
par ces derniers. Deux autres classes de geénes soient : les génes du cycle cellulaire et les
génes reliés a la kinésine et au cytosquelette comprennent plusieurs membres dont

I’expression est réprimée en présence de phytoestrogenes.

Pour nos expériences de validation subséquentes, nous avons concentré nos

efforts sur les génes appartenant aux deux premieres classes. La premiére classe (génes
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circadiens) fut sélectionnée en raison des plus fortes différences d’expression et de
I'implication possible de ces génes dans la régulation circadienne du systéme vasculaire.
La deuxieme classe (génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaife) fut choisie en
raison du grand nombre de génes régulés a la baisse en présence de phytoestrogénes et de
la littérature décrivant leur implication possible dans 'HVG. En particulier, nous avons
focalisé sur p21, car p21 est connu pour : 1) étre impliqué dans 'HVG et 2) connu pour
avoir une expression régulée par la méthylation.

Nous avons également été intéressés a investiguer ce qu’il advenait de
l’cxprcésion du gene ERRa qui est également un geéne cible du cycle circadien au méme
titre que Dbp et Tef. Toutefois, ERRa n’était pas ressorti de notre analyse par
micropuces parce que les niveaux étaient trop faibles pour étre détectés. De plus, il est

connu que ERRa est un récepteur potentiel des phytoestrogenes.

2. Validation des résultats obtenus par I’analyse des puces Affymétrix

Lors de I’analyse des résultats des micropuces, nous avons utilisé un « false
discovery rate » de 0,05 suggérant qu’un résultat sur 20 pourrait &tre un faux positif.
'Nous avons donc voulu confirmer les résultats obtenus par une autre technique d’analyse
de I’expression génique soit la PCR semi-quantitative. Nous avons vérifi€ a I’aide de
cette technique 3 des génes (B[hall, p21, per2) pour lesquels les micropuces montraient
une modification de 1’expression. Pour chacun des deux groupes, trois des échantillons
utilis€s étaient les mémes que ceux employ€s pour les expérimentations de micropuces et
les deux autres €chantillons provenaient d’animaux de la méme portée que les animaux

employés pour les micropuces.
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Figure 4 : Validation par PCR semi-quantitative des résultats obtenus par les micropuces

Affymétrix.
PE+ " PE-
bmal1
p21 WAF1 i R A AR it
per2 - -~
gapdh

Le géne gapdh nous a servi de contréle d’expression. Tous les résultats obtenus a
partir de cette image ont €t¢ normalisés par gapdh avant que les analyses
subséquentes de ces résultats soient effectuées.

Tableau VI : Comparaison entre les deux techniques utilisées des ratios PE+/PE- obtenus.

Micropuces Affymétrix RT-PCR semi-quantitative
Moyenne Moyenne Ratio Moyenne Moyenne Ratio
PE+ PE- PE+/PE- PE+ PE- PE+/PE-
Bmal1 149,355 + 13,463 700,862 + 135,592 0,213 0,143 + 0,016 0,265 + 0,021 0,540
p21 169,017 + 125,0161 962,356 + 378,907 0,176 0,334 + 0,024 0,468 + 0,050 0,714
Per2 1318,868 + 98,166 393,033 + 98,425 3,36 0,357 + 0,028 0,265 + 0,041 1,347

Les résultats qu’on retrouve dans la section RT-PCR semi-quantitative sont obtenus a partir des
valeurs normalisées par le contrble d’expression gapdh. Les valeurs de ce tableau sont exprimées
en moyenne + S.E.M. '

Les résultats que nous avons obtenus vont dans le méme sens que les
changements observés précédemment. Toutefois, les ratios PE+/PE- obtenus ne sont pas
les mémes a I’aide des deux techniques et les différences sont parfois assez importantes

(Tableau VI).
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3. Comparaison de I’expression des génes circadiens et de leurs cibles selon la diéte
PE+ et PE-

Etant donné que les génes cifcadiens étaient ceux qui montraient les différences
d’expression les plus importantes entre les deux types d’alimentation, nous avons voulu
savoir si l’ingestion de phytoestrogénes modifie le profil d’expression des genes
circadiens et de leurs cibles et ce, pour les 24 heures que dure 1’oscillation circadienne.
Nous avons fait nos expérimentations a partir de 18 ratons de 3 semaines provenant de
meres recevant tout au long de la gestation et de la lactation de la nourriture a base de
soya (PE+) (9 animaux) ou de la nourriture a base de caséine (PE-) (9 animaux). La di¢te
PE+ a été remplacée par une diete PE- sur au moins deux générations pour éviter tout
transfert de ces composés de la mere aux petits. Les ratons ont étés nourris de lait
maternel jusqu’au moment du sacrifice. Les ratons ont été sacrifi€s a différentes heures
de la journée comme décrit précédemment. Ensuite, a partir de I’ADNc des VG des
ratons, nous avons observé, a I’aide de RT-PCR semi-quantitative, 1’expression de
plusieurs geénes circadiens et de les leurs cibles (figure 5). Nous avons été intéressés a
analyser |’expression de 3 génes étant connus comme importants pour la régularisation de
I’oscillation circadienne ou pour avoir une expression circadienne soit clock, ERRa et
reverba. Ces génes n’ont pas démontré une différence significative d’expression entre les
deux types d’alimentation lors de I’analyse des micropuces Affymétrix, bien que des
sondes correspondant a ces génes soient présentes sur les micropuces. Les résultats des
RT-PCR n’ont pas été€ normalisés par un contrle d’expression étant donné que tous les
génes fréquemment utilis€és comme contrdle (gapdh, TBP et B-actine) présentaient

également une oscillation circadienne (figure 5 j,k,l).
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Figure 5 : Impact des phytoestrogeénes sur I’expression des genes circadiens et de leurs
cibles chez les ratons de 3 semaines.
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Les résultats correspondent au niveau de transcription des différents génes circadiens et leur
- cibles soient a) Bmall b) clock ¢) DBP d) ERRa e) dec f) per2 g) rev-erba h) tef i) p21 et de 3
genes contrdles d’expression j) B-actine k) TBP et 1) gapdh pour les deux différents groupes (diete

a base de soya (PE+) ou de caséine (PE-)).

Le temps Oh correspond a 6 :00 soit I’heure

d’ouverture des lumicres de I’animalerie et le temps. 12h correspond a4 18 :00 soit ’heure de
fermeture des lumieres. Les valeurs sont exprimées en moyenne (n = 3) + S EM.,

Tableau VII : Résultats d’une analyse par « two-way ANOVA » a partir des données de

I’expression circadienne des différents génes.

Effet du temps sur
I'expression génique

Effet de I'alimentation sur
l'expression génique

Intéraction entre le temps
et l'alimentation

{p-value) {p-value) {p-value)
Bmali <0,0001 (8) 0,0622 (NS) 0,8981 (NS)
Clock 0,3242 (NS) 0,5964 (NS) 0,0008 (S)
Dbp 0,0005 (S) 0,5166 (NS) 0,0007 (S)
Dec 0,0046 (S) 0,1436 (NS) 0,0025 (S)
ERRa 0.0482 (S) 0.0065 (S) 0.1752 (NS)
p21 <0,0001 (S) 0,0013 (S) <0,0001 (S)
per2 <0,0001 (S) 0,0265 (S) 0,3552 (NS)
“reverba <0,0001 (S) 0,0102 (S) 0,0015 (S)
tef <0,0001 (S) 0,0053 (S) 0,0001 (S)
B-actine 0,0074 (S) - 0,0494 (S) 0,0052 (S)
TBP <0,0001 (S) 0,0419 (S) <0,0001 (8S)

Dans ce tableau, les différences significatives (p<0,05) sont indiquées par (S) et les

différences non significatives sont indiquées par (NS).
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A D’exception du géne Clock, tous les génes analysés ont une expression
circadienne. De plus, les résultats obtenus démontrent que la composition de la diéte
modifie I’expression de la majorité des genes circadiens et de leurs cibles. En effet, 5
(ERRaq, p21, per2, reverba et tef) des 9 génes analysés démontrent une expression
significativement différente en présence de phytoestrogénes. On note que pour 3 des 4
geénes pour lesquels I’alimentation n’influence pas I’expression génique, on retrouve tout
de méme une interaction entre le temps et 1’alimentation. On remarque également une
oscillation circadienne au niveau de I’expression de génes n’étant pas connus pour cycler
(B-actine et TBP) et qui servent régulierement de contrdle d’expression dans les études

investiguant I’expression circadienne a I’aide de RT-PCR quantitative.

Figure 6: Expression génique de p21 et per2 quantifiée par PCR semi-quantitative
normalisée par B-actine et TBP.

2.0 3.
Kok oK -&-PE+
g 3.
E § 2,
[

£ < 2.
< & 1
@ E -
- :g 1.
-1 0.

o-c L) L) L) L) L) L] o-c L) LJ L) L

(1} 4 8 12 16 20 24 0 5 10 15 20
Temps (h) Temps (h)
1.5+
&« PE+

E
=z —tr— PE- £
x 2
< c
£ <
° [
- @
N 8
o~ [
5 a
a

O.C v L] ) L] L

(1} 5 10 15 20 25
Temps (h) Temps (h)

Les résultats correspondent au niveau de transcription de deux génes ayant une expression
circadienne a) p21 et b) per2 normalisée par deux contrbles d’expression soient B-actine et TBP
pour les deux différents groupes (diete a base de soya (PE+) ou de caséine (PE-)). Le temps Oh
correspond a 6:00 soit I’heure d’ouverture des lumiéres de I’animalerie et le temps 12h
correspond a 18 :00 soit I’heure de fermeture des lumiéres. Les valeurs sont exprimées en
moyenne (n =3) + SEM.
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Tableau VIII: Résultats d’une analyse par « two-way ANOVA » a partir des données
normalisées par P-actine et TBP de I’expression circadienne de p21 et

per2.
Effet du temps sur Effet de I'alimentation sur | Intéraction entre temps
I'expression génique I'expression génique- et alimentation
(p-value) (p-value) (p-value)
p21/B-actine 0.0003 (S) 0.058 (NS) 0.0282 (S)
p21/TBP 0.0038 (S) 0.0003 (S) 0.0359 (S)
per2/B-actine <0.0001 (S) 0.0157 (S) 0.0086 (S)

per2/TBP <0.0001 (S) 0.0005 (S) 0.0765 (NS)

~ Les résultats qu’on retrouve a la figure 5 jk,1 démontrent que nos contrdles
d’expression ne sont pas valides puisqu’ils ont également une expression circadienne.
Tout dépendant du géne contrdle utilisé, on obtient des résultats différents (figure 6 et
tableau VI). Ainsi, nos analyses subséquentes ont été faites a partir de données non

normalisées.

Tableau IX : Comparaison des résultats obtenus par micropuces Affymétrix et RT-PCR
' semi-quantitatif sur I’impact des phytoestrogénes sur I’expression de
différents génes.

RT-PCR
Affymétrix circadien
Expression en présence de PE

Bmal1 1! o
Dec 1 o
p21 ! !
er2 i !
tef I o

Les différences d’expression qu’on obtient avec la technique de RT-PCR semi-
quantitative .ne vont pas toujours dans le méme sens que les résultats provenant de
I’analyse des micropuces. Les micropuces indiquent une augmentation de 1’expression
de per2 en présence de phytoestrogenes. L’analyse de l’expréssion circadienne de per2
par RT-PCR nous indique une régulation 2 la baisse de I’expression de ce géne en
présence de phytoestrogénes. Le gene p2l1 est le seul pour lequel les résultats des

micropuces et du RT-PCR concordent. En effet, ces deux techniques démontrent une
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diminution significative de I’expression de p21 en présence de phytoestrogénes. Pour ce
qui est des genes Bmall, Dbp Dec et tef, aucune différence significative d’expression ne

fut démontrée par RT-PCR semi-quantitative.

4. Effet de la constriction aortique sur ’expression de p21 chez des rats adultes
dont la mére a recu une diéte PE+ ou PE-

Nous avons été intéressés a savoir si 1’induction de I'HVG par constriction aortique
entraine un changement d’expression de p21 similaire chez les rats ingérant des
phytoestrogénes par rapport & ceux qui n’en n’ingérent pas. Nous avons donc fait une
constriction aortique a des rats méles de 12 semaines, 5 ayant regu une diéte PE+ et 5
ayant regu une di¢te PE- comme décrit ci-dessus ainsi que le méme nombre de contrbles
dans chaque groupe. Les animaux ayant recu une diete PE+ sont des rats dont la mére fut
nourrie avec de la nourriture a base de soya durant la période de gestétion et de lactation.
Toutefois, par la suite, ces rats ont regu une alimentation exempte de phytoestrogenes.
Ce type d’alimentation fut utilis€e précédemment dans le laboratoire et avait démontré
des effets cardioprotecteurs chez les rats adultes. Une analyse par RT-PCR semi-

quantitative nous a permis d’analyser 1’expression de p21.
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Figure 7 : Comparaison de I’expression de p21 entre les animaux ayant subi une
constriction aortique et leurs contrdles selon le type de diete administrée (PE+ et PE-).
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Les résultats correspondent au niveau de transcription du géne p21 normalisé par gapdh.
1’alimentation PE+ correspond a une di¢te & base de soya que les animaux ont regu durant la
période de gestation et de lactation uniquement et I’alimentation PE- correspond a une diéte a
base de caséine. Tous les résultats présentés dans ce graphique ont des différences non
significatives avec un p>0,05.

Les résultats obtenus n’indiquent aucune différence significative au niveau de
I’expression de p21 entre les animaux ayant subi une constriction aortique et leurs
contrdles et ce, pour les deux types d’alimentation. De plus, on ne retrouve pas de
différence significative d’expression de p21 entre les deux types d’alimentation pour ce

qui est des contrdles et également chez les animaux ayant subi la constriction aortique.
5. Méthylation du promoteur du gene de p21

Nous avons analysé la méthylation de 1’élément de réponse & p53, une séquence
importante dans la régulation de I’expression de p21. Le traitement au bisulfite de
sodium de I’ADN de 3 ratons de 3 semaines pour chaque type d’alimentation (PE+ et
PE-) et le séquencage subséquent de cet ADN traité nous a permis de constater aucun
changement au niveau de la méthylation de I’élément de réponse a p53. Tous les sites de

méthylation  étaient  identiques chez  tous les  animaux  analysés.
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Chapitre IV : Discussion

1. Résultats de ’analyse des micropuces Affymétrix

Les phytoestrogénes sont des composés connus pour avoir divers effets
physiologiques. Plusieurs études ont démontré que ces molécules ont un impact sur
plusieurs pathologies ou prédisposent a certaines maladies comme le cancer,
I’ostéoporose, la dyslipidémie, I’athérosclérose, I’hypertension, les symptomes de la

ménopause (137:158:224:229:230). 1l fut récemment démontré que les phytoestrogeénes

avaient un effet antihypertrophique sur le cceur des rats (165:169) et qu’une exposition
aux phytoestrogeénes durant la période de gestation et de lactation protegeait les rats
contre HVG a I’age adulte (169). Nous nous sommes donc intéressés a éclaircir les
mécanismes moléculaires sous-jacents a cet effet cardioprotecteur que procurent les
phytoestrogeénes. Pour ce faire, les ratons utilisé€s (maéles et femelles WKY) ont recu deux
alimentations différentes : I’une dont la source de protéines est le soya qui contient des
phytoestrogénes en grande quantité (PE+) et 1’autre dont la source de protéines a été
remplacée par la caséine et qui se trouve exempte de phytoestrogénes (PE-). Des ratons
de 3 semaines ont été employés lors de ces expérimentations étant donné que 1’effet des
phytoestrogeénes semble étre périnatal. Les animaux consommant la diete PE- ont recu
cette alimentation depuis au moins deux générations afin d’éviter toute transmission de
phytoestrogénes de la mere a sa progéniture. Nous avons commencé notre investigation
en faisant une analyse de I’expression génique a I’aide de micropuces Affymétrix, étant
donné que cette technique nous permettait d’analyser I’expression de milliers de génes
simultanément. Ce type d’analyse nous a permis d’observer chez des ratons WKY de 3
semaines les différences de transcriptome entre les deux types d’alimentation. Parmi les
résultats obtenus, trois groupes de geénes sont ressortis : les génes circadiens et leurs
cibles, les génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et les genes reliés 2 la

kinésine et au cytosquelette (tableau III).
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1.1 Geénes circadiens

Pour ce qui eét de I’analyse par micropuces Affymétrix des génes circadiens et de
leurs cibles, on note lors d’ingestion de phytoestrogénes, une diminution de I’expression
d’un des principaux génes impliqués dans le contr6le du cycle circadien soit, Bmall. Par
ailleurs, on remarque a 1’aide de la technique Affymétrix une augmentation, en présence
d’une alimentation PE+, de trois génes contenant des « E-box » et dont 1’expression est
induite par I’hétérodimere Bmall-Clock, soient Per2, Tef et Dbp. On remarque
également une surexpression de la protéine a domaine basique hélice-boucle-hélice dec
qui permet d’inhiber ’expression de Perl en liant son « E-box » (199). L’expression de
dec est également induite par I’hétérodimeére Clock-Bmall (231). Ces résultats sont
consistants avec la théorie connue du cycle circadien. En effet, il est bien établi que
lorsque la concentration de per2 augmente, cette protéine. s’hétérodimérise avec la
protéine Cry et que le dimére ainsi formé se transloque au noyau, inhibent la transcription
de Bmal et Clock (194). 1l est donc logique qu’on retrouve dans les résultats des
micropuces une diminution de ’expression de Bmal conjointement a une augmentation
de I’expression de per2. De plus, étant donné que I’expression des genes Tef, Dbp et dec
est induite au méme moment que ’expression de per2 (197;231), il n’est donc pas
surprenant d’observer 1’augmentation de 1’expression de ces génes dans les mémes
conditions que per2. Toutefois, ces différences d’expression entre les deux types
d’alimentation (PE+ et PE-) ne sont que des observations et ne peuvent en rien expliquer

directement I’impact de 1’alimentation sur la physiologie et la morphologie du cceur.
1.2 Geénes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire

Pour ce qui est des genes reliés au cycle cellulaire, nous notons en présence de
phytoestrogeénes une diminution de I’expression de deux geénes dont la protéine inhibe le
cycle cellulaire (p21 et p18) et de trois génes dont le produit permet de progresser dans le
cycle cellulaire (cycline A2, cycline B1 et cdc2a). Les résultats obtenus pour p21 ont
également été confirmés par 1’analyse circadienne de 1’expression de p21 (figure 6i).

Lors d’HVG induite par constriction aortique, la diminution de CDKIs permettrait aux
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cardiomyocytes d’entrer dans le cycle cellulaire et d’induire leur hypertrophie. Etant
donné que les phytoestrogénes protegent contre le développement de I’hypertrophie
cardiaque, on se serait attendu a retrouver une augmentation de 1’expression des CDKIs
et une diminution des CDKs. Toutefois, seulement une diminution des CDKs a été
observée. Par contre, on peut faire I’hypothese que le niveau de CDKSs pourrait étre plus
bas de facon constitutive chez les animaux consommant des phytoestrogénes. Ainsi le
niveau de CDKIs serait plus bas chez les animaux recevant une alimentation PE+ en
comparaison a l’alimentation PE- puisqu’une quantit€ moindre serait nécessaire a

I’inhibition des CDKs.

2. Différences au niveau de ’expression des génes circadiens et de leurs cibles selon
la diete PE+ et PE-

11 est bien établi que plusieurs incidents cardiovasculaires: infarctus du myocarde,
arythmie cardiaque, mort subite et AVC ont une incidence plus élevée le matin que le
soir. De plus, tout au long des 24 heures que dure le cycle circadien, on retrouve des
variations significatives de la TA, du rythme cardiaque, du débit cardiaque et de la
résistance vasculaire périphérique (211). Ces observations démontrent que 1’oscillation

circadienne aurait un impact important sur la physiologie cardiovasculaire.

Etant donné que plusieurs génes du cycle circadien ainsi que les génes dont
I’expression est contrdlée par des genes circadiens sont ressortis dans notre analyse de
micropuces Affymétrix, nous nous sommes demandés s’il existait une différence au
niveau de I’expression de ces génes entre les deux types d’alimentation (PE+ et PE-) et ce
sur 24 heures. Pour ce faire, nous avons sacrifi€¢, a différents temps de la journée, des
ratons WKY de 3 semaines ayant recu soit une alimentation PE+ ou PE-. Nous avons

“ensuite analysé 1’expression de ces genes circadiens et de leurs cibles par RT-PCR semi-
quantitative. Toutefois, on n’a pas retrouvé les mémes différences d’expression pohr les
geénes per2 au niveau de I’analyse faite par micropuces ou par PCR semi-quantitative de
I’expression circadienne de ces geénes. En effet, a partir de I’analyse des micropuces, les

résultats indiquaient une augmentation de 1’expression de ces genes en présence de
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phytoestrogénes alors que le contraire a €té observé pour la majorité des temps de
I’analyse de I’expression circadienne de ces génes par RT-PCR. Ces différences peuvent
étre rationnalisées par différentes hypothéses. En effet, étant donné que nos résultats
obtenus par RT-PCR n’ont pas pu étre normalisés par un contrdle de chargement, un biais
a pu ainsi étre engendré et contribué a la divergence des résultats obtenus par les deux
différentes techniques d’analyse de I’expression génique. De plus, nous savons que les
ratons sacrifiés pour effectuer I’analyse par micropuces ont été tués dans 1’avant-midi
entre 7:00 et 11:30, toutefois I’heure exacte n’est pas connue étant donné que le
laboratoire ne s’intéressait pas aux génes circadiens avant I’analyse des résultats des
micropuces. On remarque qu’a certains temps de ’analyse par RT-PCR les différences
entre les 2 groupes (PE+ et PE-) sont moins importantes entre autres durant les temps ol
les animaux ont pu étre sacrifiés pour I’analyse par micropuces, soit entre 7 :00 et 11 :30.
Ainsi, la normalisation de ces résultats aurait pu modifier de facon significative et méme
inverser le rapport de 1’expression de PE+/PE-. Une autre hypothése qui pourrait
expliquer cette divergence de résultats est que les animaux utilisés provenaient de la
méme portée pour I’analyse par micropuces ainsi que pour la validation des résultats par
RT-PCR semi-quantitative (figure 5) pour laquelle on a obtenu des résultats convergents
avec ceux obtenus par micropuces. Toutefois, les animaux employés pour 1’analyse de
I’expression circadienne des différents genes provenaient de portées différentes de celle
utilisée pour les micropuces et leur validation. Il est connu que le comportement de la
mere (232) ainsi que la grosseur de la portée (233) peuvent influencer le cycle circadien
chez ses rejetons. Ainsi, on a pu retrouver les mémes différences au niveau de 1’analyse
par micropuces et sa validation par RT-PCR étant donné que les animaux provenaient de
la méme portée. Toutefois, 1'utilisation de portées différentes pour [’analyse d.e
I’expression circadienne par RT-PCR pourrait expliquer les différences des résultats

obtenus par cette technique comparativement a la technique de micropuces.

On remarque toutefois que pour la majorité des geénes ayant une oscillation
circadienne, on retrouve pour au moins un temps une différence significative entre les
deux types d’alimentation (PE+ et PE-) pour ce qui est de I’expression de ces génes.

Ceci laisse supposer qu’au moins un composé contenu dans 1’'une des deux nourritures
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modifie I’expression de ces génes. Les phytoestrogénes sont possiblement responsables
de cette modification de 1’expression génique étant donné que ces composés ont la
capacité d’activer les récepteurs ERa et ERB (130). Ces récepteurs ont été démontrés
comme étant présents au niveau du NSC (2135;216). De plus, il est connu que I’activation
de ces récepteurs par les estrogénes module la relache de neurotransmetteurs par le NSC
et ainsi entraine une modification de I'oscillation circadienne au niveau de la glande
pinéale et peut ainsi altérer le cycle circadien périphérique donc possiblement au niveau
du cceur (218). II serait donc possible que les phytoestrogénes aient un effet similaire au
niveau du NSC ce qui pourrait expliquer cette différence d’expression des génes ayant
une expression circadienne entre les deux types d’alimentation. La perturbation du cycle
circadien pourrait entrainer des changements de ’expression de plusieurs génes et ainsi

entrainer une prédisposition a 'HVG.

Lors de I’analyse de I’expression circadienne des genes, oh remarque que le seul
geéne pour lequel on retrouve une importante différence d’expression a tous les temps
entre les deux types d’alimentation est ERRa. Toutefois, ce géne n’était pas ressorti de
notre analyse par micropuces parce que les niveaux étaient trop faibles pour étre détectés.
Nous étions intéressés a savoir ce qui en était de 1’expression de ce géne qui était connu
pour avoir une oscillation circadienne au niveau de plusieurs tissus (234), Par contre,
I’expression circadienne d’ERRa n’était pas connue au niveau du cceur. De plus, ERRa
est connu comme étant un récepteur possible des phytoestrogénes. L’analyse par RT-
PCR semi-quantitative semble démontrer une oscillation circadienne de I’expression de
ce géne au niveau des cceurs des ratons WKY (figure 6d). Le récepteur qui est codé par
ce géne a une activité constitutive qui est augmentée, comme le propose une étude, par
son agoniste, les phytoestrogénes (235). Ce récepteur contrdle I’expression de plusieurs
geénes dont la majorité ont un rdle au niveau du métabolisme énergétvique (236;237). 1l fut
suggéré qu’ERRa pourrait jouer une rdle protecteur contre !’athérosclérose et ce,
possiblement en controlant l’expfession de eNOS et en stimulant la production de NO par
les cellules endothéliales (238). Le promoteur d’ERRa contient plusieurs éléments de
réponse aux hormones stéroidiennes et il fut de’montré’ chez la souris que les estrogénes

stimulent I'expression d’ERRa (234). Toutefois, lors de la comparaison par RT-PCR de
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I’expression selon les types d’alimentation (figure 6d), on retrouve une diminution de
I’expression d’ERRa en présence de phytoestrogénes. Il serait donc possible que les
phytoestrogenes aient un effet opposé a celui des estrogénes comme il fut précédemment

observé dans d’autres circonstances (239:240).

3. Effet de la constriction aortique sur I’expression de p21 chez des rats recevant
une diéte PE+ ou PE-

Il fut démontré précédemment que I’induction d’une HVG par constriction
aortique entraine transitoirement une diminution des CDKIs et une augmentation des
CDKs. Ceci permet aux cardiomyocytes d’entrer dans le cycle cellulaire et de progresser
jusqu’a la phase G2 et ainsi entrainer une hypertrophie des cardiomyocytes (224). Nous
avons donc été intéress€s a savoir si ’induction de I'HVG par constriction aortique
entraine un changement d’expression ‘de p2l similaire chez les rats ingérant des
phytoestrogénes par rapport a ceux qui n’en n’ingérent pas. De plus, des
expérimentations ayant ét€ menées antérieurement dans le laboratoire ont démontré que
les ratons dont la mere avait regu une alimentation riche en phytoestrogénes durant la
période de gestation et de lactation étaient protégés contre l’HVG a I’age adulte (169).
Notre expérimentation a donc ét€ menée sur 2 groupes de rats miles WKY adultes de 12
semaines. Le premier groupe était composé d’animaux ayant recu une diéte PE + durant
leur période de gestation et de lactation. Toutefois, par la suite, ces rats ont regu une
alimentation exempte de phytoestrogeénes. Le deuxiéme groupe était composé de rats

ayant toujours regu une alimentation PE-.

Premiérement, en observant les résultats obtenus (figure 7), on remarque qu’au
niveau des contrbles (avec laparotomie mais sans constriction aortique) on retrouve une
expression de p21 qui ne change pas de facon significative chez les animaux recevant une
alimentation PE- par rapport a ceux recevant une alimentation PE+. Ces résultats ne sont
pas en accord avec ceux obtenus par l’analyse des micropuces et I’analyse de
I’expression circadienne de p21. Toutefois, il est possible que cette différence soit due au

fait que les animaux employés pour |’analyse par micropuces et leur validation
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subséquente étaient des ratons agés de 3 semaines alors que les rats employés pour les
expérimentations d’induction d’HVG par constriction aortique étaient des rats adultes de
12 semaines. 1l serait donc possible que des différences d’expression entre les deux types
d’alimentation qu’on retrouve a ’dge de 3 semaines ne soient pas maintenues a 1’age
adulte. De plus, étant donné que les animaux du groupe PE+ ont regu une alimentation
riche en phytoestrogenes seulement lors de la période de gestation et de lactation, il est
possible que cela ne suffise pas a maintenir a 1’dge adulte le méme profil d’expression

qu’a 3 semaines.

Deuxiemement, pour les animaux ayant une alimentation riche en
phytoestrogenes, les résultats obtenus n’ont révélé aucun changement significatif de
I’expression de p21 lors de la constriction aortique en comparaison aux contrdles. Ces
résultats ne coincident pas avec la littérature, puisque 1’étude précédente indique qu’on
retrouve une di.minution de I’expression de p21 lors de la constriction aortique a été
effectuée a partir de rats recevant une alimentation standard, donc riche en
phytoestrogénes (225). Toutefois, notre expérimentation diverge'de I’expérimentation
effectuée antérieurement puisque la nourriture PE+ n’a été administrée que lors de la
période de gestation et de lactation. Cette différence pourrait expliquer la divergence
obtenue entre nos résultats et les données de la littérature. Pour les animaux ayant une
alimentation pauvre en phytoestrogénes, on ne remarque pas non plus de différence
significative au niveau de l’expression de p2l entre les animaux ayant subi une
constriction aortique et leurs contrbles. Quelque soit le type de régime alimentaire, nous

n’avons donc.pas pu reproduire le résultat précédemment rapporté concernant I’effet de la

constriction aortique sur 1’expression cardiaque de p21.
4. Analyse de la méthylation du promoteur de p21

La méthylation du promoteur est un changement épigénétique, ce qui signifie
qu’on retrouve un changement au niveau de I’expression génique sans modification de la
séquence primaire d’ADN (241). La méthylation est une modification qui ajoute un

groupement méthyl sur une cytosine. La réaction utilise le S-adénosyl-méthionine comme
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donneur de méthyl et est catalysée par I’ADN méthyltransférase (DNMT) (242). 1l existe
2 types de DNMT : celles qui agissent de novo et celles impliquées dans la maintenance
des sites de méthylation (243). La déméthylation est possible et semble se produire de
maniére passive ou active (244). Ces mécanismes ne sont toutefois pas bien compris.
Chez les mammiféres, la méthylation a lieu seulement au niveau des cytosines qui
précédent une guanine dans la séquence d’ADN (dinucléotides CpG). Ces dinucléotides
sont parfois regroupés en petit groupe et forment des lots CpG (245). On retrouve peu
ou pas de méthylation au niveau des organismes simples comme la drosophile ou la
levure. Chez les mammiferes, la méthylation dans la région du promoteur a lieu au
niveau de genes silencieux (246). Ce mécanisme empéche la transcription de géne dont
I’activité n’est pas requise dans un type cellulaire donné (246). Environ la moitié de nos
geénes contiennent des régions riches en CpGs dans leur promoteur. La majorité des
CpGs méthylés se retrouvent dans les éléments répétitifs incluant les répétitions
centromériques, les séquences satellites et les genes répétitifs qui codent pour les ARNs

ribosomaux (247).

La méthylation de I’ADN entraine la liaison d’une famille de protéines connue
sous le nom de protéines a domaine de liaison des méthyls (MBD protein). Cette famille
est composée de 5 protéines qui possedent la capacité de lier les sites CpGs méthylés. 1l
fut démontré que 3 membres de cette famille, soit MeCP2, MBD2, MBD3, s’associent a
~ un complexe de protéines contenant des histones déacétylases et des protéines entrainant
le remodelage de la chromatine. Donc, les protéines MBD conjointement avec d’autres
protéines ayant une activité de remodelage de la chromatine produiraient une chromatine

compactée réfractaire a la transcription (248;249).

Nous nous sommes demandés si la différence d’expression de p21 chez les rats
provenant de meres nourries avec une nourriture riche en phytoestrogénes était due a une
différénce de méthylation au niveau du promoteur de p21. En effet, il fut démontré que
I’expression de p21 est modulée par la méthylation de son promoteur (250). 1 est
également connu que les phytoestrogenes altéraient le profil de méthylation de certains

génes (251-254). L’élément de réponse a p53 contenu dans le pronioteur du gene de p21
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est un site important de régulation de I’expression de ce géne (255). Nous avons donc
commencé notre investigation par I’analyse de la méthylation de cette séquence. La
comparaison de la méthylation de cette séquence chez 3 ratons de 3 semaines dans
chacun des groupes (alimentation PE+ et PE-) ne nous a permis de trouver aucune
différence de méthylation au niveau de I’élément de réponse a p53 dans le promoteur de
p21. Il est toutefois possible que les différences d’expression de p21 entre les deux types
d’alimentation soient dues a la méthylation différentielle d’une autre séquence du
promoteur de p21. Il serait également possible que les deux types d’alimentation
induisent une expression différentielle de molécules modulant I’expression de p2l.
- Donc, plusieurs piStes restent a étre investigu€es afin de mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents aux différences d’expression de p21 entre les deux types

d’alimentation.
5. Limitations

Les observations faites 2 partir de nos expérimentations nous ont permis
d’identifier plusieurs geénes dont [I’expression est modifiée en présence de
phytoestrogenes. Toutefois, a partir de nos expérimentations, il nous est impossible
d’affirmer que ces genes sont responsables de I’effet cardioprotecteur des
phytoestrogénes. Les observations faites nous permettent simplement de nous orienter
vers des pistes intéressantes d’investigation afin de démystifier les mécanismes
moléculaires sous-jacents a 1’effet cardioprotecteur des phytoestrogeénes. Donc, plusieurs
expérimentations seront requises afin de vérifier si les génes circadiens et leurs cibles
ainsi que les genes régulateurs du cycle cellulaire sont effectivement impliqués dans le

mécanisme moléculaire qui procure les effets bénéfiques des phytoestrogeénes.
6. Expérimentations futures
Il serait intéressant de faire une analyse par RT-PCR quantitative de 1’expression

circadienne des différents génes puisque cette technique est beaucoup plus précise que la

RT-PCR semi-quantitative.  Cette technique n’a pas €été employée lors de nos
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expérimentations antérieures étant donné qu’on désirait, pour commencer, avoir une idée

générale du potentiel de cette voie d’investigation.

De plus, les expérimentations sur I’expression de p21 lors d’HVG induite par
constriction aortique pourraient étre répétées, mais cette fois en utilisant des rats de 12
semaines ayant recu une alimentation riche en phytoestrogeénes tout au long de leur vie
plut6t que seulement lors de la période de gestation et de lactation. Ainsi, on pourrait
possiblement retrouver un profil d’expression de p21 différent entre les deux. types

d’alimentation.

Le récepteur nucléaire orphelin ERRa a suscité notre intérét puisqu’on note une
diminution marquée de I’expression ce géne en présence de phytoestrogénes et que les
phytoestrogénes sont un agoniste de ces récepteurs. Il serait intéressant pour commencer
de vérifier si le type de diete a un impact sur I’activité d’ERRa. En effet, on remarque
une diminution de 1’expression de I’ARNm du gene codant pour ERRa lors de I’ingestion
de phytoestrogeénes, toutefois cette diminution ne signifie pas que ’activité du récepteur
est moindre en présence de phytoestrogénes. I serait également possible de faire des
études in vitro afin d’explorer I’effet qu’entraine une surexpression de ce récepteur
nucléaire au niveau des cardiomyocytes et ce, en présence de différentes concentration de

phytoestrogenes.
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Conclusion

Une alimentation riche en phytoestrogénes entraine une modification de
I’expression génique cardiaque. Nous avons identifi€ 3 groupes de génes possédant
d’importants changements au niveau de leur expression : des génes impliqués dans le
contr6le du cycle cellulaire, des génes ayant une expression circadienne ainsi que des
genes reliés a la kinésine et au cytosquelette. Nous avons démontré qu’une alimentation
riche en phytoestrogeénes modifiait le profil d’expression circadienne des génes ERRa,
p21, per2, reverba, tef, B-actine et TBP. Etant donné que certains de ces génes sont
connus comme étant importants au niveau cardiovasculaire, la modification de
I’expression de certains de ces génes pourrait faire partie du mécanisme moléculaire

sous-jacent a I’effet cardioprotecteur des phytoestrogénes.
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ANNEXE

Annexe 1 : Mise au point du nombre de cycles d’amplification appropriés pour RT-PCR
semi-quantitatives selon les différentes amorces employées.

A B = C
e E 150004 E
z . . z
[ § T
« 100004 <
5 % )
E 1 o ar
@ O 50004
1
i Y v i o * i L4 v ¥ T 1
k23 a a 38 2] zr L] 3 24 27 %o 33
Nombre de cyclea . Nopmbre de cycles Nombre de cycles
D, F
£ s0000] £
@ &
« k3
g oo 3
o 8 1
4 ro0004
A T L J 1 N ¥ \J \J Y
25 25 an a4 23 27 30 1» 3
Nombire de cyclee Nombre ds cycles
G- H
£
T E
g1 £ £
8 x 5
a <
g’ = &
2 1
[
T T T 1 J T T 1
24 27 30 n ) 29 27 30 33

Nombre de cycles Nombre g cycles Nombre de cycles

v J
i7 20 23

p-ectine ARNm =
N

TBP ARNm N

. Gapdh ARNm r‘

e

24 2 30 R 14
Nombre de cycles Nombre de cycles

Ces résultats ont permis de déterminer le nombre de cycles d”amplification nécessaires afin de
demeurer dans la phase linéaire de la courbe pour éviter que la réaction d’amplification
-plafonne.



