UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de Il'ensemble de la
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de référencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite pénale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




UNIVERSITE
DE LORRAINE

Ecole Doctorale BioSE (Biologie-Santé-Environnement)

Theése

Présentée et soutenue publiquement pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE PUNIVERSITE DE LORRAINE

Mention : « Sciences de la Vie et de la Santé »

par Delphine LAMBERT

Influence d’un régime riche en graisses sur un modéle de
vieillissement « accéléré » : étude de la fonction et de la morphologie
cardiaque, la fonction artérielle, le métabolisme et I’inflammation

Soutenue le 6 décembre 2016

Membres du jury :

Rapporteurs : Mme Fati NOURHASHEMI PU-PH, UFR Pourpan, Toulouse
Mme Agathe RAYNAUD SIMON PU-PH, Hopital Bichat APHP, Paris
Examinateurs : M. David MONTAIGNE PU-PH, CHRU, Lille
Mme Véronique REGNAULT Directrice de recherche, UMR_S 1116, Nancy
Université
M. Athanase BENETOS PU-PH, UMR S 1116, Nancy Université,
directeur de thése
Mme Laure JOLY PU-PH, UMR S 1116, Nancy Université, co-

directrice de thése

UMR_S 1116, « Défaillance cardiovasculaire aigue et chronique »,

Faculté de Médecine de Nancy, Université de Lorraine






REMERCIEMENTS

Je tiens, dans un premier temps, a remercier le Dr Patrick Lacolley, directeur de
I’unit¢ UMR_S 1116, de m’avoir accueillie au sein de son laboratoire. Je le remercie pour

tous ses conseils scientifiques qui m’ont permis d’avancer dans mon projet.

Je tiens tout particuliérement a remercier mon encadrant, le Professeur Athanase
Bénétos, qui m’a donné I’opportunité de réaliser ce travail de these. Je le remercie pour
toutes ses qualités scientifiques, ses conseils avis€s, ses remarques constructives et pour sa
confiance. Merci de m’avoir transmis vos connaissances sur le sujet. Pour toutes ces raisons,

je vous adresse toute ma gratitude.

Je remercie également le Professeur Laure Joly, ma co-directrice de thése, pour son
soutien, son aide et sa grande disponibilité. J’ai beaucoup appris de nos diverses discussions,
qu’elles soient scientifiques ou non. Merci de m’avoir guidé dans mon travail et de m’avoir
aidé a trouver des solutions pour avancer. J’ai également apprécié vos qualités humaines de

compréhension, d’écoute et de sympathie.

Je remercie le Professeur Fati Nourhashemi et le Professeur Agathe Raynaud
Simon pour I’honneur d’avoir accepté de faire partie de mon jury de these et d’étre

rapporteurs de mon travail. Veuillez trouver ici I’expression de ma profonde reconnaissance.

Je remercie le Professeur David Montaigne, de m’avoir fait I’honneur de participer

a ce jury en tant qu’examinateur.

Je remercie de Docteur Véronique Regnault pour accepter de juger mon travail de
these en faisant partie de mon jury. Merci pour sa gentillesse et pour les différents conseils

sur le plan scientifique qu’elle a pu m’apporter.

J’adresse également mes remerciements a 1’ensemble de 1’équipe de la plateforme
Nancyclotep. Merci au Professeur Pierre-Yves Marie pour ses conseils scientifiques et son
implication dans le projet. Merci au Docteur Fatiha Maskali pour sa réflexion, son aide
pour I’exploitation des résultats et les précieux conseils qu’elle a pu m’apporter. Merci au
Docteur Sylvain Poussier pour son aide dans les expérimentations d’imagerie a résonnance
magnétique et I’analyse des images. Merci a Alexandra Clément de m’avoir formé dans la

technique de tomographie a émissions de positons.
1



Je remercie le Docteur Huguette Louis et Cécile Lakomy. Merci de m’avoir
acceptée dans leur bureau. Votre présence au quotidien m’a énormément apporté tant sur le
plan scientifique que personnel. Merci pour votre bonne humeur et votre humour qui ont pu
égayer mes journées parfois longues. Merci d’avoir été 1a dans les moments ou ¢a n’allait
pas. Vous avez été des collegues de bureau exceptionnelles. Je ne vous oublierais pas « les

girl’s du bureau ».

Merci du fond du cceur a tous mes autres collégues avec qui j’ai passé des moments
inoubliables. Merci au Docteur Nathalie Mercier pour son aide technique et sa bonne
humeur. Merci au Professeur Simon Thorton pour son aide sur I’expérimentation animale
et sur ’anglais. Merci au Docteur Zhor Ramdane-Cherif pour ses conseils et son aide
expérimentale. Merci a Véronique Laplace de s’étre occupée de mes petites souris durant
toute ma these. Merci a Audrey Isch pour son aide sur les questions administratives et sa
bienveillance. Merci a Mélanie Folio et Margaux Schmitt pour leur joie de vivre. Je
remercie Simon Toupance pour les conseils scientifiques qu’il a pu m’apporter et les
longues discussions que 1’on a pu avoir ensemble. Bon courage a John Pirault, George
Lindesay et Morel Worou pour vos années a venir au sein du laboratoire. Merci également

a Céline Leroy pour sa bonne humeur contagieuse.

Merci aux doctorants qui m’ont accompagné durant ces 3 années de thése. Merci a
Amel Mohamadi pour sa bonne humeur, sa gentillesse, son amiti¢, son soutien et ses
blagues dont certaines nous ont donné de beaux fous rires. Je remercie Ekaterina
Belozertseva pour les discussions que I’on a pu avoir. Merci a Narimane Al Kattany pour
les moments que 1’on a pu passer ensemble au laboratoire et durant les congres. Je remercie
Chaojie Wei pour sa gentillesse et son sourire au quotidien. Je remercie Camille Rouillon
et Mélusine Didelot pour leur sympathie. Vous avez toujours su trouver les mots pour me
faire sourire ou me remonter le moral. Votre voie est toute tracée a vous de lui donner la

meilleure des fins.

Merci a tous d’avoir été 1a pendant ces trois ans.

Je remercie les personnes qui ne sont plus présentes au sein du laboratoire mais pour
qui je garde une place précieuse au sein de mon cceur. Merci & Sophie Schwebel pour ta
présence, pour ton sourire. Je n’oublierais jamais les moments passés a tes cotés, nos soirées

jeu a la Feinte de I’ours, nos sorties piscines. Merci a Elodie Rousseau qui a toujours su

2



m’épauler dans les bons comme les mauvais moments. Merci a elle de m’avoir montré les
différentes techniques expérimentales. Merci également pour les moments que I’on a pu
passer en dehors du laboratoire a faire la cuisine, discuter, rigoler. Bref merci d’avoir été la
et d’étre encore la malgré la distance. Je remercie également Marc-Damien Lorenzo
Rodriguez. Méme si tu m’as souvent envoy¢ des blagues plus ou moins douteuses (Ille et
Vilaine), je retiendrai de toi ta bonne humeur, ta sympathie. Merci d’avoir été¢ présent et

bonne chance pour la suite.

Je tiens également a remercier les différentes personnes que j’ai pu croiser au cours
de mon cursus universitaire et qui m’ont toujours soutenue. Merci a Julie Peiffer et a
Guillemette Crépeaux de m’avoir fait découvrir les choix du laboratoire, de m’avoir
apporté leurs compétences techniques et connaissances durant mon stage de Master.
Guillemette j’espere un jour suivre le méme parcours brillant que toi. Merci a Xavier
Lecomte, « Le Breton », pour les discussions et moments que 1’on a pu passer ensemble.
Méme si tu es de I’autre coté de la France je ne t’oublie pas. Merci 8 Mélanie Thomas qui
a toujours su me remonter le moral dans les moments de doutes. Merci pour ton amitié et tes
conseils. Je remercie également Jessica Fruminet qui a toujours été présente pour moi. Je
n’oublierais jamais tous les instants que I’on a pu passer ensemble a discuter, critiquer les

gens dans le tram et bien d’autres moments.

Merci @ mon amie de toujours Laura. Merci pour les nombreuses soirées que I’on a
passé ensemble quand j’étais de retour dans les Vosges et qui m’ont permis de me changer

les idées. Merci d’étre 1a depuis toutes ses années, tu es une amie en or.

Je tiens a remercier ma famille qui a toujours été présente. Merci a mes parents pour
leur amour, leur soutien et leurs conseils qui m’ont fait arriver 1a ou je suis actuellement.
Une pensée pour mon frére jumeau sur qui j’ai toujours pu compter. Merci également a ma
belle-famille de m’avoir toujours encouragé dans mon travail et d’avoir toujours été

bienveillant avec moi.

Enfin merci a Vincent pour son amour. Merci de m’avoir toujours encouragé et

soutenu pour arriver au bout de ce travail.






’
« gsour [ instant Je monde humain appartient @ ceux qui se demandent
’ ’ ’ ’ ’ A Y ’
Jourquor. jr/zjzw S avenir tgoJoartzent fércement a ceux quz se

demandent comment »

ogern ard Werber

« Ie bonkeur n 'ea“t pas Yuefyue chose que tu Jofcm?fle& pour Je futur,

c est Yuefyue chose que tu congots pour Je  présent »

i Rion






TABLE DES MATIERES

INTRODUCTION GENERALE ...ttt et e e et e e e 13
ETAT DES CONNAISSANCES...... .ottt st n e 17
I.  Syndrome métabolique et ODESItE ............ooiiiiiii e 19
a) Définition du syndrome métabolique chez 'homme .........cccccooeeiciiieenee e, 19
b) Définition de I'obésité et prévalence ..........cccoo i 20
c) Modéles animaux de syndrome métabolique et d’'Obésité ............cccuvveeeeiiiiiiinnnnen. 21
d) Effets cardiovasCUIAIreS .........oooueiiiiiie e 23
e) Implication de I'inflammation ............coooii i 28

f)  Quantification de la graisse par tomographie par émission de positons couplée au
ESToz= 1| 1T PP PRSP 33
9) Quantification de la graisse par imagerie par résonance magnétique nucléaire .. 39
h) Syndrome métabolique, obésité et vieillissement............ccoocoiiiiiiiiii 42
II.  Vieillissement cardiovasCUIIre.............coceiiiriiiiiie i 45
a) Effet du vieillissement sur la structure et la fonction cardiaque...........ccccceeceee. 45
b) Effet du vieillissement sur la structure de la paroi artérielle : |a rigidité artérielle.. 47
c) Vieillissement etinflammation..............coooviiiiiiii 52
d) Tomographie par émission de positons cardiaque ..........ccccoeeeceeeiiiiee e 54
e) Molécules impliquées dans la fibrose cardiaque et le vieillissement..................... 56
LR ANV U ) TS TSP RPRRIN 59
. HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE TRAVAIL.....coiiie e 61
[I. MATERIEL ET METHODES .......ccot ittt 63
a) ANIMAUX €1 FEGIMES....ceiiiiii it e et e e e e e e e s r e e e e e e e e esnnreneeaaaeean 63
b) Mesure de la pression artérielle chez I'animal éveillé..............oocoiiiiiiiiiiiicinene 63
c) Prélévements sanguins et test biochimiques...........cccoooiiiiii e, 64
d) Test de tol€rance au gIUCOSE ........cocuuiiiiiiie et a e e 65
e) Echocardiographie ... 65
f)  Imagerie par résonance MagNELQUE .........coeeeeiiiiciriiiiiee e e e e e e e e 67
g) Tomographie par émission de POSItONS .........cuiiiiiiiiiii e 69
h) Prélévements tiISSUIAIrES .........ooueiii i 70
T 2 - PSP 70
1) Analyse statiStiQUE .........eeeiiiiii e 71
[l RESULTATS oottt et e e e e e e st e e e e st e e e s enre e e e eanseeeeeannaeeeesanseneeanns 73
a) Résistance au régime riche en graiSSes .........coccuiiiiiiiiie i 73
b) Parametres meétaboliQUES ............uuviiiiiii e 74



c) Effets du régime est du vieillissement sur les paramétres hémodynamiques et

CArdIOVASCUIAINE ... s 78
d) Evaluation du niveau de graisse et du volume de tissu adipeux brun par imagerie
par résonance MAGNELIQUE .....ccoeeeiiiiiiiiiieie e e et e e e e e e e e e e e e e s ree e e e e e e e e s nnnneeeeeaeeeas 81
e) Evolution du métabolisme du glucose au niveau de la graisse blanche et de la
GraiSSe DrUNE... .. et 83
f)  Evolution du métabolisme du glucose au niveau du COBUr .........ccvevevvciieeeeiiieeee e, 85
9) Evaluation des paramétres fonctionnels cardiaques par tomographie par émission
Lo [ oo L] 1 (o] o - PR 85
h) Altération de I'expression des génes au niveau cardiaque ........ccccceeeevecuvveeeeeennn. 89
DISCUSSION ..ottt et e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e abaaeeeaaeeeeaeasseeeeeeeeseaannsrenes 94
CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES ......coo it 104
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ...ttt e e e 110



INDEX DES FIGURES

Figure 1 : Schéma du métabolisme du FDG dans une cellule. ............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiieee 34
Figure 2 : Régulation transcriptionnelle du développement et de I'activation des adipocytes

o] U] PP UPP PP 35
Figure 3 : Tissus adipeux suite a 'utilisation de la technique IDEAL. ..........cccccoiiiiiiiiiiiinenes 41
Figure 4 : Représentation des différentes composantes d’'une artére. ..........cccceeriiieiiiienene 47
Figure 5 : Mesure de la VOP carotido-fémorale en utilisant la méthode « foot to foot ».......... 50
Figure 6 : Représentation de stroke change (AA) in lumen cross-sectional area. ................... 51
Figure 7 : Schéma de la technique « tail-cuff » pour la mesure de la pression artérielle......... 64
Figure 8 : Exemple de vue parasternale obtenue en mode M pour la mesure des paramétres
morphologiques du ventricule gauChe. .............cooo i 66
Figure 9 : Exemple de vue 4 chambres obtenues en mode B et image de Doppler pulsé pour
la détermination des parameétres de fonction diastolique. ..........coooeiiiciiiiiie e 67
Figure 10 : Exemples de spectres obtenus par résonance magnétique chez des souris SD et
HFD apreés 12 mois de FEQIME. ........uuuiiiiieiiiieieiee ettt e et a e e e e e s ee e e e e e e e s nnnreeeees 68
Figure 11 : Exemples de coupes transversales obtenues par imagerie par résonance
magnétique chez des souris SD et HFD aprés 12 mois de régime. ........cccccevvcveeeevicieeeeeceenn. 68
Figure 12 : Emplacements des ROls (« region of interest ») sur une image du milieu du
myocarde en fin de diastole en vue petit aXe........ceeevviiii i 70
Figure 13 : Evolution du poids durant la durée de l'étude. ...........cccceoiiiiiiiiiniii 74
Figure 14 : Test de tolérance au gIUCOSE. ..........ceeiiiiiiiiiiiiiiee et 75

Figure 15 : Effets d’'un régime riche en graisse ou contréle et du vieillissement sur la
fréquence cardiaque et la pression artérielle systolique. ..........occoivriiciiiecicci e 78

Figure 16 : Corrélation entre les taux de leptine plasmatique et I'épaisseur du septum
interventriculaire chez les souris HFD aprés 12 mois de régime. .......cccccceveeiiiicciiieeei e 81

Figure 17 : Effets d’un régime riche en graisses ou contréle et du vieillissement sur la graisse
évaluée par imagerie par résonance MagNEtiQUE. .........cceeeiiiiiciiiiiiiee e e e 82

Figure 18 : Effets d’'un régime riche en graisses ou contrdle et du vieillissement sur le volume
de tissu adipeux brun évalué par imagerie par résonnance magnétique. .............ccccccvveeeeennn. 83

Figure 19 : Effets d’'un régime riche en graisse ou contréle et du vieillissement sur le
métabolisme du glucose au niveau du tissu adipeux blanc et du tissu adipeux brun évaluée
par tomographie par émission de POSItONS. ..........uiiiiiiii e 84

Figure 20 : Effets d’'un régime riche en graisse ou contréle et du vieillissement sur le
métabolisme du glucose au niveau du cceur évalué par tomographie par émission de positons.

................................................................................................................................................... 85
Figure 21 : Exemple de résultats TEP chez une souris HFD aprés 6 mois de régime. ........... 86
Figure 22 : Effets d’'un régime riche en graisses ou controle et du vieillissement sur les

paramétres cardiaques évalués par TEP.........o e 87

Figure 23 : Corrélation entre le volume en fin de systole mesuré par tomographie par émission
de positons et par échocardiographie dans I'ensemble de la population aprés 12 mois. ........ 88

9


file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398618
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398619
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398619
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398620
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398621
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398622
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398623
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398624
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398625
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398625
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398626
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398626
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398627
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398627
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398628
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398628
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398629
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398629
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398630
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398631
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398632
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398632
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398633
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398633
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398634
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398634
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398635
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398635
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398636
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398636
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398636
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398637
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398637
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398637
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398638
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398639
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398639
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398640
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398640

Figure 24 : Corrélation entre les volumes en fin de systole et en fin diastole mesurés par
tomographie par émission de positons et par échocardiographie chez les souris HFD aprés 12
L0 aTo R R0 L=TN (=T 10 - TSR 89

Figure 25 : Effets d’'un régime riche en graisses ou contrdle et du vieillissement sur
I'expression de génes inflammatoires au niveau cardiaque. .............ccccoveeeiieiiiiiiiiiiieec e, 90

Figure 26 : Effets d’un régime riche en graisses ou contréle et du vieillissement sur
I'expression de génes impliqués dans la fibrose au niveau cardiaque.............cccccvvveevieeiinnnns 91

Figure 27 : Effets d’'un régime riche en graisses ou contrdle et du vieillissement sur
I'expression du géne GDF11 au niveau cardiaqUe. ...........cccuuviiiieeeiiiiciiiieeeee e 92

INDEX DES TABLEAUX

Tableau 1 : Effets d’'un régime riche en graisses ou contréle et du vieillissement sur les
parametres METADONGUES. ........oii ittt e e e e e s e s eenree e e e e neeee s 77

Tableau 2 : Effets d’'un régime riche en graisses ou contréle et du vieillissement sur les
parameétres €cho cardiographiQUES. .........cevieei it e e e e e e e e e e e e s snrreeeeeaeeeenanes 80

10


file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398641
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398641
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398641
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398642
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398642
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398643
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398643
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398644
file:///C:/Users/lambe/Desktop/Depot%20de%20thèse/Thèse%20Delphine%20Lambert%20Dépôt.docx%23_Toc474398644

LISTE DES ABREVIATIONS

BF-FDG 2-deoxy-2-18F-fluoro-D-glucose

ADN Acide désoxyribonucléique

ANOVA Analyse de variance

ARN Acide ribonucléique

CAS Carotid arterial strain

CRP C-reactive protein : protéine C-réactive

DT Deceleration time : temps de décélération

FC Fréquence cardiaque

GDF11 Growth differentiation factor 11

GLUTs Transporteurs du glucose

HDL High density lipoprotein

HFD High fat diet : régime riche en graisses

HPRT Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

IL-x Interleukine X

IMC Indice de masse corporelle

IRM Imagerie par résonance magnétique

IVRT Isovolumic relaxation time : temps de relaxation isovolumétrique

IVS Interventricular septum : septum interventriculaire

KO Knock-out

LDL Low density lipoprotein

LVID Left ventricular internal diameter : diametre interne du ventricule
gauche

LVPW Left ventricular posterior wall : paroi postérieure du ventricule gauche

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1

MMP Métalloprotéinases matricielles

NF«kB Nuclear factor kB

Nppb Natriuretic peptide type B

PAS Pression artérielle systolique

PCR Polymerase chain reaction : réaction en chaine par polymérase

SUV Standard uptake value

TAB Tissu adipeux brun
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TEP
TG
TGFB
UCP-1
VG
VOP
AA

Tomographie par émission de positons
Triglycérides

Tumor growth factor 3

Uncoupling protein 1

Ventricule gauche

Vitesse d’onde de pouls

Stroke change in lumen area
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Ces dernicres années, la prévalence du surpoids et de I’obésité n’ont cessé d’augmenter
(Stevens et al., 2012; Ng et al., 2014). L’obésité va étre associée a une mortalité toutes causes
confondues plus ¢levée (Flegal et al., 2013), une augmentation du risque de mortalité
cardiovasculaire (Calle et al., 1999) et a une augmentation de I’incidence de maladies
métaboliques a la fois chez les humains et les animaux (Baur et al., 2006; Muller et al., 2013;
Lee et al., 2015; Guasch-Ferre et al., 2015).

Les complications cardiovasculaires liées a 1'obésité et le vieillissement ont des points
communs. On retrouve I'hypertension, I'hypertrophie ventriculaire gauche, les dysfonctions
diastolique et systolique (Lavie et al., 2009; Strait & Lakatta, 2012; Cuspidi et al., 2014;
Lavie et al., 2016). Ces observations sont retrouvées quand I'obésité est associée a des
troubles métaboliques et a une hypertension. Certains auteurs ont émis I’idée qu’une obésité
isolée ne présentait pas d’effets déléteres (Lavie et al., 2009, 2016). En 2011, Niemann et
ses collaborateurs ont montré que I’obésité, chez des sujets jeunes, entraine un vieillissement
cardiaque prématuré et augmente les complications cardiaques telles que I’insuffisance
cardiaque. (Niemann et al., 2011). Ainsi, il semble que 1’obésité associée au vieillissement

puisse accélérer le processus du vieillissement global.

Dans ce contexte, nous souhaitons comprendre les mécanismes sous-jacents du
vieillissement cardiaque accéléré et trouver des facteurs associés a 1’obésité et au
vieillissement sur lesquels il serait possible de jouer afin de contrer les effets déléteres liés a

ces deux observations.

La premiere partie de ce travail présentera 1’état des connaissances actuelles des données
bibliographiques sur le syndrome métabolique et 1’obésité ainsi que le vieillissement. Les
différents modeles animaux de syndrome métabolique et d’obésité disponibles y seront
énumérés ainsi que les effets cardiovasculaires associés a ces deux pathologies ainsi que
I’implication de I’inflammation systémique. Les technologies de tomographie par émission
de positons et d’imagerie par résonnance magnétique, deux techniques permettant d’étudier
la structure et la fonction du tissu adipeux, y seront également détaillées. Nous exposerons
ensuite les effets du vieillissement sur la structure et la fonction cardiaque mais également
sur la structure de la paroi artérielle en introduisant la notion de rigidité artérielle. Enfin nous

ferons un point sur les molécules impliquées dans la fibrose cardiaque et le vieillissement.
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Dans une seconde partie, j’exposerai I’objectif de ce travail qui est de tester I’hypothese
qu’un régime riche en graisses, poursuivi sur une longue durée, peut altérer le métabolisme
et accélérer le vieillissement du cceur. Les méthodes utilisées au cours de cette thése seront
également présentées. Les résultats de notre étude sur notre modele animal, des souris
C57BL6J recevant un régime riche en graisses (HFD ou « high fat diet ») ou un régime
contrdlé (SD ou « standard diet »), seront exposés. Dans un premier temps, j’ai choisi de
présenter les modifications métaboliques liées aux régimes afin de définir le modéle animal.
Par la suite, je montrerai les conséquences d’un régime riche en graisses et du vieillissement
sur la morphologie et la fonction cardiaque. Je décrirai ensuite la structure et le métabolisme
du glucose au niveau du tissu adipeux blanc et brun. Ce métabolisme sera ¢galement étudié
au niveau cardiaque. Puis j’annoncerai les résultats des parameétres fonctionnels cardiaques
évalués par tomographie par émission de positons. Enfin, je développerai les altérations de

I’expression de geénes impliqués dans 1’inflammation, la fibrose et le vieillissement.

Dans la discussion j’évoquerai de nouveau les caractéristiques spécifiques du modele animal
choisi et son adéquation avec la littérature, ainsi que 1’association du régime HFD avec
I’apparition de troubles métaboliques hormonaux particuliers. L’influence du vieillissement
et de la qualité du régime y seront discutés. Par la suite, je commenterai les résultats obtenus
sur les niveaux de pression artérielle, fréquence cardiaque, et €léments de mesure écho
cardiographiques et obtention d’un phénotype bien défini. J’interpréterai les résultats
d’analyse de la quantification et de I’activité métabolique des graisses brune et blanche de
notre modele. Je discuterai de 1’intérét de considérer I’expression des genes impliqués dans
la fibrose et le vieillissement cardiaque, en utilisant des méthodes de travail normées a 1’état

des connaissances scientifiques actuelles.

Enfin, en conclusion je discuterai de D’intérét de comprendre les mécanismes du
vieillissement accéléré et de définir des biomarqueurs de ce vieillissement accéléré afin de

développer de nouvelles cibles d’actions thérapeutiques ou préventives.
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ETAT DES CONNAISSANCES
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L. Syndrome métabolique et obésité

a) Définition du syndrome métabolique chez ’homme

Le syndrome métabolique a été décrit pour la premicre fois en 1988 par Reaven sous le nom
de syndrome X. Sa définition a fait 1’objet de discussions au sein des communautés

scientifiques.

C’est pourquoi, en 2005, I’International Diabetes Federation (IDF) a rassemblé un groupe

d’experts afin de proposer une nouvelle définition du syndrome métabolique.

Ainsi, les experts de I'IDF ont établi que le syndrome métabolique regrouperait les

symptomes suivants :

- Une obésité abdominale qui est la forme d’obésité la plus retrouvée dans le
syndrome métabolique. Le marqueur préférentiel est la mesure du tour de taille,
avec une valeur seuil différente selon I’origine ethnique des patients,

- Des dyslipidémies athérogenes caractérisées par une augmentation des
triglycérides (TG) plasmatiques et une diminution du HDL cholestérol avec une
augmentation d'apolipoprotéine B, de petites particules de LDL, et de petites
particules de HDL,

- Une résistance a l'insuline présente dans la majorité des personnes atteintes du
syndrome métabolique,

- Une augmentation de la pression artérielle (PA),

- Un état pro-inflammatoire caractéris€¢ par une augmentation de la protéine C
activé et une augmentation de cytokines inflammatoires,

- Un état pro-thrombotique avec augmentation de I’inhibiteur de l'activateur du

plasminogene du plasma (PAI) -1 et du fibrinogene.

L’IDF a également proposé la définition suivante pour le syndrome métabolique : une
obésité centrale, correspondant a un tour de taille > 94cm pour les hommes et > 80 cm pour

les femmes (Europe), plus 2 des 4 paramétres suivants :

- un taux de TG augmenté : > 150 mg/dL (1.7 mmol/L),
- une diminution du taux de HDL cholestérol : < 40 mg/dL (1.03 mmol/L) chez
I’homme et < 50 mg/dL (1.29 mmol/L) chez la femme,
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- une augmentation de la PA : pression systolique > 130 ou pression diastolique >
85 mm Hg, ou un traitement en cours pour I’hypertension artérielle,
- une augmentation de la glycémie a jeun : > 100 mg/dL (5.6 mmol/L), ou un

diabete de type 1 diagnostiqué.

b) Définition de I’obésité et prévalence

Le surpoids et 1’obésité chez I’adulte sont déterminés par le calcul de I’indice de masse
corporelle (IMC), une mesure qui prend en compte a la fois le poids et la taille. D’apres
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), un adulte est considéré en surpoids lorsque
I’IMC est égal ou supérieur a 25 et obése quand I’'IMC est égal ou supérieur a 30. Cependant,
il existe différentes catégories dans 1’obésité. En effet, lorsque I’'IMC est compris entre 35 et
40 on va parler d’obésité sévere et lorsque 'IMC dépasse les 40, on est en présence d’une

obésité morbide ou massive.

Dans 1’obésité, 1’obésité abdominale est un facteur prédictif de la survenue de troubles
métaboliques et cardiovasculaires indépendamment de I’IMC. On rencontre deux types

d’obésité :

- Chez I’homme, elle est principalement retrouvée au niveau du haut du corps et
est appelé obésité androide,
- Chez la femme elle est principalement retrouvée au niveau inférieur du corps et

est appelé obésité gynoide. (Despreés, 2006)

D’apres I’enquéte Obépi 2012 (Roche, 2012), 15% des frangais adultes de 18 ans et plus
présentent une obésité (IMC > 30 kg/m?). En 15 ans, le poids moyen de la population
frangaise a augmenté, en moyenne, de 3,6kg et le tour de taille de 5,3 cm. La prévalence de
I’obésité est restée relativement stable entre 2009 et 2012 (respectivement 14,5% et 15%).
Cependant, sa prévalence est toujours plus ¢élevée chez les femmes que chez les hommes

(15,7% versus 14,3%).

Dans le monde, la prévalence du surpoids et I'obésité a augmenté et accéléré depuis plusieurs
années dans de nombreux pays et a donc ét¢ décrite comme une pandémie mondiale. En

effet, la prévalence de 1’obésité a doublé entre 1980 et 2014. En 2014, 13 % de la population
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mondiale était obese ce qui représente environ 500 millions de personnes. (Finucane et al.,

2011; Stevens et al., 2012; Popkin et al., 2012; Ng et al., 2014).

¢) Mod¢les animaux de syndrome métabolique et d’obésité

La mise au point de modéles animaux d’obésité et de syndrome métabolique a permis des
avancées importantes dans la compréhension des mécanismes impliquées dans les

pathologies associées.

Ainsi les mod¢eles murins sont les plus souvent utilisés, compte tenu du fait que certaines
souches de souris deviennent obeses spontanément, mais également qu’il est facile d’étudier
I’influence d’un geéne sur le syndrome métabolique ou 1’obésité en développant des souris

transgénique ou KO (« Knock out ») pour un géne d’intérét. (Kennedy et al., 2010)

Les mode¢les animaux développant des mutations spontanées vont présenter une obésité mais
également une résistance a I’insuline et des dyslipidémies. De ce fait, ils pourront étre
considérés comme un modele de syndrome métabolique.

Comme exemple de souris, on peut citer les souris présentant une mutation du géne de la

leptine ou souris Lep®”

et les souris déficientes au récepteur de la leptine ou souris
LepR®  Ces modeles vont devenir obéses, hyperinsulinémique, hyperglycémique et
présenter une élévation du taux de cholestérol total. Les souris Lep®°®, du fait de leur
deficience en leptine, vont développer une obésité extréme, une hyperphagie et une

ob/ob vont

diminution de la dépense énergétique. Selon le fond génétique, les souris Lep
développer des parametres plus ou moins prononcés. Par exemple, les souris avec un fond
C57BL/KsS présenteront une hyperglycémie plus importante que les souris avec un font

CS57BL/6]. Les souris LepR%/® présentent un profil similaire aux souris Lep°”°®

mis a part
qu’elles présentent une importante élévation du taux de leptine circulant (Speakman et al.,

2007)

Il est également possible de créer des modeles animaux d’obésité ou de syndrome
métabolique en générant artificiellement une mutation d’un géne conduisant a la perte de

fonctions de celui-ci, on les appelle des mod¢les transgéniques.

Les souris KO pour le récepteur 4 de la mélanocortine sont un bon modele de syndrome
métabolique. Elles vont présenter des caractéristiques similaires a celles observées chez

I’humain ayant des mutations pour le géne de MCR4 : c’est-a-dire une obésité, une
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hyperphagie, une hyperglycémie, une hyperinsulinémie, un hypométabolisme et une
augmentation de la masse maigre. Ces souris ne développent pas d’hypertension mais sont
sensibles aux régimes riches en graisses. D’un autre c6té, les souris KO pour le récepteur 3
de la mélanocortine présente uniquement une augmentation de I’adiposité. Des mode¢les de
souris hyper lipidémiques ont également été développés afin d’étudier le syndrome
métabolique. Les souris déficientes au récepteur des LDL ou souris LDLR”" développent
une hypercholestérolémie et si elles sont placées sous un régime riche en graisses (« High
fat diet », HFD), une hyperlipidémie sévere accompagnée d’athérosclérose, une obésité et
une insulino résistance. Les souris ApoE”~ développent également une hyperlipidémie sévére
conduisant a I’athérosclérose. Cependant, elles ne présentent pas d’obésité et de résistance a
I’insuline sauf si elles recoivent un régime HFD. Il est également possible de croiser des

modeles d’hyperlipidémie avec des fonds génétiques développant une obésité. Par exemple,

ob/ob Rdb/ db

des souris Lep®®® ou Lep sur un fond génétique LDLR™ ou ApoE™ qui vont ainsi
devenir obeses, hypercholestérolémiques, hypertriglycérodémiques et résistantes a
I’insuline. (Kennedy et al., 2010)

Comme modele d’obésité transgénique, on peut citer la souris transgénique dépourvue de
POMC (« Proopiomelanocortin ») un précurseur d’alphaMSH (« a-melanocyte-stimulating
hormone ») un neuropeptide anorexigeéne impliqué dans la réduction de 1’appétit et
I’augmentation de la dépense énergétique Ainsi les souris POMC™" vont développer une
obésité qui est d’autant plus marquées lorsqu’un régime HFD est donné. (Lutz & Woods,

2012)

Ces modgeles sont souvent utilisés, cependant ils ne représentent pas vraiment ce qui se passe
dans la réalité car le syndrome métabolique est caractérisé par un ensemble de facteurs et
’obésité est basée sur différents facteurs comme un apport élevé en calories.

Ainsi, il est possible de développer des modéles de syndrome métabolique ou d’obésité en
administrant aux souris un régime HFD. L’introduction d’un tel régime a été mise en

évidence a partir des années 1940 par Samuels (Samuels et al. 1942)

Différentes souches de souris peuvent étre utilisées, cependant la souche la plus réceptive au
régime est la souris C57BL6J.

En effet, lorsque ces souris sont nourries avec le régime HFD, elles vont développer :

- une obésité avec une augmentation de leur poids corporel,

- une hyperglycémie,
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- une hyperinsulinémie,

- une hypercholestérolémie,
- une résistance a l'insuline,
- une résistance a la leptine

- ou encore une résistance au glucose. (Gallou-Kabani et al., 2007; Kim et al.,

2008; Weisbrod et al., 2013; Bailey-Downs et al., 2013).

D’aprés une étude effectuée en 2007 par Buettner et ses collaborateurs, le meilleur régime
conduisant a une obésité et une insulino résistance est un régime riche en graisse, semi-
purifié¢, contenant des graisses animales représentant 40% de 1'énergie, avec une faible
quantité de w -3 et une faible quantité d'huiles végétales riches en w -6 et wr -9. (Buettner et

al., 2007).

Il est nécessaire de prendre en compte qu’environ 50 % des souris vont montrer une
résistance a ce régime et ne vont ainsi pas devenir obeses. Ainsi il est possible de différencier
les animaux qui sont réceptifs au régime de ceux qui ne le sont pas en regardant le poids
final. En effet Tulipanoet (2004) a défini que les rats se trouvant dans le quartile le plus haut
étaient désignés comme sujet a une obésité tandis que les rats se trouvant dans le plus bas

quartile étaient considérés comme résistants. (Tulipano, 2004)

De plus, I’ingestion d’un régime HFD (60% calories) pendant une longue période (27 mois)
entraine une diminution du taux de survie comparé a des souris ayant regu une alimentation

standard. (Muller et al., 2013)

d) Effets cardiovasculaires
1) Modalités d’études

Une des méthodes de choix pour évaluer la fonction cardiaque est I’échocardiographie. Cette
méthode inclus I’échocardiographie 2D et 3D, le Doppler pulsé, le Doppler couleur et le
Doppler tissulaire. L’échocardiographie va permettre d’obtenir des informations sur

I’anatomie et la fonction cardiaque.

La méthode recommandée pour la mesure de la fraction d’€jection est la méthode apicale
biplan. Il est également possible de quantifier les volumes ventriculaires et de calculer la

fraction d’éjection par échocardiographie 3D.
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Le score de mouvement de la paroi du ventricule gauche (VG), les vitesses systoliques
évaluées en Doppler tissulaire et les mesures de déformation peuvent étre des indices de

dysfonction systolique mais sont moins utilisés en pratique clinique courante.

L’¢évaluation de la fonction diastolique est importante dans le diagnostic des patients

présentant une insuffisance cardiaque avec fraction d’éjection préservée.

La fonction diastolique est évaluée par échocardiographie mais également par doppler
tissulaire. Elle est composée de 4 phases : (1) une phase de relaxation iso volumique ou le
volume du VG reste inchangé mais la pression diminue, (2) une phase de remplissage
ventriculaire qui s’effectue par I’ouverture de la valve mitrale quand la pression de
I’oreillette gauche et supérieur a la pression du VG, (3) une phase de remplissage passif ou
les pressions de I’oreillette gauche et du VG sont quasiment identiques, (4) une phase de
contraction de I’oreillette gauche se terminant a la fin de la valve mitrale. La fonction
diastolique va étre caractérisée par la courbe du flux trans-mitral qui est composé de 2 ondes
: ’onde E et ’onde A. L’onde E correspond au remplissage rapide du VG tandis que 1’onde
A correspond au remplissage tardif du VG. Différentes mesures vont pouvoir étre effectuées
a partir du flux trans-mitral : la mesure des pics de vitesse des ondes E et A, le rapport E/A,

le temps de décélération de 1’onde E, le temps de relaxation isovolumique.

La relaxation myocardique va étre évaluée par doppler tissulaire en mesurant la vitesse de

I’onde E’ qui correspond a la vitesse du premier pic de diastole.

La dysfonction diastolique du VG est caractérisée par une diminution de E’, inférieure a 9
cm/s correspondant a une relaxation du VG retardée ou une augmentation du rapport E/E’
supérieur a 15 ou une combinaison de ces parametres. (Authors/Task Force Members et al.,

2012)

1) Les différents modes d’imagerie
Pour accéder aux fonctions cardiaques, les principaux formats d’images sont:

- B-mode : image en temps réel en noir et blanc. Avec ce mode, il est possible de
voir le cceur en 2D mais également ’artere pulmonaire, les carotides et 1’arc

aortique. Il est possible d’obtenir le coeur : en vue apicale 4 chambres avec la vue
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des valves mitrales et tricuspides ; en vue parasternale grand axe ; en vue petit

axe ; en vue parasternale droite.

-  M-mode : il permet d’obtenir les parametres fonctionnels du VG comme la
fraction d’¢jection, la fraction de raccourcissement, le débit cardiaque, le volume

d’¢jection, les diamétres inter ventriculaires et la masse du VG.

- Doppler : permet de déterminer le flux sanguin. Il est possible d’obtenir les temps
de relaxation et de contraction, le ratio E/A, et le temps de décélération. Le
Doppler couleur permet une visualisation de la direction et de la vitesse du flux

sur I’image 2-D.

- 3-D: permet de visualiser les structures cardiaques de tout point de vue. L’image

3-D est reconstruite a partir de I’image 2-D.

(Ram et al., 2011)

1ii) Conséquences de I’obésité et du syndrome métabolique sur le ceeur

L’obésité augmente la prévalence des maladies cardiovasculaires et elle est un facteur
prédictif indépendant de maladie cardiovasculaire et de dysfonction diastolique. De
nombreuses études ont montré une association entre 1’exces de poids et le développement de
maladies coronariennes (Lavie et al., 2016). En effet, les personnes en surpoids ou obeses
ont respectivement, 32 % et 81 % plus de risques de développer une maladie coronarienne
par rapport a des personnes avec un poids normal (Bogers et al., 2007). On sait également
que I’obésité est associée a un risque accru de mortalité due aux maladies cardiovasculaires
(Calle et al., 1999). Cette augmentation est ¢galement retrouvée chez les personnes agées

(Wu et al., 2014b).

La prévalence d’une dysfonction diastolique est de 16% dans la population générale.
Cependant, lorsque les personnes présentent un syndrome métabolique, la prévalence passe
a 35%. Elle augmente encore d’autant plus lorsque les personnes présentent un diabéte de
type 2, une maladie coronarienne ou les deux (respectivement 50%, 60% et 70%). (Fischer,

2003; Fuentes et al., 2006)
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Plusieurs études, que ce soit chez I’homme ou les animaux, ont montré que le syndrome
métabolique était associé a une hypertrophie du VG, accompagnée d’une altération de la
fonction diastolique.

Dans une cohorte de 607 sujets, avec une moyenne d’age de 49 + 13 ans, les sujets ont été
classés en 3 groupes selon le nombre de critéres de syndrome métabolique qu’ils possédaient
: 0 critere = absence de syndrome métabolique, 1 — 2 = syndrome pré-métabolique, > 3 =
syndrome métabolique. La cohorte est constituée de 110 sujets ne présentant pas de
syndrome métabolique, 311 présentant un syndrome pré-métabolique et 186 présentant un
syndrome métabolique. La dysfonction diastolique a été évaluée dans ses différents groupes
par échocardiographie. Ainsi, la dysfonction diastolique est présente chez 9% des patients
ne présentant pas de syndrome métabolique, 18% des personnes en syndrome pré-
métabolique et 35 % des personnes avec un syndrome métabolique. En effet, on observe une
altération de la relaxation du VG caractérisée par une augmentation de la masse du VG, une
diminution du rapport E/A (due principalement a une augmentation de la vitesse d’onde A),
un rallongement du temps de relaxation isovolumétrique et du temps de décélération. De
plus, la PA diastolique, le tour de taille et le taux de TG sont indépendamment associés a la

fonction de relaxation du VG. (Fuentes et al., 2006)

L’¢tude longitudinale « The Strong Heart Study », a montré que les patients présentant un
syndrome métabolique ont deux fois plus de risques d’avoir une hypertrophie du VG. Cette

association reste grande lorsque I’hypertension et I’obésité sont également prises en compte.

De plus, en présence d’une hypertrophie, le risque d’avoir un événement cardiovasculaire
mortel ou non est plus €levé, que ce soit en présence de syndrome métabolique ou non.

(Simone et al., 2009)

Une dysfonction diastolique du VG peut étre présente chez des personnes présentant un
syndrome métabolique sans d’hypertension. Cependant, lorsqu’elles présentent un syndrome
métabolique couplé a une hypertension, les fonctions diastoliques sont plus atteintes. (Aksoy

etal., 2014)

Masugata et ses collaborateurs (2006), ont déterminé la structure et la fonction cardiaque de
sujets avec un syndrome métabolique mais ne présentant pas d’historique de maladies
cardiovasculaires. Ils ont montré que les patients avec un syndrome métabolique peuvent

présenter une dysfonction diastolique sans modification de la structure du VG et sans
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dysfonction systolique. En effet, chez deux groupes de patients, présentant ou non un
syndrome métabolique, aucune différence sur 1’épaisseur de la paroi du VG, I'index de
masse du VG ou de la fraction d’¢jection du VG n’a été observé entre les deux groupes.
Cependant, la fonction diastolique, évaluée par le rapport E/A, est différente entre les deux

groupes. (Masugata et al., 2006)

Dans des modeles murins, une étude récente s’est penchée sur les effets a long terme d’un
régime HFD sur le systéme cardiovasculaire. Apres 8 mois de régime, les souris présentent
bien des caractéristiques du syndrome métabolique. Elles présentent également un
remodelage cardiaque avec une hypertrophie cardiaque concentrique et une hypertrophie des
cardiomyocytes caractérisée par une augmentation de la taille du cceur couplée a un
¢épaississement du septum intra ventriculaire et de la paroi du VG. A 16 mois, une altération
de la fonction de contraction (utilisant la norépinephrine) est observée chez les souris obéses.
Ce phénomeéne peut étre di a une altération de la synthése de NO suite au régime HFD. La
fonction de relaxation en réponse a 1’acétylcholine diminue mais pas de facon significative.

Aucune différence significative n’a été observée concernant la PA. (Calligaris et al., 2013)

Chez des souris nourries avec un régime riche en graisses et en en sucres pendant 8 mois, on
observe également une hypertrophie du VG avec une augmentation de I’épaisseur de la
paroi, des 2 mois de régime. Cette hypertrophie est associée a une dysfonction diastolique
du VG aprés 8 mois, caractérisée par une prolongation du temps de relaxation iso-
volumétrique (TRIV) et du temps de décélération couplée a une diminution du rapport E/A.
De plus, le doppler tissulaire montre une diminution d’Em, correspondant a la vitesse du
premier pic de diastole, et du rapport E/Em. Ainsi, de par ses résultats, on observe une

altération de la relaxation du VG. La fonction systolique est préservée. (Qin et al., 2012)

Ces deux modeles présentent un phénotype cardiaque tres similaire a celui retrouvé chez les

humains.

27



e) Implication de I’inflammation

1) La réponse inflammatoire

L’inflammation est une réponse physiologique de 1’organisme a une agression externe ou
interne. Différentes cellules vont entrer en jeu dans le processus inflammatoire. Les
médiateurs inflammatoires tels que les chimiokines et les cytokines vont étre synthétisées a
partir des macrophages tissulaires résidents et des mastocytes. Suite a 1’initiation de la
réponse inflammatoire, I’endothélium va étre activé et va permettre la libération des
polynucléaires neutrophiles qui vont libérer leurs agents toxiques et des enzymes
protéolytiques. L’agent infectieux va ainsi étre éliminé. Les cellules inflammatoires vont
subir une apoptose et étre phagocytées par les macrophages qui vont induire un signal anti-
inflammatoire en sécrétant IL-10 ou TGFf. Cependant, le processus inflammatoire peut

persister et conduire ainsi au développement d’un état inflammatoire chronique.

i) Syndrome métabolique, obésité et inflammation

L’obésité et le syndrome métabolique vont tous les deux étre caractérisés par un état
inflammatoire. Différents noms ont été données pour cet état inflammatoire : « low-grade
chronic inflammation » du fait que I’activation de I’inflammation n’est pas importante ; «
meta-inflammation » pour inflammation déclenchée par le métabolisme ou encore « para-
inflammation » désignant un état intermédiaire d’inflammation. (Monteiro & Azevedo,

2010)

Cet état inflammatoire va étre caractérisé par une augmentation de nombreux marqueurs
inflammatoires. Parmi eux, on peut par exemple citer la CRP (« C-reactive protein »).
Bochud et son équipe ont mis en évidence, dans une ¢tude transversale, que le taux de CRP
circulant était corrélé positivement a I’indice de masse corporel chez les femmes et que cette

observation était principalement due a la masse graisseuse. (Bochud et al., 2009)

L'obésité est €également associée a une activation de la réponse immunitaire innée. Nijhuis a
ainsi étudié un processus fondamental dans la réponse immunitaire innée : ’activation des
neutrophiles. Cette activation a été évaluée par la mesure du taux de myéloperoxidase et de

calprotectine chez des sujets présentant une obésité morbide. Il a été mis en évidence dans
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cette étude une augmentation significative du taux de ces 2 marqueurs chez les sujets obéses.

(Nijhuis et al., 2009)

Dans une revue de 2006, Fain a compilé les données de 4 études ou les taux circulants de
CRP, TNFa, IL-6, PAI-1 (« plasminogen activator inhibitor-1 ») et de leptine ont été
comparés entre des sujets non obeses, des sujets ayant une obésité morbide et des sujets
ayant subi une chirurgie bariatrique. Pour les sujets non obéses, les taux d’IL-6 et de TNFa
sont faibles tandis que chez les sujets obeses, ils sont €levés. Le taux circulant de leptine, est
au moins 1000 fois supérieur au taux de cytokines. De plus, la concentration de PAI-1 dans
le sang est 4.5 fois supérieure a la concentration de la leptine. Les concentrations de ces
différentes protéines sont grandement élevées chez les sujets présentant une obésité morbide

et la chirurgie bariatrique contribue a leur diminution. (Fain, 2006)

Chez les personnes dgées présentant une obésité, un état pro-inflammatoire est également
retrouvé. Cela a notamment été mis en évidence dans une publication de 2012. L’étude a été
effectuée chez 179 sujets, provenant de 1’étude LIFE-P (« Lifestyle Interventions and
Independence for Elders Pilot »), ayant une moyenne d’age de 77 ans. 12 marqueurs
inflammatoires ont ét¢ mesurés et le tour de taille et I'IMC ont été calculés. Il a été mis en
évidence qu’une augmentation de 1 SD (« Standard Deviation ») du tour de taille, de I'IMC
ainsi que de la composition en graisse, €tait positivement corrélé aux taux de CRP, IL-1ra et
d’IL-6. Ainsi, ces marqueurs semblent jouer un rdle important en présence d’une adiposité

¢levée chez les personnes agées (Brinkley et al., 2012)

Cet état inflammatoire associé a I’obésité va conduire a un état de stress. En effet, Patel et
ses collaborateurs ont démontré que I’absorption d’un repas riche en graisses ou riche en
glucides, chez des sujets obeses, conduisait a une augmentation de la production de ROS

caractéristique d’un état de stress oxydatif (Patel et al., 2007).

Une des voies de signalisation impliquée dans le développement de cet état inflammatoire
est la voie NF-kb (« nuclear factor-kb ») et I’inhibiteur de kB kinase-p (IKKB). En effet, il
a été mis en évidence que ces voies étaient activées en présence d’une obésité ou chez des
animaux ayant recu un régime HFD mais également en présence d’une résistance a I’insuline

(Shoelson et al., 2003).
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D’autres facteurs ayant une activité pro-inflammatoire ont montré étre é¢galement impliqués
dans I’inflammation induite par I’obésité : les INK (« c-Jun N-terminal protein kinases »).
Il a été montré que I’activité des JNK était fortement €levée en présence d’une obésité
(Hirosumi et al., 2002) et qu'une ablation de JNK et notamment de JNK1 au niveau du
compartiment des cellules hématopoiétiques, protégeait les animaux d’une inflammation

induite par I’obésité (Solinas et al., 2007)

Plusieurs études ont mis en évidence que le tissu adipeux était un tissu métaboliquement
actif et que les adipocytes le composant vont étre capable de synthétiser et d’exprimer un
grand nombre d’adipokines et de cytokines pro-inflammatoires, ce qui va contribuer a
I’augmentation de leur taux circulant.

En effet, Fain et son équipe ont mis en évidence que le tissu adipeux est le principal lieu de
libération et de synthése d’adipokines chez des sujets présentant une obésité massive, c’est-
a-dire avec un IMC supérieur a 40. Pour mettre en évidence cela, ils ont examiné les
adipokines relachées par des explants de tissu adipeux viscéral ou sous cutané provenant de
femmes ayant subits une abdominoplastie ou un by-pass pour le traitement de I’obésité
morbide. Ainsi, il a été mis en évidence une libération plus importante de prostanglandine
ED2 et d’IL-6 que d’adiponectine. De plus, le tissu adipeux viscéral semble le lieu privilégié
pour la libération de facteur pro-inflammatoire comme le VEGF (« vascular endothelial
growth factor »), I'lL-6 ou encore le PAI-1. Les sujets présentant une obésité massive,
présentent une libération beaucoup plus importante de TNF-o, IL-8 et IL-10 par rapport a
des sujets obeses de classe 1 (IMC entre 30 et 34.9). (Fain et al., 2004)

Bien que le tissu adipeux viscéral soit le lieu privilégié de synthese et de libération de
facteurs pro-inflammatoires, des études ont également mis en évidence que le tissu adipeux
sous cutané peut contribuer a I’état pro-inflammatoire observé en présence d’obésité. Ainsi,
Bremer et son équipe ont mis en évidence que le tissu adipeux sous cutané, chez des
personnes présentant un syndrome meétabolique, sécrétait d’avantage d’adipokines (IL-1,
IL-6, leptine, RBP-4, CRP, SAA, et chemerine) et que le taux d’adipokines circulantes
augmentait (IL-1, IL-6, leptine, RBP-4, CRP, SAA, et chemerine), par rapport a des sujets

ne présentant pas de syndrome métabolique.(Bremer et al., 2011)

L’obésité va également favoriser I’inflammation au niveau du tissu adipeux péri vasculaire.

Cela a été mis en évidence par plusieurs équipes.

30



En 2009, I’équipe de Police a montré une augmentation de ’ARNm de MCP-1 («
macrophage chemoattractant protein 1 ») et de CCR2 (« chemokine receptor type 2 ») plus
importante dans le tissu adipeux péri aortique provenant de 1’aorte abdominale par rapport
au tissu adipeux provenant de I’aorte thoracique chez des souris ayant recu en régime HFD
de 4 mois. De plus, une plus grande concentration de MCP-1 est libérée par des explants
provenant du tissus adipeux péri aortique d’aortes abdominales. Ainsi le tissu adipeux se
trouvant autour de 1’aorte abdominale est donc en partie responsable de 1’inflammation

observée suite a un régime HFD. (Police et al., 2009)

Plus récemment, Weisbrod et ses collaborateurs ont démontré qu’un régime riche en graisses
et en sucres €tait également caractérisé par une inflammation au niveau de 1’aorte. En effet,
des 2 mois de régime, les souris présentaient une augmentation importante de 1’expression
de marqueurs inflammatoires : TNFa, MCP-1 et MIP1a (« macrophage infiltrating protein

1 a ») par rapport a des souris n’ayant pas regu de régime. (Weisbrod et al., 2013)

Cet état inflammatoire retrouvé au niveau du tissu adipeux péri vasculaire, suite a une
obésité, va étre aggravé par le vieillissement et contribuer a I’augmentation du stress oxydant
vasculaire et de I’inflammation. Cela a été mis en évidence par 1’équipe de Bailey-Downs.
Dans cette étude des souris C57BL/6 ont recu pendant 5 mois, soit un régime standard, soit
un régime HFD. Les souris a la fin de I’étude étaient agées de 7 ou 24 mois. Il a été montré
que le vieillissement conduit a une augmentation du taux de MCP-1 et de MIP1a dans les
aortes de souris agées obéses mais également a une augmentation de la production de ROS
au niveau du tissu adipeux péri vasculaire, caractéristique d’un stress oxydatif. Afin
d’¢étudier les effets de 1’obésité et du vieillissement sur la sécrétion de cytokines du tissu
adipeux péri vasculaire, le tissu adipeux se trouvant autour de I’aorte abdominale a été enlevé
et mis en culture pour ainsi obtenir des secrétomes analysés par multiplex protein array
system. Ainsi, 1’obésité est caractérisée par une augmentation de la sécrétion de marqueurs
inflammatoires chez les souris jeunes et agés. L.’aorte est donc bien un site de production de
facteurs pro-inflammatoire. Par la suite, des aortes de souris jeunes ont ét€ mises en contact
avec le secrétome du tissu adipeux provenant des aortes de souris jeunes ayant re¢u un
régime riche en graisse. Cette exposition conduit & une augmentation du stress oxydant qui
est d’avantage augmenté lorsque le secrétome provient de souris agées obeses. (Bailey-

Downs et al., 2013)
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Kim et son équipe ont mis en évidence que I’inflammation ainsi que la résistance a I’insuline
au niveau vasculaire se développaient précocement par rapport aux autres tissus comme le
muscle, le foie ou le tissu adipeux. Pour mettre en évidence cela, des souris males C57BL/6
agées de 6 a 12 semaines au début de I’étude ont regu soit un régime faible en graisses (10
% de graisses saturées) soit un régime HFD (60 % de graisses saturées) pour des périodes
allant de 1 a 14 semaines. L’inflammation a été déterminée en mesurant la phosphorylation
d’IkBa et la résistance a I’insuline par la phosphorylation d’ Akt induit par I’insuline. Le taux
d’IkBa phosphorylé, déterminée par Western blot dans des lysats aortiques, est deux fois
plus ¢élevé et ce dés la premiére semaine de régime HFD. Cette apparition précoce de
I’inflammation au niveau vasculaire est accompagnée d’une résistance a I’insuline. Ces deux
phénomenes sont également observés dans le muscle squelettique et le foie mais apres 4 a 8
semaines de régime HFD. Au niveau du tissu adipeux, ces phénomenes sont observés
seulement apres 14 semaines de régime HFD. Ainsi, la paroi artérielle semble plus sensible

que les autres tissus aux conséquences d’un régime HFD. (Kim et al., 2008)

L’inflammation au niveau du tissu adipeux semble jouer un rdéle important dans le
développement de la résistance a 1’insuline.

Van der Heijden et son équipe ont en effet montré que 1’inflammation au niveau du tissu
adipeux, apparait précocement par rapport a la résistance a I’insuline. En effet, apres 24
semaines de régime HFD, une augmentation de 1’expression de geénes pro-inflammatoires
tels que TNF, IL-1b, MCP1 et F4/80 est observée, tandis que la résistance a 1’insuline

survient apres 24 et 40 semaines de régime. (van der Heijden et al., 2015)

Le macrophage est une cellule clé qui a montré jouer un réle dans I’inflammation.

Au niveau du tissu adipeux il représente la majeure partie des cellules immunitaires et cela
est encore plus vrai en présence d’une obésité. En effet il a été montré, chez le rongeur, que
I’expression de geénes codant pour des protéines caractéristiques des macrophages était
corrélée positivement avec le poids. De plus, les macrophages provenant des différents tissus
adipeux sont également responsables de I’expression de cytokines pro-inflammatoire

comme TNFa ou IL-6. (Weisberg et al., 2003)

Les macrophages peuvent étre divisés en deux types de sous-populations : M1 ou M2. Les
macrophages M1 vont entrainer une production accrue de cytokines pro-inflammatoires. Les
macrophages M2 présentent une plus faible expression de cytokines pro-inflammatoires et

vont conduire a la production de cytokines ayant un effet anti-inflammatoire. Lumeng et ses
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collaborateurs ont montré que 1’obésité conduit a un changement de phénotype des
macrophages. En effet, chez les souris n’ayant pas regu de régime HFD, les macrophages
expriment des genes caractéristiques de macrophages M2 tandis que les macrophages
provenant de souris obeses présentent une diminution de ces génes et une augmentation de

I’expression de geénes caractéristiques de macrophages M 1. (Lumeng et al., 2007)

f) Quantification de la graisse par tomographie par émission de positons
couplée au scanner

1) Caractéristiques de la tomographie par émission de positons

La tomographie par émission de positons couplée au scanner (TEP scanner) est une
technique associant une imagerie fonctionnelle quantitative, la tomographie par émission de
positons (TEP), et la tomodensitométrie (CT) qui permet d’obtenir des informations
morphologiques précises sur le patient. Le TEP permet de mesurer in vivo et de maniére non

traumatique la distribution volumique d’un traceur.

Depuis son développement il y a pres de 20 ans, 1’utilisation de 1’imagerie par TEP sur les
petits animaux ne fait qu’augmenter. Cependant elle implique certaines contraintes. Ainsi, il
est nécessaire de mettre 1’animal sous anesthésie et de maintenir sa température corporelle.
Le volume de traceur injecté doit tenir compte du volume sanguin total de I’animal afin que
celui-ci n’affecte pas 1’état physiologique naturel de I’animal. Pour la résolution spatiale,
elle doit étre 15 fois meilleure que celle utilisée pour le PET chez I’humain afin de visualiser

les mémes détails structuraux. (Yao et al., 2012)

iiy  Lel18FDG

Un des traceurs le plus utilisé dans I’imagerie TEP est le "*F-FDG (2-deoxy-2-18F-fluoro-
D-glucose). Le '®F-FDG est un analogue du glucose dont la propriété est sa captation intense
par les cellules entrant en jeu dans le processus inflammatoire et notamment les

macrophages.

Le 18F-FDG va entrer dans les cellules de par les transporteurs GLUTs (« glucose

transporters »). Les transporteurs GLUTs sont des protéines d’environ 500 acides aminés.
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I1 en existe 13 cependant les plus connus sont : GLUT 1 a 4 (GLUT]I, 3 et 4 possédant une
grande affinité pour le glucose) et GLUT6. En temps normal, le glucose va entrer dans les
cellules et subir une phosphorylation par I’hexokinase pour donner le glucose-6-Phosphate.
Suite a cette phosphorylation, le glucose-6-phosphate va rentrer dans la réaction de glycolyse
et étre catalysé par I’hexo-6-phosphate isomérase qui va conduire a la formation de fructose-
6-phosphate. Contrairement au glucose, le '8F-FDG ne va pas étre métabolisé dans la cellule.
En effet, il va étre transporté dans la cellule de facon identique au glucose puis va étre
phosphorylé par I’hexokinase est former le '*F-FDG-6-phosphate. La conversion en
fructose-6-phosphate ne va pas étre possible, et le 'SF-FDG-6-phosphate va ainsi
s’accumuler dans la cellule. L’absorption du FDG est généralement évaluée en termes de

SUV (« standard uptake value »). (Figure 1) (Sheikine & Akram, 2010)

Fluor 18

Hydrogeé ne SE.FDG
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A\’ Glucose-6-phosphate
e isomérase

Figure 1 : Schéma du métabolisme du FDG dans une cellule.

111) Définition de la graisse brune

Le tissu adipeux brun (TAB) est impliqué dans la thermogenese, phénomene important pour
la survie des petits animaux dans un environnement froid. Il est constitué¢ de nombreuses
mitochondries qui vont oxyder les substrats et libérer ainsi de la chaleur. Ce phénoméne est
amplifié par la présence de la protéine découplante 1 ou UCP-1 (« uncoupling protein 1 »)

présente au niveau de la membrane interne de la mitochondrie.
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UCP-1 est également retrouvé au niveau des adipocytes du tissu adipeux blanc suite a une
stimulation par le froid ou béta adrénergique. Les adipocytes sont alors appelés adipocytes
beiges ou « brite » (« brown in white »). Ils sont caractérisés par des gouttelettes lipidiques

multiloculaires et I’expression de génes retrouvés au niveau du TAB comme UCP-1.

Le TAB se forme durant le développement embryonnaire. Chez les rongeurs, on le retrouve
principalement au niveau interscapulaire. Les adipocytes du TAB proviennent de
précurseurs se trouvant dans le mésoderme embryonnaire. Au niveau de ces précurseurs, on
retrouve I’expression de deux geénes, Myf5S (« Myogenic factor 5 ») et Pax7 (« Paired box
7 »). lls vont donner lieu a la formation de pré-adipocytes bruns. Ebf2 (« Early B-Cell
Factor-2 ») et Ppary (« Peroxisome proliferator-activated receptor-y »), vont induire
I’expression du facteur de transcription Prdm16 (« PR-domain containing protein-16 »), une
grande protéine a doigt de zinc qui va entrainer la différenciation des pré-adipocytes bruns
en adipocytes bruns. Suite a une exposition au froid, il va y avoir une expression de Pgcla
(« Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator I-alpha »), un co-
activateur transcriptionnel, qui va conduire a 1’activation de la graisse brune. (Figure 2)

(Symonds, 2013; Harms & Seale, 2013)
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Figure 2 : Régulation transcriptionnelle du développement et de I'activation des adipocytes

bruns.

Figure adaptée de Harms & Seale, 2013
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iv) Evaluation du métabolisme de la graisse brune
Peu de méthodes sont disponibles pour mesurer 1’activité du TAB chez les humains.

En 2009, une étude a été effectuée chez environ 2000 patients et la présence ou non de TAB
a été mise en évidence par I’analyse d’image de TEP/CT au '8FDG. L’analyse des images
TEP ont permis de mettre en évidence que le TAB se retrouvait principalement au niveau
cervical - supraclaviculaire mais qu’il pouvait également se retrouver jusqu’entre les muscles
sous-scapulaires et pectoraux. Le TAB a ¢té davantage mis en évidence chez les femmes,
les patients ayant un age inférieur a 50 ans, les patients présentant un taux de glucose a jeun
le plus faible et ceux n’ayant jamais fumé et pris de beta-bloquants. La température
extérieure joue un rdle sur I’activité du TAB, puisque celle-ci était plus €élevée en hiver et

plus faible au printemps, a ’automne ou encore en été. (Cypess et al., 2009)

Chez des patients obeses morbides, il a également été possible de déterminer ’activité de la
graisse brune par stimulation au froid. La technique TEP FDG couplée au scanner a été
utilisée. Ainsi, une forte corrélation a été retrouvée entre 1’activité de la graisse brune et
I’indice de masse corporel et le pourcentage de graisse dans le corps. De plus, seuls les sujets
ayant une activité de la graisse brune présentaient une augmentation de leur dépense
énergétique suite a une exposition au froid. Cette étude a permis de mettre en évidence que
chez ’Humain, la graisse brune était également impliquée dans la thermogénese adaptative.

(Vijgen et al., 2011)

Plusieurs études ont montré que la technique d’imagerie microTEP au "*FDG permettait

d’évaluer le métabolisme du glucose au niveau du TAB dans des modeles murins.

La visualisation du TAB activé a par exemple pu étre mis en évidence dans un modele murin
déficient en la protéine UCPI en utilisant la technique TEP-FDG. Pour cela les souris
controles (C57BL) ou KO pour UCP1, c’est-a-dire des souris pour lesquelles le gene UCP1
a été inactivé, ont re¢u une dose de FDG et ont ensuite été placées dans un environnement
froid (4°C pendant 4h) ou chaud (39°C pendant 4h). L’intensité de captation du FDG par le
TAB a été évalué en mesurant le ratio appelé RISC (« Ratio of Inter-scapular uptake scaled
by cerebellum uptake »). Apres une exposition au froid, le RISC augmente chez les souris
contrdles mais pas chez les souris ou le géne UCP1 a été inactivé Cela confirme le role

important d’UCP1 dans le processus de thermogenése. (Jeanguillaume et al., 2013)
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L’activité métabolique de la graisse brune, évaluée par TEP-FDG, peut étre étudiée en
utilisant des molécules qui vont activer les récepteurs 3 adrénergique.

Mirbolooki et son équipe ont utilisé des rats auxquels ils ont administré ou non un activateur
des récepteurs B3 adrénergiques, le CL316,243 et ont comparé ces animaux a des animaux
exposés au froid. La quantification de la captation du FDG est exprimée en SUV (« standard
uptake value ») qui prend en compte 1’activité du FDG dans un volume d’intérét et la dose
de FDG injecté. Il a été mis en évidence que suite au traitement par CL316,243 il est bien
possible de visualiser la graisse brune par TEP au niveau interscapulaire, cervical, péri-
aortique et intercostale. Cela a été¢ confirmé par autoradiographie et histologie au niveau
interscapulaire. La captation du FDG au niveau interscapulaire augmente de facon dose

dépendante. (Mirbolooki et al., 2014)

Van der Veen (2012) et son équipe ont mis en évidence par microTEP/CT que le
métabolisme du glucose au niveau du tissu brun adipeux suivait un « rythme ». En effet, ils
ont montré par différents examens TEP, que 1’absorption du FDG était plus élevée au
moment de la moiti¢ de la phase lumineuse puis que cette absorption diminuait au début de

la phase d’obscurité. (van der Veen et al., 2012)

V) Graisse brune et vieillissement

Le vieillissement va conduire a des désordres métaboliques. Comme nous I’avons vu
précédemment, les Hommes adultes possedent de la graisse brune qu’il est possible de
visualiser par TEP. Bien qu’il soit possible de détecter du TAB chez les personnes agées, sa
quantité¢ et son activité décline fortement avec 1’age. Cypess et ses collaborateurs ont
rapporté que le TAB était détecté trois fois plus chez les personnes ayant un age inférieur a
50 ans que chez les personnes agées de plus de 64 ans et que I’indice de masse corporel était
un prédicteur négatif de présence de TAB avec I’augmentation de I’age. (Cypess et al.,

2009)

Une autre étude a mis en évidence que I’age ¢€tait un fort déterminant négatif de la masse de
TAB et que son activité¢ diminuait également avec 1’age. Cette diminution d’activité au
niveau du TAB avec I’age pourrait s’expliquer par une diminution des dépots au cours du

vieillissement. (Pfannenberg et al., 2010).
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Une diminution de I’activité de la graisse brune au cours du vieillissement a également été
retrouvée dans des études animales.

Chez des rats males agés, la thermogénese sans frissons induite par le froid ou par la
norépinephrine est fortement diminuée comparés a des rats males jeunes. Les auteurs mettent
en avant que la diminution de la thermogénese serait principalement due a une diminution
de fonctionnalité de la graisse brune plutot qu’a une diminution de I’activité sympathique du
TAB. Ainsi les rats agés vont étre plus prédisposés a une accumulation de masse grasse.

(McDonald & Horwitz, 1999)

vi) Graisse brune et obésité

De nombreuses études ont mis en évidence qu’une absence ou une diminution d’activité de
TAB était corrélée avec une obésité que ce soit chez I’Homme ou dans des modéles animaux.
(Vijgen et al., 2011)

En effet, récemment Wu (2014) a mis en évidence que, dans un modéle murin, I’obésité
induite par la prise d’un régime HFD durant 8 semaines ou un diabéte induit par I’injection
de Streptozocin pendant 3 jours, conduit & une diminution de la captation du FDG au niveau
de la graisse brune interscapulaire par rapport aux souris contrdles. La différence de
métabolisme de la graisse brune peut étre expliquée par un taux plus ¢élevé de glucose dans
le sang qui a montré avoir un effet négatif sur le métabolisme du glucose de la graisse brune

interscapulaire. (Wu et al., 2014a)

Plusieurs études ont mis en évidence que la thermogénese du TAB, permet de lutter contre
I’obésité induite par I’alimentation.

Il y a quelques années, des souris présentant une destruction des adipocytes bruns, ont été
mise au point. Elles sont caractérisées par une dépense énergétique réduite associée a une

obésité et une résistance a I’insuline. (Lowell et al., 1993; Hamann et al., 1998)

Une des protéines principalement retrouvée au niveau de la graisse brune, UCP-1 est
impliquée dans le phénomene de thermogénese induite par I’alimentation.

En 2009, Feldmann a mis en évidence que I’ablation de UCP-1 chez des souris C57BL6J,
dans des conditions de thermo neutralité, conduisait a une obésité qui était encore plus
massive lorsque les souris étaient sous un régime HFD. Il a également été observé que les

souris contrdles, c’est-a-dire n’ayant pas d’ablation de UCP-1, suite a un régime HFD,
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présentaient une thermogénése tandis qu’aucun effet de cette sorte n’était retrouvé chez les
souris ou UCP-1 est absente. Ainsi il semblerait que UCP-1 soit fortement impliquée dans

la thermogénese induite par I’alimentation. (Feldmann et al., 2009)

g) Quantification de la graisse par imagerie par résonance magnétique
nucléaire

1) Généralité sur I'IRM

L’appareil utilis¢é pour la méthode d’imagerie a résonnance magnétique (IRM) est
principalement constitué d’un aimant qui va créer un champ statique entrainant une
magnétisation macroscopique. L’aimant va étre caractérisé par : son intensité de 1.5 a 3

Teslas ; la stabilité du champ ; I’homogénéité ; le volume utile.

L’IRM repose sur les propriétés magnétiques des atomes. Chaque atome est caractérisé par
un vecteur de magnétisation qui possede une orientation aléatoire dans 1’espace. Lorsque les
protons contenus dans le noyau de 1’atome sont soumis a un champ magnétique, deux angles
de précessions vont étre possibles : un ou le vecteur d’aimantation va étre dans le sens du
champ magnétique c’est-a-dire parallele et un ou le vecteur va étre dans le sens contraire du
champ magnétique c’est-a-dire antiparallele. A 1’état d’équilibre, les protons paralleles en
exces vont étre a ’origine de ’apparition d’un vecteur d’aimantation macroscopique qui va
étre aligné au champ magnétique. Lorsqu'ils sont excités par une onde radio a une fréquence
donnée, le vecteur d’aimantation va basculer d’un certain angle. A l'arrét de I'onde, le vecteur
des atomes revient a sa position d'équilibre et émettre un signal, on appelle ce phénomene la
relaxation. 1l existe une relaxation longitudinale (la repousse de Mz, qui correspond au T1
avec une repousse progressive) et une relaxation transversale T2 (avec une composante
transversale qui décroit rapidement et également un déphasage des spins qui avaient été mis
en phase par I’excitation RF). Ce sont les mesures de T1 et T2, les temps de relaxation, qui

sont a I’origine des images IRM.

11) Méthodes d’évaluation de la graisse par IRM

Comme nous 1’avons vu précédemment, la technique TEP permet a la fois la détection et la
mesure de I’activité de la graisse brune chez la souris et chez I’Homme. Cependant, peu

d’études prospectives sont effectuées chez I’Homme du fait du cout d’utilisation des radio-
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traceurs et de 1’exposition aux radiations. Ainsi, la technique d’IRM s’est développée afin

de pouvoir a la fois définir la quantité de graisse brune mais également son activité.

Hamilton et son équipe ont mis en évidence qu’il était possible de différencier la graisse
blanche et la graisse brune de part : les propriétés physiques comme le temps de relaxation
T1 et le degré de saturation en lipides et les fractions de graisse. Des échantillons de tissus
adipeux murins, a la fois de graisse brune et de graisse blanche, ont été prélevés et les
spectres des différents tissus ont été récupérés en passant les échantillons dans une IRM
corps entier clinique de 3 Teslas. En connaissant la structure chimique des triglycérides, il
va &tre possible de déterminer les différents types de triglycérides présents dans les
échantillons. Par rapport a I’échantillon de tissu adipeux blanc, le TAB présente une fraction
d’eau plus importante. De plus, les spectres de graisses permettent de mettre en évidence la

moindre présence de triglycérides insaturés au niveau du TAB. (Hamilton et al., 2011)

Une équipe a également mis en évidence qu’il était possible de détecter le TAB chez la souris
et de le différencier du tissu adipeux blanc en utilisant la technique de « IDEAL (« Iterative
Decomposition with Echo Asymmetry and Least squares estimation ») fat-water imaging ».
Cette technique utilise une stratégie d’acquisition de données multi-échos permettant
d’obtenir les signaux de 1’eau et de la graisse et par la suite d’évaluer la fraction de graisse,
celle-ci étant caractérisée par de multiples pics de résonance de protons. Du TAB
interscapulaire et du tissu adipeux blanc gonadal ont été prélevés sur des souris. Les
¢échantillons ont été passés dans une IRM de 3 Teslas. Une séquence IDEAL a été utilisée.
Ainsi, suite a I’excitation des tissus, il est possible de distinguer clairement le TAB du tissu
adipeux blanc. En effet ceux-ci ne présentent pas la méme couleur. Les images provenant de
IDEAL mettent en évidence que le TAB a un contenu en graisse plus faible que le tissu
adipeux blanc et posséde une fraction plus importante d’eau que le tissu adipeux blanc.
(Figure 3) (Hu et al., 2010). Ainsi il est possible d’utiliser le 3D IDEAL IRM afin de
distinguer la graisse brune de la graisse blanche. De plus comme nous avons pu le voir
précédemment, la fraction de graisse est moins importante dans ce tissu que dans le tissu

adipeux blanc.
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Figure 3 : Tissus adipeux suite a l'utilisation de la technique IDEAL.
(a) Visualisation du tissu adipeux blanc (WAT « white adipose tissue ») et du tissu adipeux brun (BAT

« brown adipose tissue ») ; (b) fraction d’eau ; (c) fraction de graisse. Adaptée de Hu et al., 2010.

Une autre équipe a mis en évidence qu’il était possible de déterminer in vivo chez le rat, le
volume et la fonction métabolique de la graisse brune en utilisant une IRM de 9.4 Teslas. De
par les caractéristiques morphologiques de la graisse brune, il a été possible de mesurer sa
distribution volumique. En effet, les séquences IRM de la graisse brune présentent un fort
contraste eau- graisse. Les volumes de graisse brune estimés par IRM sont corrélés aux
volumes de graisse brune apres dissection de I’animal. De plus, ces dissections post-mortem
ont permis de mettre en évidence que la graisse observée par IRM était bien de la graisse
brune en étudiant I’expression d’UCP1, une protéine impliquée dans le métabolisme de la
graisse brune. Enfin, cet technique permet d’évaluer également le métabolisme de la graisse

brune. (Chen et al., 2012)

Plus récemment, une équipe a utilisé le « multi-parametric MRI ». Cette technique permet
de segmenter, de caractériser les volumes, de déterminer la composition et les propriétés
biophysiques des tissus adipeux. La segmentation automatique permet de diminuer le travail
manuel et ainsi d’étre plus précis pour les études longitudinales de grosses cohortes. L’étude
a été effectuée sur des rats Wistar méle a 7 et 11 semaines. Ces rats sont soit restés en thermo-
neutralité soit ont subi une exposition au froid. Les IRM ont ¢été effectuées sur une IRM de
7 Teslas. L’approche multi paramétrique a permis la délimitation du TAB interscapulaire,
du tissu adipeux blanc et des régions musculaires. Ces régions d’intérét sont comparables
aux mesures effectuées manuellement. Les rats agés de 11 semaines présentent une
diminution du volume de graisse brune interscapulaire comparés aux rats agés de 7 semaines.
De plus, I’exposition au froid entraine une augmentation du volume de graisse brune

interscapulaire par rapport aux rats restés en thermo-neutralités. La fraction de graisse est
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moins importante dans la graisse brune que dans la graisse blanche. L’étude histologique
ainsi que 1’évaluation de I’expression d’UCP1 a permis de confirmer la présence de TAB.

(Prakash et al., 2016)

h) Syndrome métabolique, obésité et vieillissement

D’apres I’étude « National Health and Nutrition Examination Survey » effectuée aux Etats-
Unis entre 2007 et 2010, plus d’un tiers des personnes agées de 65 ans et plus sont obéses.
Cette prévalence est d’avantage ¢levée dans la tranche d’age des 65-74 ans et a augmenté

entre 1999-2002 et 2007-2010.

I1 a été mis en évidence que le syndrome métabolique, chez les personnes agées, conduisait
a une augmentation de la mortalité.

Akbaraly et ses collaborateurs ont étudi¢ une cohorte « Three-City » composée de 7118
hommes et femmes agés de 65 ans. Les sujets ayant un syndrome métabolique au début de
I’étude présentaient 50% de risque de plus de mortalité toutes causes confondues que les
sujets sans syndrome métabolique. Les principaux responsables sont : un taux de glycémie
a jeun élevé, un taux élevé de triglycérides et un faible taux de HDL cholestérol. De plus,
les sujets ayant un syndrome métabolique ont 2,21 fois plus de risque de mourir d’une
maladie coronarienne et 1,49 fois plus de risque de mourir d’un cancer. (Akbaraly et al.,

2010)

Cette observation est également retrouvée dans des modeles animaux.

En effet, en 2013, une étude a été effectuée afin d’étudier les effets d’une consommation a
long terme d’un régime HFD saturées et faible en sucre sur la survie. Des souris C57BL
males, ont regu soit un régime contrdle, soit un régime HFD pendant une période de 27 mois.
Suite au régime HFD, environ la moiti¢ des souris sont résistantes au régime HF et ne
présentent pas d’augmentation de poids. Ainsi les auteurs ont étudié a la fois les souris
nourries avec le régime HF qui sont devenus obéses (DIO), les souris avec le régime HF
résistantes au régime (DR) et les souris ayant recu le régime contrle (CD). A partir de 15
mois de régime, les courbes de survies ne sont plus les mémes. A la fin des 27 mois de
régime, le taux de survie pour les souris DIO et DR est de moins de 50% tandis que pour les

souris CD, il est de 75%. Ainsi, un régime HFD conduit a une diminution de I’espérance de
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vie méme si les souris ayant regu un régime HFD ne prennent pas toutes de poids. (Muller
etal., 2013)

Les sujets agés obeses sont également plus a risque de développer des maladies
cardiovasculaires.

En 2006, McNeill a étudié, sur une population agée, 1’association entre le syndrome
métabolique et les maladies cardiovasculaires. L’étude a été effectuée chez 3585 sujets
provenant de 1’é¢tude « Cardiovascular Health Study (CHS) », agés en moyenne de 72 ans.
Les sujets ont été classés comme ayant ou non un syndrome métabolique selon les critéres
habituels et ont eu un suivi moyen de 11 ans. Les sujets présentant un syndrome métabolique
présentent 20 a 30 % plus de risques de développer des maladies cardiovasculaires par
rapport aux sujets ne présentant pas de syndrome métabolique. Les sujets 4gés entre 65 et
74 ans et présentant un syndrome métabolique, sont 1.44 fois plus susceptible de développer
une maladie coronarienne.

Cette différence n’étant pas retrouvée dans le reste de la population. De plus, que ce soit
chez les hommes ou les femmes, la présence d’au moins 4 composants du syndrome
métabolique multiplie par 2.2 a 2.4 fois le risque de développer une maladie coronarienne.
Parmi les composants du syndrome métabolique, la PA joue un réle prépondérant dans le

risque d’avoir une maladie coronarienne. (McNeill et al., 2006)

L’obésité va également avoir un effet au niveau du vieillissement cérébral.

Une étude récente a mis en évidence que ’obésité pourrait augmenter le risque de
neurodégénérescence. Pour cela, I’équipe a ¢étudi¢ I'impact de I’obésité sur la structure
cérébrale durant la durée de vie humaine. Une analyse transversale d’images de cerveau
obtenue par IRM chez des sujets adultes sains a été effectuée. La cohorte d’une moyenne
d’age de 54 ans, ¢tait composée de : 246 sujets contréles maigres (IMC entre 18.5 et 25),
150 sujets en surpoids (IMC entre 25 et 30) et 77 sujets obeses (IMC supérieur a 30). Les
sujets en surpoids ou obéses, principalement en milieu de vie, présentent une diminution
plus importante du volume de matiere blanche. En effet, a 50 ans, un sujet en surpoids ou
obése présente un volume de matiere blanche comparable a un sujet mince a 60 ans. L age
du cerveau d’une personne en surpoids ou obése est fortement augmenté. Aucune
modification au niveau de la matiére grise n’a €té mise en évidence (€paisseur et surface
corticale). Ainsi, ’augmentation de 1’adiposité présente un fort impact sur la structure

cérébrale. (Ronan et al., 2016)
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Une autre étude a examiné la relation possible entre I’obésité et les fonctions cognitives en
fin de vie chez des personnes sans diagnostic de démence. La revue a portée sur 11 études
ayant examinées soit I’influence de 1’obésité en milieu de vie sur les fonctions cognitives en
fin de vie, soit I’obésité et les fonctions cognitives en fin de vie. Ainsi cette étude a mis en
évidence, qu'une obésité en milieu de vie était associée a une diminution des facultés

cognitives, cette association étant moins présente en fin de vie. (Dahl & Hassing, 2013)
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11. Vieillissement cardiovasculaire

a) Effet du vieillissement sur la structure et la fonction cardiaque

Le vieillissement va conduire a des effets néfastes au niveau du systéme cardiovasculaire et
va conduire a une augmentation des maladies cardiovasculaires. En vieillissant les personnes
vont étre plus sujettes a développer une hypertension (hypertension définie comme une PAS
supérieur a 140 mmHg et une PA diastolique supérieur a 90 mmHg). En effet, entre I’age de
40 et 80 ans, la prévalence d’une hypertension va tripler. Cette augmentation de prévalence
est également retrouvée pour les accidents vasculaires cérébraux et les infarctus du myocarde
(Lakatta & Levy, 2003). Au sein de notre laboratoire, une réflexion du point de vue clinique
sur la prise en charge de I’hypertension artérielle du patient trés 4gé a €été mise en place et a
mis I’accent sur I’importance de la révision thérapeutique de 1’ordonnance de I’hypertendu
agé (Benetos et al., 2015; Joly et al., 2015). Cette classe d’age peut présenter un état de
fragilité et de vulnérabilité pour lesquels une évaluation gériatrique est nécessaire avant une

prise en charge thérapeutique.

Le vieillissement cardiovasculaire va é&tre caractérisé par des modifications a la fois

structurales et fonctionnelles. (Strait & Lakatta, 2012)

Au niveau structural, le vieillissement va conduire a une augmentation de I’épaisseur de la
paroi du VG a la fois chez les hommes et chez les femmes (Gerstenblith et al., 1977). Des
études récentes ont montré que chez des patients agés sains, la masse du VG n’augmentait
pas (Khouri et al., 2005). Cette observation a été trés controversée. En effet, plusieurs études
basées sur des autopsies ou des analyses échocardiographiques avaient mis en évidence une
augmentation de la masse cardiaque avec le vieillissement (Linzbach & Akuamoa-Boateng,
1973). Bien que la masse du ventricule ne soit pas modifiée, le vieillissement va également
conduire a des modifications au niveau des cellules contractiles le constituant: les
cardiomyocytes. Effectivement, le processus de vieillissement va étre caractérisé par une
perte importante de myocytes, une augmentation progressive de leur taille et de leur volume,
a la fois au niveau du VG et du ventricule droit (Olivetti et al., 1991). Au sein du myocarde,
le vieillissement va également conduire a une augmentation de la quantité et des propriétés

physiques du collagéne. (Lakatta & Levy, 2003)

Au niveau fonctionnel, le vieillissement va conduire a des dysfonctions au niveau de la phase

de diastole (remplissage du VG). La vitesse de remplissage du VG en début de diastole (pic
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E) va diminuer progressivement au cours du temps tandis que la vitesse en fin de diastole va
elle augmenter (pic A). L’age est un fort déterminant du ratio E/A. Une étude visant a
déterminer les effets du vieillissement sur le remplissage du ventricule a gauche a mis en
évidence une diminution du ratio E/A qui serait principalement due a une augmentation du
temps de relaxation isovolumétrique (Bryg et al., 1987). Au cours du vieillissement, au
repos, I’index de volume en fin de diastole, correspondant au volume en fin diastole
normalisé par rapport a la surface du corps, n’est pas altéré. Cependant, au cours d’un effort,

celui-ci augmente (Fleg et al., 1995).

La fonction systolique, principalement évaluée par la fraction d’éjection, diminue au cours

du temps durant un effort physique. (North & Sinclair, 2012)

La fréquence cardiaque (FC) est également affectée au cours du vieillissement. La variabilité
de la FC, diminue progressivement avec 1’age. En position couchée et au repos, la FC n’est
pas modifiée chez les personnes agées. Tandis que lors d’un effort, la FC maximale est
diminuée (Antelmi et al., 2004). Le débit cardiaque est également affecté¢ par le

vieillissement. (Fleg et al., 1995)

Afin de contrer ces modifications fonctionnelles dues a 1’age, le myocarde va devoir
compenser en augmentant la masse du muscle ce qui va conduire a une hypertrophie qui va
étre régulée par la présence de facteur de transcription (Akazawa & Komuro, 2003). Le
développement des techniques non-invasives telle que 1’échocardiographie va permettre de
mesurer la taille du VG. Dans 1’é¢tude de Framingham, il a ét¢ montré que la prévalence
d’une hypertrophie cardiaque augmente fortement au cours du vieillissement. Une
corrélation positive a €té retrouvée entre la présence d’une hypertrophie et I’augmentation a
la fois de la PAS et de ’'IMC (Levy et al., 1988). De plus, la présence d’une hypertrophie
est associée a une augmentation du risque de développer une maladie cardiovasculaire et
augmente également I’incidence de mourir d’'une maladie cardiovasculaire ou de toutes

autres causes (Levy et al., 1990).
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b) Effet du vieillissement sur la structure de la paroi artérielle : la rigidité

artérielle

La paroi artérielle est composée de trois tuniques (Figure 4) (Stevens & Lowe, 1997). De

P’intérieur vers 1’extérieur on trouve :

- L’intima, qui est la tunique la plus fine. Elle est constituée par une couche
monocellulaire de cellules endothéliales reposant sur une lame basale et de la

lame limitante €lastique interne séparant le média de 1’intima.

- La média, délimité par les lames limitantes ¢lastiques interne et externe. Elle est
principalement composée de cellules musculaires lisses organisées de facon
concentrique, entre les fibres d’¢lastine et de collagéne, formant ainsi des unités

lamellaires. Sa composition lui confére des propriétés viscoélastiques.

- L’adventice, constitué d’un tissu conjonctif riche en fibres d’¢élastine et de
collagéne et reposant sur une limitante élastique externe. L’apport nutritionnel

de la paroi artérielle se fait par des vasa vasorum.
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Figure 4 : Représentation des différentes composantes d’une artére.
Tirée de Stevens & Lowe, 1997

Au cours du vieillissement artériel, on peut observer des modifications structurales de la
paroi. Notamment un épaississement de la paroi et plus particulierement de 1’intima. Ainsi,
des mesures ont montré que I’épaisseur intima-média était multipliée par 2 ou 3 entre 20 et
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90 ans (Belmin & Tedgui, 1993). On observe également une fragmentation et une altération
du réseau de fibres ¢élastiques qui vont conduire a une distension de la paroi provoquant une
augmentation de la présence de fibres de collagéne rigides. La dilatation artérielle se
caractérise par une augmentation importante des diameétres internes et externes des gros
troncs artériels (O’Rourke, 1990). L’¢lasticité de la paroi va également étre modifiée. Celle-
ci est liée a la présence ou non de cross-links orchestrés par des amines oxydase et
notamment la lysyl-oxydase et la semicarbazide-sensitive amine oxydase (SSAQO). Ainsi, si
le nombre de cross-links augmente, on aura une augmentation de la rigidité artérielle.

(Lacolley et al., 2007)

Le développement de la rigidité des gros troncs artériels, manifestation principale du
vieillissement artériel, est considéré comme un facteur de risque indépendant de morbidité
et de mortalité.

En effet, Laurent et son équipe ont étudié les relations possibles entre la rigidité artérielle, et
la mortalité globale et la mortalité cardiovasculaires, chez des patients présentant une
hypertension. L’étude a été effectuée sur une cohorte de 1980 sujets avec une moyenne d’age
de 50 £ 13 ans a ’entrée de 1’étude et ayant subi une évaluation de la rigidité artérielle par
mesure de la vitesse d’onde de pouls (VOP) traduisant la rigidité carotide-fémorale. Les
sujets ont ét¢ suivis durant une durée moyenne de 9 ans. Durant la période de suivi, 107
sujets sont décédés dont 46 de déces d’origine cardiovasculaire. La VOP ¢tait associée a
I’ensemble des causes de mortalité mais également a la mortalité cardiovasculaire. (Laurent

et al., 2001)

Un peu plus tard, Laurent et al. ont également mis en évidence, dans une €tude longitudinale
rassemblant 1715 sujets, que la rigidité artérielle était un prédicteur indépendant des

accidents vasculaires cérébraux (AVC) chez les sujets hypertendus. (Laurent et al., 2003)

Mise a part 1’age, plusieurs autres facteurs jouent un role dans I’apparition des modifications
liées au vieillissement. En effet, les sujets diabétiques (Cruickshank, 2002; Henry, 2003) et
porteurs d’un syndrome métabolique (Safar et al., 2006) présentent une rigidité artérielle
augmentée. De plus, I’évolution de la rigidité artérielle est deux fois plus importante chez
des sujets hypertendus que chez des sujets normotendus (Benetos, 2002). Une étude
effectuée sur des sujets agés, a évalué¢ la relation entre rigidité¢ artérielle et la graisse

corporelle. Il a été montré que la rigidité artérielle, évaluée par la VOP, était positivement
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associée : au poids, a la circonférence abdominale, a la graisse sous-cutanée abdominale et

plus fortement a la graisse viscérale abdominale (Sutton-Tyrrell et al., 2001).

Du fait de I’augmentation de la rigidit¢ artérielle, on observe ¢galement une augmentation
de la vitesse de I’onde de pouls et de la pression pulsée. En effet, une étude longitudinale
nommée PARTAGE ayant pour but de déterminer la valeur prédictive de la PA et de la
rigidité artérielle pour la mortalité globale, les événements cardiovasculaires majeurs et le
déclin cognitif dans une large population de patients institutionnalisés agés de 80 ans et plus,
a montré, qu’avec I’age on remarque une augmentation significative de la pression pulsée

mais également de la VOP aortique (Benetos et al., 2010)

Une autre étude visant a établir des valeurs normales et de références de la VOP carotido-
fémorale, a montré que la VOP augmentait avec 1’age, avec une moyenne de VOP de 6.2
m.s™! chez les personnes ayant un age inférieur a 30 ans et une moyenne de 10.3 m.s™! pour
les personnes agées de 60 a 69 ans. De plus, cette augmentation était d’autant plus élevée si
le sujet présentait un niveau d’hypertension ¢levé. (Reference Values for Arterial Stiffness’

Collaboration, 2010)

Ainsi en 2013, la société européenne d’hypertension artérielle et la société européenne de
cardiologie ont défini comme seuil élevé de développer des maladies cardiovasculaires, une

valeur de VOP supérieure a 10 m.s™. (Mancia et al., 2013)

Larigidité et le vieillissement vont conduire a une augmentation de la PAS et une diminution
de la pression diastolique, qui vont contribuer par la suite a un risque accru de mortalité

cardiovasculaire. (Ungvari et al., 2010)

1) Evaluation de la rigidité artérielle

La méthode principalement utilisée pour 1’évaluation de la rigidité artérielle est la mesure de
la vitesse de I’onde de pouls ou VOP. Un consensus établi en 2006, a défini que le gold
standard pour la mesure de la rigidité artérielle est la mesure au niveau carotido-fémoral. Il
s’agit d’une mesure simple et reproductible (Laurent et al., 2006). De plus, elle est prédictive
d’événements cardiovasculaires et ce dans des études épidémiologiques (Laurent,

Mousseaux, et Boutouyrie 2013; Salvi et al. 2008). Depuis 2007, la Société Francaise
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d’Hypertension Artérielle indique que cette mesure devrait étre réalisée chez le sujet

hypertendu afin de détecter une atteinte des organes cibles.

La VOP carotide fémorale est définie comme le temps mis par ’onde de pouls pour se
propager de la carotide a 1’artére fémorale.

La méthode utilisée pour la mesurer est la méthode « foot-to-foot » (Figure 5), qui consiste
a calculer le At entre les pieds des ondes de pression sur 2 sites artériels distants de AL. Ainsi

la VOP est égale a: VOP = AL / At.

>
Artere 4
carotide
commune

Artére '\ AL
fémorale \
commune */\
\\\
— At R -

-

Figure 5 : Mesure de la VOP carotido-fémorale en utilisant la méthode « foot to foot ».
Adaptée de Laurent et al., 2006

La VOP peut également étre évaluée en utilisant des capteurs de pression qui peuvent

mesurer simultanément les deux ondes.

On peut citer comme exemple : le systéme Complior® utilisant des mécano-transducteurs
directement appliqués sur la peau et ou le temps de transit est déterminé par un algorithme
de corrélation entre chaque ondes de pressions qui sont enregistrées simultanément aux deux
sites ; ou encore le systtme SphygmoCor® qui enregistre les ondes de pressions
successivement et ou le temps de transit sera évalué en utilisant I’enregistrement simultané
de I’échocardiogramme et correspondra a la différence entre le temps du pic R de ’ECG
(électrocardiogramme) et 1’onde de pression au niveau distal et le temps entre le pic R de

I’ECG et de I’onde de pression au niveau Proximal. (Salvi et al., 2008; Laurent et al., 2013)

Un autre exemple d’appareil permettant d’évaluer la rigidité artérielle de maniére non
invasive est le Pulsepen®. Il est composé de deux unités : d’une unité tonometre (Pulspen®)
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utilisant la méthode de tonométrie d’aplanissement qui est reliée a une unité d'ECG). Du fait
de sa simplicité de réalisation, cette technique peut étre utilisée au niveau de la carotide, de
I’artére humérale, radiale ou encore fémorale. Les signaux enregistrés par la sonde de
pression et ’ECG sont transmis a un ordinateur ou ils vont étre traités. Une étude de
validation réalisée en 2004 a montré que le Pulspen®, associé a une unité
d’échocardiographie est un appareil efficace pour évaluer de mani¢re non invasive la

pression centrale, I’index d’augmentation et la VOP. (Salvi et al., 2004)

11) Autre mesure de la rigidité artérielle

La rigidité artérielle peut également étre mesurée localement et notamment au niveau de la
carotide. La détermination des parametres de rigidité va étre possible de par 1’utilisation
d’appareils a ultrasons qui vont nous permettre de déterminer le changement de diameétre
durant le cycle cardiaque. La rigidité artérielle locale va ainsi pouvoir étre évaluée

directement au moment de 1’examen et ce de maniére non-invasive.

Différents parameétres, basés sur les changements de diamétre artériel, vont pouvoir étre ainsi

calculés :

-« Stroke change in lumen area » définie comme (Figure 6) :

Diameétre systole?—Diameétre diastole®

AA=n " (mm?)

Systole

Diastole

= Surface de la paroi transversale

| Surface de la lumiere diastolique
Stroke change in lumen area (AA)

Figure 6 : Représentation de stroke change (AA) in lumen cross-sectional area.

Dd : diameétre en diastole ; Ds : diamétre en systole. Adaptée de Laurent et al., 2006
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-« Carotid arterial strain » (CAS) définie comme :

__ D systole—D diastole
D diastole

CAS (%)

La CAS est inversement proportionnelle a la rigidité artérielle, ainsi des valeurs élevées de
CAS correspondent a une rigidité plus faible. Dans une étude effectuée sur plus de 10000
personnes, les sujets ayant eu un accident vasculaire cérébral présentaient un CAS faible

comparé aux personnes n’ayant pas eu d’accident vasculaire cérébral. (Yang et al., 2012)

En 2006, un consensus d’experts a statué¢ sur la mesure de la rigidité artérielle locale. Il en
ressort que : (1) les systemes d’échocardiographie sont des appareils offrant des conditions
optimales pour la détermination de la rigidité locale, (2) la rigidité locale doit étre déterminée
a partir de mesures de changement de diamétre et de pression pulsée locale, (3) la
détermination a la fois de la rigidité et de 1'épaisseur de la carotide sont optimales, (4) la
mesure de la rigidité locale est indiquée dans les analyses mécanistiques. (Laurent et al.,

2006)

c) Vieillissement et inflammation

Le vieillissement va conduire a des modifications dans de nombreux tissus qui vont entrainer
un état inflammatoire chronique. Cet état inflammatoire va s’établir lorsqu’un déséquilibre
entre les composés pro et anti-inflammatoires va étre présent. (De la Fuente & Miquel,

2009).

La présence d’une inflammation va étre caractérisée par une augmentation du taux de
cytokines pro-inflammatoires circulantes qui va étre associée a une fragilité plus importante

mais également a un développement plus important de maladies cardiovasculaires.

Les marqueurs inflammatoires vont €tre des facteurs prédictifs de maladies cardiovasculaires
chez les personnes agées.

Cela a notamment été mis en évidence dans une étude de Vasan et al. en 2003 visant a étudier
les relations entre les taux circulant de marqueurs pro-inflammatoires (IL-6 et CRP) et
I’incidence d’une insuffisance cardiaque congestive, chez des sujets agés de 1’¢tude
Framingham ne présentant pas d’infarctus du myocarde ou d’insuffisance cardiaque. Durant

le suivi qui a duré en moyenne 5 ans, 56 sujets sur 732 ont développé une insuffisance
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cardiaque congestive. L’augmentation de la concentration en IL-6 ou CRP augmente
considérablement le risque de développer une insuffisance cardiaque. Le risque est encore
plus augmenté lorsque les sujets présentent une augmentation de ces deux marqueurs. (Vasan

etal., 2003)

Une ¢étude a également montré que ces 2 marqueurs inflammatoires étaient associés a une
augmentation du risque d’une maladie coronarienne. Cette étude a été effectuée sur plus de
2000 adultes agés de 70 a 79 ans au début de 1’étude. Aprés un suivi de 8 ans les auteurs ont
évalué I’apparition d’infarctus du myocarde ou de décés dus a une maladie coronarienne.
Ainsi, les sujets ayant des taux €levés d’IL-6, TNFa et de CRP présentaient des risques plus

importants de développer une maladie coronarienne. (Rodondi et al., 2010)

Matsubara (2011), a étudié la signification clinique du taux plasmatique de pentraxine 3
(PTX3), un nouveau bio marqueur de I’inflammation de la famille des pentraxines, chez des
patients agés de 66 a 71 ans, atteints d'insuffisance cardiaque avec une fraction d'éjection
normale (HFNEF) mais également la corrélation entre des bio marqueurs inflammatoires et
la dysfonction diastolique du ventricule gauche (LVDD) chez des patients ne présentant pas
d’insuffisance cardiaque. 181 patients présentant une insuffisance cardiaque ont été étudiés.
Parmi eux, 152 ont été retenus et divisé en 2 groupes : les sujets présentant une insuffisance
cardiaque avec une fraction d’¢jection normale (82 HFNEF) et les sujets présentant une
insuffisance cardiaque avec une fraction d’¢jection réduite (70 HFREF). Les taux de hsCRP,
PTX3, TNF-a, IL-6 et de BNP ont ét¢ mesurés. Les patients présentant une insuffisance
cardiaque, avec une fraction d’¢jection normale ou non, ont un taux plus élevé de PTX3,
TNF-a, IL-6 et BNP. De plus, les patients présentant un taux ¢levé de PTX3 ont : 1,49 fois
plus de risque de présenter une insuffisance cardiaque avec une fraction d’¢jection du VG
normale et 1,23 fois plus de risque de présenter une dysfonction du VG. Des taux élevés de
PTX3 sont retrouvés chez les patients HFNEF par rapport aux patients ne présentant pas
d’insuffisance cardiaque. De plus les taux de PTX3 sont en corrélation avec la dysfonction
diastolique du VG mais également en corrélation avec la présence de HFNEF chez les
patients avec une fraction d’¢jection normale et chez les patients avec une dysfonction
diastolique avec une fraction d’éjection normale. Ainsi, la PTX3 peut bien étre considérée
comme un marqueur de I’inflammation en corrélation avec la présence d’une dysfonction
diastolique et d’une insuffisance cardiaque avec une fraction d’éjection normale. (Matsubara

etal., 2011)
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Les marqueurs inflammatoires vont également étre impliqués dans la géométrie du
ventricule et la fonction diastolique chez les personnes agées.

Masiha et son équipe ont effectué¢ une étude chez 1060 hommes et femmes agés d’environ
70 ans de I’étude PIVUS (« Prospective Study of the Vasculature in Uppsala Seniors »). Des
échocardiographies ont été effectuées afin de déterminer les parameétres morphologiques du
VG (épaisseur de la paroi et indice de masse). De part ces 2 mesures, 4 groupes de patients
ont été définis : normal, remodelage concentrique, hypertrophie excentrique et hypertrophie
concentrique du VG. La fonction diastolique a été évalué par la détermination du rapport
E/A. En plus de ces explorations morphologiques, les marqueurs de I’inflammation ont été
dosés. Il a été ainsi mis en évidence que, chez les sujets présentant une hypertrophie toute
classe confondue du VG, des taux plus élevés de hsCRP et de E-selectine étaient observés.
Des taux ¢levés de ICAM-1 (« inter-cellular adhesion molecule 1 ») et de VCAM-1
(« vascular cell adhesion protein 1 ») sont retrouvés mais uniquement dans le groupe de
sujet présentant une hypertrophie concentrique du VG. Aucune modification des taux d’IL-
6, TNF-a, MCP-1 et leucocytes n’a été observée entre les groupes. Les taux d’I-selectine et
de hsCRP sont indépendamment liés avec le rapport E/A. Le taux de hsCRP étant
inversement lié au rapport E/A et le taux d’I-selectine positivement i€ au rapport E/A. Ainsi,
on peut dire que les taux d’E-selectine, ICAM-1, VCAM-1 et hsCRP sont €levés chez les
sujets agés présentant une géométrie du VG anormale et que les taux d’hsCRP et d’I-

selectine sont en relation avec la fonction diastolique. (Masiha et al., 2012)

NFkB est un facteur de transcription impliqué dans la régulation de génes contrdlant
notamment 1’inflammation. Son activation va conduire a une inflammation au niveau des
vaisseaux et du myocarde durant le vieillissement. (Cevenini et al., 2013). Son activité va

étre régulé par un géne impliqué dans la longévité, SIRT1. (Salminen et al., 2008).

d) Tomographie par émission de positons cardiaque

La technique TEP au '®FDG est une technique de référence dans I’imagerie cardiaque car
elle permet a la fois d’évaluer la viabilité du myocarde ainsi que les fonctions du VG par des

techniques d'enregistrement d’électrocardiographie.

Une ¢étude a eu pour objectif de valider les volumes en fin de systole et en fin de diastole

ainsi que la fraction d’¢jections évaluées par TEP chez des patients avec une maladie
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coronarienne grave. Les différents paramétres ont été calculés en utilisant le logiciel QGS.
Les sujets ont également eu une évaluation de ses parameétres par IRM cardiaque. Ainsi, une
forte corrélation entre les résultats obtenus avec les deux techniques a été retrouvée pour les
volumes en fin de diastole, fin de systole et la fraction d’éjection. (Schaefer et al., 2003). Un
peu plus tard, une autre équipe a également mis en évidence cette corrélation. (Slart et al.,

2004).

Il a été mis en évidence qu’une prémédication conduisait a une qualité¢ d’images cardiaques
obtenues par TEP de trés bonne qualité. Une des prémédications utilisées est I’administration
par voie orale d’acipimox un médicament hypolipémiant. Cette prémédication a été mise en
place chez le rat et a conduit a une augmentation importante de I’absorption du glucose et
du FDG au niveau cardiaque permettant ainsi une délimitation plus simple de la cavité du

VG par le logiciel. (Poussier et al., 2010)

Une autre étude a montré qu’il était clairement possible de déterminer par la technique de
TEP au FDG le remodelage cardiaque chez des modéles animaux. En effet, cela a été mis en
évidence récemment dans un modele de rat spontanément hypertendus et présentant une
insuffisance cardiaque (SHHF ou « Spontaneously hypertensive heart failure rats »). La
fraction d’¢jection ainsi que les volumes ont été déterminés par un logiciel sur les images
TEP-FDG chez des rats SHHF, SHR et controle agés de 3 et 10 mois. Les différences au
niveau des parameétres cardiaques sont apparues uniquement chez les rats agés de 10 mois et
sont caractérisées par une augmentation de la masse myocardique et de la fibrose associées

a une diminution de la fraction d’éjection. (Maskali et al., 2014)

La technologie TEP va également permettre d’évaluer le métabolisme du glucose au niveau
cardiaque en mesurant 1’absorption du FDG.

Pour cela, le « myocardial to blood activity ratio » (M/B) est calculé (Nishikawa et al., 1996)

. \ : MM ‘1 . :
et est égale a la formule suivante : M—; . Mmy correspond a 1’absorption du FDG au niveau

de la paroi du myocarde tandis que Mg correspond a I’absorption du FDG au niveau de la
cavite.
L’ «index of myocardial signal to noise ratio » (S/N) est également évalué. Ce ratio est

mesuré a partir d’une vue petit axe du VG en fin de diastole. Le ratio S/N est estimé avec la

(M My—M No)
JVI[SD My]2+[SD No]?

formule suivante : Comme précédemment, Mwmy correspond a

I’absorption du FDG au niveau de la paroi du myocarde, Mo correspond au bruit de fond.
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SDwmy et SDno correspondent aux écarts types des deux précédents parameétres (Marie et al.,

2005).

e) Molécules impliquées dans la fibrose cardiaque et le vieillissement
1) Le collagene

Le collagene est une des protéines la plus abondante chez les mammifeéres et il est le principal
composant de la matrice extracellulaire. Le collagéne est une triple hélice représentant 3
chaines a trés riche en proline et en glycine, qui sont maintenues dans une conformation
hélicoidale par des liaisons hydrogeénes. Les collagénes au niveau du cceur vont contribuer
aux propriétés €élastiques du myocarde. Le collagéne de type 1 est le plus prédominant. Le
collagéne de type I-11I va s’accumuler dans le coeur lorsque celui s’hypertrophie et conduire

au développement de la fibrose. (Lacolley et al., 2007; Shoulders & Raines, 2009)

i)  MMP2

Les MMP ou « Matrix metalloproteinases » sont impliquées dans la dégradation de la matrix
extracellulaire. MMP2 fait partie de la famille des gélatinases et est également appelé
gélatinase A. Elle va jouer dans le remodelage cardiaque en digérant le collagéne de type I,
IT et III (Visse, 2003). Cependant, MMP2 va également avoir d’autres effets au niveau du
remodelage. En effet, MMP2, qui est exprimée au niveau des cardiomyocytes, voit son
expression up-régulé en situation d’hypertrophie. Plusieurs études ont montré que MMP2
était directement impliqué dans le remodelage cardiaque. En effet, chez des souris KO pour
MMP2, I’hypertrophie et la fibrose ont été totalement inhibées (Hayashidani et al., 2003;
Matsusaka et al., 2006).

1i1) Nppb
Nppb ou « b-type natriuretic peptide » est également appelé BNP ou « brain natriuretic
peptide ». 1l s’agit d’une hormone natriurétique qui a montré étre produite au niveau du cceur.
En condition de stress, comme par exemple lors d’une insuffisance cardiaque ou d’une

hypertrophie, les cardiomyocytes vont produire du Nppb, ainsi le taux plasmatique de Nppb

peut étre considéré comme un marqueur de diagnostic en clinique (Battistoni et al., 2012).
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De plus, le géne Nppb est exprimé au niveau cardiaque chez les mammiféres et son
expression va étre up-régulée en présence d’une hypertrophie ou d’une insuffisance

cardiaque (Sergeeva & Christoffels, 2013).

1v) Périostine

La périostine est une protéine de la matrice cellulaire de 90 kDa. Il a été mis en évidence
qu’elle pouvait étre un régulateur de I’hypertrophie cardiaque. En effet, Oka et ses
collaborateurs ont montré que chez des souris dépourvues pour le geéne de la périostine, la
fibrose et I’hypertrophie induite par une surcharge de pression est moindre (Oka et al., 2007).
Plus récemment, Zhao a confirmé l’implication de la périostine dans le remodelage
cardiaque chez I’Homme. L’analyse de tissus provenant de cceur de patients insuffisant
cardiaque ayant subis une greffe cardiaque, montre une augmentation de 1’expression de la
périostine. De plus I’expression protéique de la périostine est positivement corrélée avec la

fibrose myocardique et le diamétre du VG en diastole. (Zhao et al., 2014)

v)  GDFll

GDF11 ou « Growth differentiation factor 11 » est également connu sous le nom de BMP11
(« Bone morphogenetic protein 11 »). 1l fait partie de la famille des TGFP et joue un rdle
important dans le développement des mammiferes et dans le développement de différents
organes comme le rein ou I’estomac. Dans la famille des TGF on retrouve également la
myostatine nommée GDFS. Ils vont étre synthétisés sous forme de précurseurs. Les ligands
matures sont des dimeres reliés par un pont disulfure et se trouvent sous forme d’hélices. De
par leur surface, ils vont pouvoir se fixer sur des récepteurs de type I ou de type Il ce qui va
initier deux différentes voies de signalisation. Une des principales est la voie dite canonique
impliquant les SMAD. Le complexe formé lors de cette voie va s’accumuler au niveau du

noyau et va pouvoir ainsi réguler I’expression de genes. (Walker et al., 2016)

Zhou et al ont montré que GDF11 était présente dans la circulation sanguine de différentes
souches de souris a des concentrations variables et que son niveau était en corrélation avec
I’espérance de vie (Zhou et al., 2016). Diverses études ont montré que GDF11 peut contrer
I'hypertrophie cardiaque liée a 1'age chez les souris et que son taux circulant diminue avec

I'age (Loffredo et al., 2013; Osherovich, 2013; Poggioli et al., 2016). Cependant, certaines
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¢tudes ont montré des effets opposés. En effet, récemment, Schafer et al, ont mis en évidence
chez 'homme, que le taux circulant de GDF11 ne diminue pas avec le vieillissement. En
outre, ils ont également montré que GDF11 peut étre considérée comme un facteur de risque
cardio-vasculaire. Un niveau élevé de GDF11 chez les personnes agées souffrant de maladies
cardio-vasculaires a été corrélée avec une prévalence plus élevée de la fragilité et d'autres
comorbidités. Ainsi GDF11 chez I’Homme pourrait étre considéré comme un marqueur de

fragilité et d’exposition aux maladies cardiovasculaires. (Schafer et al., 2016; Glass, 2016)
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L. HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE TRAVAIL

Au vu des différentes données de la littérature, il semble que 1’obésité associée au
vieillissement puisse accélérer le processus global du vieillissement. Il semble donc
intéressant de se concentrer sur les effets possibles d'un régime alimentaire riche en graisses
sur les parameétres cardiaques et métaboliques afin de mieux comprendre les mécanismes

sous-jacents d’un vieillissement cardiaque accéléré.

Ce travail a pour objectif de tester I’hypotheése qu’un régime riche en graisses et poursuivi

sur une longue durée peut altérer le métabolisme et accélérer le vieillissement du ceeur.

Un des points forts de ce travail de thése est la durée du régime. En effet le modéle murin
que nous avons choisi a re¢u durant un an un régime soit un régime riche en graisses soit un
régime normal. De plus, ces régimes ont démarré dés le plus jeune age chez les animaux,
puisqu’ils ont commencé a 1’age de 5 semaines. Nous avons ensuite effectué un suivi-
longitudinal avec un instantané a deux temps de régime, 6 et 12 mois. Durant 1’étude, les

souris sont leurs propres témoins a 6 et a 12 mois.

Nous avons ainsi pu évaluer I’impact d’un régime riche en graisses et du vieillissement, sur
les parameétres métaboliques mais également la structure et la fonction du tissu adipeux (tissu
adipeux brun et tissu adipeux blanc), la morphologie et la fonction cardiaque, ainsi que
I’expression de genes impliqués dans I’inflammation, la fibrose cardiaque et le

vieillissement.
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II.  MATERIEL ET METHODES

a) Animaux et régimes

Dans cette étude, des souris males agées de 4 semaines et provenant de Charles River
Laboratories France ont été utilisées.

Les animaux ont été hébergés dans I’animalerie de I’unité INSERM 954 « Nutrition
- génétique et exposition aux risques environnementaux » sous la direction de Mr Jean-Louis
GUEANT, selon les conditions d’élevage en vigueur (température 22-24°C, humidité 55-
60%, cycles jour-nuit de 12h).

Apres une semaine d’acclimatation, les animaux sont divisés en deux groupes : un
groupe de 40 souris recevant un régime riche en graisses (« High Fat Diet », HFD) et un
groupe de 40 souris recevant un régime controle (« Standard Diet », SD). Le régime HFD
délivre 60 % kcal provenant des graisses, 20 % kcal provenant des protéines et 20 % kcal
provenant des glucides (824054, DIETEX, France). Tandis que le régime SD délivre 10 %
kcal provenant des graisses, 20 % kcal provenant des protéines et 70 % kcal provenant des
glucides (824050, DIETEX, France). Les régimes ont ét¢ donnés aux animaux durant une

période de 1 an.

Toutes les procédures ont été approuvées par le Comité d’Ethique Lorraine en
Mati¢re d’Expérimentation Animale (CELMEA) et sont en accord avec le Décret n°2013-
118 du 1*" février 2013 relatif a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques.
De plus, notre laboratoire posséde I’agrément d’établissement utilisateur (N° A 54-547-26

deélivré le 26.02.2015).

b) Mesure de la pression artérielle chez 1’animal éveillé

Les mesures hémodynamiques réalisées in vivo chez I’animal conscient sont
effectuées par pléthysmographie. Cette méthode permet d’étudier les variations du volume

sanguin dans un organe en utilisant des techniques de mesure de déplacement de volume.

Les souris sont placées dans une boite de contention sur une plateforme chauffante
(Hatteras Instruments, Blood Pressure Analysis System, model SC-1000), afin de s’assurer
de la bonne dilatation des arteres périphériques. La pression est mesurée sur I’artére caudale

: la queue de I’animal est passée a travers un ballonnet qui comprime ’artére caudale lorsque
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la pression dans ce ballonnet augmente. Lorsque la pression du ballonnet est égale a la
pression systolique de ’artére, celle-ci est écrasée empéchant la circulation du sang. L’arrét
de la circulation du sang dans ’artére caudale est détecté par un capteur photoélectrique et
est interprété par I’enregistreur comme étant la valeur de la pression systolique. (Figure 7)
Afin d’obtenir des signaux reproductibles, les animaux sont entrainés pendant une
semaine avant les mesures de PA afin d’éviter les éventuelles modifications des parameétres
physiologiques induits par le stress de la boite de contention. Seules les mesures obtenues
apres cette semaine d’entrainement sont prises en compte pour les calculs déterminant la PA.
Les mesures de PAS et de FC sont effectuées deux fois par mois durant la totalité de

1’étude chez les souris ayant recu un régime HFD et un régime SD.

Manomaétre 3 mercure | Pression systolique

\ 'I" L\“ll"‘ Uv‘ ':=

J
Cage de contention chauffée |

2

‘ #-'!m' ’ t'\IH\ Fréquence cardiaque
) i = e |

Amplificateur et conversion
dusignal analogiqueen
numérique

Manchon pneumatique |

Capteur photo électrique

Figure 7 : Schéma de la technique « tail-cuff » pour la mesure de la pression artérielle.
Tiré de Sloboda, 2011

c) Prélévements sanguins et test biochimiques

Les souris sont mises a jeun la veille de la prise de sang. Les animaux sont anesthésiés
avec de l’isoflurane (3%, débit d’oxygene 1,5L) et 350 pL a été prélevé au niveau
mandibulaire. Le sang est placé dans des tubes contenant de I’EDTA
(« Ethylenediaminetetraacetic acid ») puis ils sont centrifugés a 3000 g pendant 10 min a
4°C pour récupérer le plasma. Le plasma est par la suite aliquoté et stocké a -80°C. La
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glycémie est mesurée a I’aide d’un glucomeétre (OneTouch VerioPro+, LIFESCAN). Les
taux plasmatiques de triglycérides et de cholestérol total sont mesurés par une méthode
enzymatique (Triglycerid enz PAP150 et Cholesterol RTU, BIOMERIEUX). Les taux
plasmatiques d’insuline et des adipokines sont mesurés par des kits ELISA (« Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay ») (Insulin Mouse Assay Kit et Adiponectin Mousse Assay
Kit, Eurobio ; Leptin Mouse ELISA Kit, ABCAM). Les prélévements et test biologiques ont
¢été réalisés apres 6 et 12 mois de régime chez les souris ayant recu un régime HFD et un

régime SD.

d) Test de tolérance au glucose

Un test de tolérance au glucose est effectué apres 6 et 12 mois de régime chez les
souris ayant recu un régime HFD et un régime SD. Les souris sont mises a jeun 7,5 heures
et regoivent une injection intra péritonéale d’une solution de glucose 40% (1 mg de glucose
/ g poids de souris). Les concentrations de glucose sanguin sont mesurées au moment de
I’injection ainsi que 15, 30, 60, 90 et 120 min apres 1’injection de glucose, au niveau de la
veine caudale de 1’animal par un glucometre (OneTouch VerioPro+, LIFESCAN). Les aires

sous la courbe sont calculées.

e) Echocardiographie

Des échocardiographies sont effectuées a 1’aide d’un échographe a haute résolution
pour petit animal, le Vevo 770® (VisualSonics), équipé d'une sonde de 30 MHz afin de
déterminer les paramétres morphologiques et fonctionnel cardiaque. Les échocardiographies
sont effectuées apres 6 et 12 mois de régime chez les souris ayant regu un régime HFD et un
régime SD.

Les souris sont anesthésiées dans une boite a induction avec de 1’isoflurane (3%,
débit d’oxygene 1,5L) puis placées en décubitus dorsal sur une plaque chauffante (37 © C).
L’anesthésie est maintenue durant la totalit¢ de I’examen avec un masque (2%, débit
d’oxygéne 1,5L). La température de I’animal est contrdlée par une sonde rectale et
I'électrocardiogramme est enregistré avec des capteurs placés au niveau de la plaque

chauffante.
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Le septum inter ventriculaire (IVS « interventricular septum »), le diamétre interne
du VG (LVID « left ventricumar internal diameter ») et la paroi postérieure du VG (LVPW
« left ventricular posterior wall ») sont mesurés en mode M en vue parasternale (Figure 8).

Les fractions d’¢jection et de raccourcissement ont ainsi pu étre calculées.

WS A1 TP 1
D62 mm =

,\v

f
LVID; d (1} : PSA = LVID; s (1) 1 PSA =
D:4.04 mm D:2.42 mm

S

LY PWyd (1) :PSA= 7 LY PWis(1):Psa=
D:08Lmm - D:1.21 mm

o

10 Time {ms)

Figure 8 : Exemple de vue parasternale obtenue en mode M pour la mesure des parametres
morphologiques du ventricule gauche.

IVS : « interventricular septum » septum interventriculaire ; LVID : « left ventricular internal diameter »
diametre interne du ventricule gauche ; LVPW : « left ventricular posterior wall » paroi postérieure du
ventricule gauche. Les mesures sont effectuées en diastolet (d) et en systole (s). Tirée de Ram et al.,
2011

La fonction diastolique est évaluée en mode Doppler pulsé au niveau de la vue apicale 4
chambres. Le temps de relaxation isovolumétrique (IVRT, « isovolumetric relaxation
time »), le temps de décélération (DT, « decelaration time »), la vitesse de 1’onde E (proto-

diastolique) et de ’onde A (télé-diastolique) et le rapport E/A ont été déterminés. (Figure 9)
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Figure 9 : Exemple de vue 4 chambres obtenues en mode B et image de Doppler pulsé pour la
détermination des parameétres de fonction diastolique.

(A) Mode B ; (B) Doppler pulsé. LV : «left ventricle » ventricule gauche ; RV : «right ventricle »
ventricule droit; RA : «right atrium » oreillette droite ; LA : « left atrium » oreillette gauche ; IVRT
« isovolumetric relaxation time » temps de relaxation isovolumétrique ; IVCT : «isovolumetric

contraction time » temps de contraction isovolumétrique. Tirée de Ram et al., 2011

Nous avons également évalué deux parametres de rigidité locale au niveau de la carotide :

le « Stroke change in lumen area » (AA) et le « Carotid arterial strain » (CSA).

D systole?—D diastole?
4

D systole—D diastole
D diastole

AA=m (mm?) et CSA = (%)

Avec D correspondant au diametre interne de la carotide en systole et en diastole.

f) Imagerie par résonance magnétique

Les animaux de chaque groupe ont subi un examen d’IRM apres 6 et 12 mois de
régime afin d’évaluer leur graisse et le volume de tissus adipeux brun.

Un imageur a résonance magnétique avec un champ magnétique de 2.34 Teslas et
une résolution maximale de 50 microns est utilisé. Une série de 48 coupes de 1 mm est faite

de la base du cou de la souris jusqu’en dessous des reins.
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La graisse est évaluée par la détermination du rapport eau graisse qui correspond a la

Air du pic de lIreau

formule suivante : , calculé par la technique de spectroscopie des protons.

Air du pic de graisse

(Figure 10)

Figure 10 : Exemples de spectres obtenus par résonance magnétique chez des souris SD et
HFD aprés 12 mois de régime.
Spectre IRM d’une souris sous régime SD (A) et d’'une souris HFD (B). La fleche bleue correspond

au pic de I'eau et la fleche violette correspond au pic de graisse.

Le volume de TAB au niveau interscapulaire, est également évalué par IRM a partir des
images de coupes transversales des souris SD ou HFD, apres 6 et 12 mois de régime, avec

le logiciel de traitement d’image Imagel. (Figure 11)

Figure 11 : Exemples de coupes transversales obtenues par imagerie par résonance
magnétique chez des souris SD et HFD aprés 12 mois de régime.
Coupes transversales d’une souris SD (A) et d’'une souris HFD (B). Les fleches rouges montrent le

tissu adipeux brun chez les 2 groupes de souris.
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g) Tomographie par émission de positons

Tous les animaux sont placés 15 minutes dans un incubateur a 24 ° C. Les souris ont
ensuite recu une injection intra péritonéale d'insuline a la concentration de 1,5 UI / kg
(volume maximal de 0.2 ml). Directement aprés, une dose d’environ 35 MBq de '*F-FDG
(dans un volume de 0,2 ml) est injectée par voie intraveineuse au niveau de la veine caudale
sous anesthésie (1,5 a 2,5% d'inhalation isoflurane). Les souris sont replacées dans
l'incubateur pendant l'absorption du FDG (une heure). Trois électrodes sont placées sur les
surfaces intérieures des extrémités des membres pour un suivi ¢électro cardiographique. Les
animaux sont placés dans la position couchée sur le lit du TEP. Durant toute la durée de la
procédure d'acquisition TEP, les souris sont sous anesthésie d’isoflurane en continu (1,5 a
2,5% d'inhalation isoflurane). Le systeme utilisé est un systéme dédié pour le petit animal
(Inveon, Siemens, Knoxville, TN, USA). Le temps d'acquisition est de 60 min et 10 min
pour la transmission. L'analyse est réalisée en utilisant le logiciel de travail Siemens Inveon

Research.

Les données cardiaques sont analysées avec le logiciel QOGS (QGS 2008, Cedars Sinai
Medical Center, Los Angeles, USA) permettant une délimitation entierement automatisé des
parois endocardiques du VG et la détermination ultérieure : des volumes en fin de diastole
(EDV « end-diastolic volume ») et de systole (ESV « end-systolic volume »), de la fraction

d'¢jection et du volume d’éjection. (Figure 12)

La captation du '*F-FDG dans le TAB et le tissu adipeux blanc est exprimée en SUV. Le
SUV est défini comme étant la moyenne de '®F-FDG dans chaque volume d'intérét (exprimé
en kBg/ml) multiplié par le poids corporel de chaque animal (en kg) divisé par la dose
injectée (en MBq). Pour le TAB interscapulaire, les volumes d’intérét sont délimités

visuellement a partir des images TEP.

Enfin, la captation du FDG au niveau cardiaque a été évalué en mesurant le ratio miocarde

sur sang ou M/B « myocardial to blood activity ratio » apres détermination des différents

ROI (« region of interest ») : M/B = % . Mmy correspond a 1I’absorption du FDG au niveau

de la paroi du myocarde tandis que Mg correspond a 1’absorption du FDG au niveau de la

cavité. (Figure 12)
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Myocarde

Figure 12 : Emplacements des ROls (« region of interest ») sur une image du milieu du myocarde
en fin de diastole en vue petit axe.
Le ROI du myocarde (bleu) et le ROI de la cavité (rouge) vont permettre la détermination du ratio

myocarde sur sang.

h) Préléevements tissulaires

Des prélévements sont effectués aprés 6 mois de régime HFD ou SD et au bout de
12 mois lorsque I’ensemble des expérimentations ont été terminées. Les souris sont mises a
mort par exsanguination. L aorte thoracique et abdominale sont prélevées ainsi que les autres
organes : cceur, reins, foie, graisse blanche, graisse brune et sont conservés dans de I’azote

liquide avant d’étre stockés a -80°C.

i) PCR

La technique de PCR (« polymerase chain reaction ») quantitative en temps réelle
est utilisée afin d’analyser l'expression de 'ARNm (acide ribonucléique) dans le cceur des
souris sous régime HFD ou SD aprés 6 et 12 mois de régime. L'ARN total est isolé¢ en
utilisant un kit commercial « RNeasy® Mini » (Qiagen, Hilden, Allemagne). L'ARN est
ensuite quantifié a 260 nm en utilisant la spectroscopie UV. Une transcription inverse est
effectuée en utilisant le kit « cDNA Reverse Transcription kit High Capacity » (Applied,
ThermoFisher Sci-fique Inc., Waltham MA, USA). L’ADNc (Acide désoxyribonucléique
complémentaire) est amplifié en utilisant « iQ™ custom SYBR® Supermix » (laboratoires
BioRad, Hercules CA, USA). L’expression de 'ARNm est analysée a 1'aide d'un appareil de
PCR en temps réel (CFX real tima PCR, laboratoires BioRad, Hercules CA, USA) par la

méthode AACT. L'expression est normalisée par rapport aux genes Pactine et HPRT
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(« Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase »). Les amorces de PCR ont été

obtenues chez BioRad.

j) Analyse statistique

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne +/- erreur standard a la moyenne
(SEM). Les données ont été analysées par l'utilisation d’un ANOVA a mesures répétées ou
d’un ANOVA a deux facteurs, couplé a un test de Fisher pour les comparaisons multiples
afin d’évaluer l'influence de 1'age et du régime et de leur interaction sur les différents
paramétres évalués. Tandis que les corrélations ont été analysées par I'utilisation d’un test
de Spearman. L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel NCSS package 6,0 (JL
Hintze, Kaysville, UT). Les valeurs P<0,05 ont été considérées comme statistiquement

significatives.
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III. RESULTATS

a) Résistance au régime riche en graisses

Bien que la souche de souris C57BL6J soit la plus sensible a un régime riche en graisses, il
a été¢ montré dans la littérature que ces souris peuvent présenter une résistance.

Afin de savoir si nos souris présentent une résistance au régime que nous avons utilisé¢ (HFD
60 % kcal provenant des graisses, 824054, DIETEX, France), nous nous sommes basé¢ sur le
poids des souris pour définir 2 groupes de souris : le groupe DIO ou « Diet Induce Obesity »
qui correspond aux souris présentant un poids supérieur au poids moyen de 1’ensemble des
souris ayant recu le régime HFD qui sont donc réceptives au régime et le groupe DR ou
« Diet Resistant » qui correspond aux souris ayant un poids inférieur au poids moyen de
I’ensemble des souris ayant recu le régime HFD qui sont donc résistantes.

Sur les 40 souris ayant regu un régime HFD, 20 souris seront étudiées. Apres 6 mois de
régime HFD, 13 souris soit 65% des souris sont DIO et 7 souris soit 35% sont DR. Apres 12
mois de régime, le pourcentage reste le méme qu’a 6 mois.

Au vu de ces résultats, nous avons choisi de ne pas faire de séparation pour la présentation

des différents résultats qui vont suivre.
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b) Parameétres métaboliques

Dans notre étude, les souris ont regu soit un régime SD soit un régime riche HFD pendant
une durée de 12 mois. Comme nous pouvons le voir sur la figure 13, un régime HFD conduit
a une augmentation du poids corporel par rapport aux souris SD et cela des le premier mois

de régime. Cette différence va persister tout le long de 1’¢étude.
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Durée du régime (mois)
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---+--- Régime controle —sa— Ré&gime riche en graisse

Figure 13 : Evolution du poids durant la durée de I’étude.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. ** p < 0.01 vs Régime SD. n =40 / groupe jusqu’a

6 mois puis n =27 — 30 / groupe jusqu’a 12 mois

Afin d’évaluer si les souris HFD présentent une dysfonction au niveau de la régulation du
glucose, un test de tolérance au glucose a été effectué, apres 6 et 12 mois de régime (Figure

14).

Apres 6 mois de régime HFD, les souris sous régime présentent une altération de la réponse
au glucose. En effet, une hyperglycémie est observée a la fin du test par rapport aux souris
SD (Figure 14 A). De plus, les souris HFD ont une aire sous la courbe augmentée par rapport
aux souris SD (Figure 14 B). Apres 12 mois de régime, le profil glucidique durant le test est
atténué : les souris HFD présentent seulement une détérioration de la tolérance au glucose
60 et 90 minutes apres I’injection de glucose intrapéritonéal (Figure 14 C). L’aire sous la

courbe n’est pas modifiée entre les groupes (Figure 14 D).
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Figure 14 : Test de tolérance au glucose.

La tolérance au glucose a été évaluée apres 6 (A) et 12 mois (C) de régime SD ou HFD. Les taux de
glucose sanguin ont été évalués avant I'éjection de glucose (0) et aprés 12, 30, 60, 90 et 120 min d’'une
injection intrapéritonéale d’'une solution de glucose a 1 mg/ g. Les airs sous la courbe (AUC « Area Under
the Curve ») aprés 6 (B) ou 12 mois de régime (D) ont également été calculées. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM. * p < 0.05 vs Régime SD ; ** p < 0.01 vs Régime SD. n =19 - 20 / groupe
a6 et12 mois.

Le tableau 1 montre I’ensemble des autres parametres métaboliques évalués en fonction du

temps ou du type de régime.
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L’obésité est associée a des troubles métaboliques précoces.

En effet, les souris sous régime HFD présentent une hyperglycémie (p<0.01), une
augmentation du taux de cholestérol plasmatique (p<0.05) et une augmentation du taux de
leptine plasmatique (p<0.01) dés 6 mois de régime par rapport aux souris SD. Cette

différence est maintenue aprés 12 mois de régime.

Aucune différence au niveau du taux d’insuline plasmatique et de 1’index de résistance a
I’insuline (HOMA-IR « Homeostasis model of assessment - insulin resistance ») n’est

observée entre les groupes de souris.

Le vieillissement est associ¢ a une diminution du taux de triglycérides plasmatiques que ce
soit chez les souris sous régime HFD ou SD. Le vieillissement induit également une
diminution du taux d’adiponectine plasmatique et une augmentation du taux de leptine

plasmatique qui est similaire chez les 2 groupes de souris.

Dans I’ensemble, nos résultats nous montrent que le régime HFD entraine des modifications
au niveau du métabolisme qui ne sont pas retrouvées chez les souris SD. Le vieillissement
atteint certains paramétres métaboliques aussi bien chez les souris SD que chez les souris

HFD.
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Durée du régime 6 mois 12 mois ANOVA

Type de régime Régime contrble RegmeI riche en Régime contrble Reglmg riche en Effet temps Effet régime Interaction
graisses graisses

Glycémie (mg/dl) 152 +5 222 + 14 ** 130+ 5 250 + 9 ** 0,72 <0,01 < 0,01

Cholestérol plasmatique total N -

(mg/d) 88,40 + 3,52 99,68 £ 5,48 90,89 + 4,31 110,51 + 4,62 0,07 <0,01 0,25

Triglycerides plasmatiques 79,83 + 8,25 71,54 + 5,00 59,08 + 4,79 # 50,56 + 2,66 $ <0,01 0,21 0,98

totaux (mg/dl)

Insuline plasmatique (ng/ml) 0,769 + 0,066 0,698 + 0,078 0,700 + 0,102 0,860 + 0,125 0,63 0,65 0,25

HOMA IR 150+ 13 199 + 26 111+ 14 176 + 37 0.13 0.06 0.67

Q}‘gmed'”e plasmatique 5,34 + 0,39 6,18 £ 0,39 4,01+ 0,27 # 5,05 + 0,28 t <0,01 <0,05 0,89

Leptine plasmatique (ng/ml) 0,133+ 0,016 0,282 + 0,038 ** 0,202 +0,019 % 0,350 £ 0,035 ** t < 0,01 < 0,01 0,99

Tableau 1 : Effets d’un régime riche en graisses ou controle et du vieillissement sur les paramétres métaboliques.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. * p < 0.05 vs Régime SD a 6 mois et/ ou Régime SD a 12 mois ; ** p < 0.01 vs vs Régime SD a 6mois et/ ou

Régime SD a 12 mois. T p < 0,05 vs Régime HFD a 6 mois ; $ p < 0.01 vs Régime HFD a 6 mois ; 1 p < 0,05 vs Régime SD a 6 mois ; # p < 0.01 vs Régime

SD a 6 mois. n =11 - 14/ groupe a 6 et 12 mois. HOMA-IR : « Homeostasis model of assessment - insulin resistance », Indice de sensibilité a l'insuline.
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c) Effets du régime est du vieillissement sur les paramétres

hémodynamiques et cardiovasculaire

Suite a un régime HFD, les souris ne présentent aucune modification de la FC et de la PAS.

La FC apres 6 mois de régime est de respectivement de 651 = 10 bpm et de 636 + 14 bpm

chez les souris SD et HFD. La FC n’évolue pas au cours du temps, les souris SD ont une FC

de 636 = 14 bpm et les souris HFD une FC de 665 + 39 (Figure 15 A) apres 12 mois de

régime. Suite a un régime de 6 mois, les souris SD ont une PAS de 121 + 3 mmHg et les

souris HFD une PAS de 117 + 2 mmHg. Tout comme pour la FC, aucune modification n’est

observée au cours du vieillissement. Les souris SD ont une PAS de 124 + 5 et les souris HFD

une PAS de 126 + 3 (Figure 15 B).
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Figure 15 : Effets d’un régime riche en graisse ou controdle et du vieillissement sur la fréquence

cardiaque et la pression artérielle systolique.

(A) Fréquence cardiaque exprimée en bpm (battements par minute) aprés 6 et 12 de régime SD ou

HFD ; (B) Pression artérielle systolique aprés 6 et 12 mois de régime SD ou HFD. Les résultats sont

exprimés en moyenne + SEM. n =11 - 13/ groupe a 6 et 12 mois.
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Le tableau 2 illustre les changements des parametres cardiaques selon le type de régime et

au cours du temps.

Mise a part une augmentation de LVPWd aprés 6 mois de régime HFD (p<0.01), aucun
changement dans la morphologie du VG n’est observé.

Apres 12 mois de régime, les effets sont beaucoup plus prononcés et les souris présentent un
remodelage cardiaque. En effet, une augmentation de la masse du VG (p<0.01) et un
¢épaississement de IVSd (p<0.05) sont observés chez les souris HFD apres 12 mois de régime
compar¢ aux souris SD.

Le vieillissement va conduire a une augmentation de ces 2 parameétres retrouvée aussi bien
chez les souris SD que chez les souris HFD.

Une dilatation du VG caractérisé par une augmentation de LVIDd est observée chez les
souris HFD entre 6 et 12 mois de régime (p<0.01). L’ensemble de ces résultats nous laisse
penser que les souris HFD présentent une hypertrophie excentrique suite au vieillissement.
De plus, seules les souris HFD présentent une augmentation du volume d’éjection entre 6 et
12 mois de régime (p<0.01).

La rigidité, évaluée par le CSA et AA, n’est ni affectée par le régime ni par le vieillissement.

Le régime HFD va également conduire a des modifications fonctionnelles au cours du temps.
En effet, les souris HFD présentent une altération de la fraction d’éjection et de la fraction
de raccourcissement, caractérisée par une diminution au cours du temps de ces 2 parametres
(p<0.05 pour les 2). Ainsi les souris HFD développent une dysfonction systolique au cours
du vieillissement. Les souris HFD présentent également une augmentation du volume
d’¢jection entre 6 et 12 mois de régime.

Au cours du vieillissement, les souris SD présentent une dysfonction diastolique caractérisée
par une diminution de IVRT et de DT entre 6 et 12 mois de régime (p<0.01 pour les 2). Une
diminution de ces deux parameétres est également mise en évidence chez les souris HFD mais
la différence n’est pas significative. Le ratio E/A n’est pas affecté par le régime ou le

vieillissement.
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Durée du régime 6 mois 12 mois ANOVA

Type de régime Régime contrble Régig}r:aeisr;c;rlse en Régime contrble Régigr?aeisr::]se en Effet temps Effet régime Interaction
g"aauS::ed(;‘;”t”C“'e 11746 12216 13927 ¢ 1666 ** $ <0.01 <0.05 0,09
IVSd (mm) 0,88 + 0,03 0,92 £ 0,03 1,14 £ 0,05 # 1,32£0,07*$ <0.01 <0.05 0,20
LVPWd (mm) 1,05 + 0,06 1,30 £ 0,07 ** 1,01 £ 0,06 1,05+0,04 $ <0.05 <0.05 0,09
LVIDd (mm) 3,86 + 0,06 3,48 £ 0,12 3,95 £ 0,09 4,05+0,10 $ <0.01 0,20 <0.05
CSA (%) 0.22 £ 0.01 0.19 £ 0.01 0.22 £ 0.01 0.21 £ 0.01 0.31 0.23 0.62
AA (mm2) 0.062 £ 0.005 0.055 £ 0.003 0.059 £ 0.003 0.061 £ 0.003 0.78 0.52 0.32
Volume d’éjection (ul) 44,19 + 1,59 39,55 £ 2,01 4521 1,75 48,34+ 1,80 <0.01 0,72 <0.01
Fraction d'éjection (%) 64,79 £ 1,97 68,43 1,84 60,74 2,15 61,67 £ 1,851 <0.05 0,21 0,52
far?gg;’:‘ci‘izemem %) 35,07 + 1,45 37,90 + 1,55 32,30 + 1,54 33,03+1,38 1 <0.05 0,21 0,51
IVRT (ms) 25,79 £ 2,16 21,19 % 3,19 16,78 + 1,05 # 16,52 + 1,31 <0.01 0,28 0,24
DT (ms) 21,55+ 2,08 15,68 + 1,61 * 12,97 £ 1,13 # 12,34 + 1,27 <0.01 <0.05 0,17
E/A 1,69 £ 0,09 1,58 £ 0,07 1,54 £ 0,07 1,46 £ 0,09 0,09 0,26 0,82

Tableau 2 : Effets d’un régime riche en graisses ou contréle et du vieillissement sur les paramétres écho cardiographiques.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. * p < 0.05 vs Régime SD a 6 mois et / ou Régime SD a 12 mois ; ** p < 0.01 vs Régime SD a 6mois et / ou Régime SD a
12 mois. T p < 0,05 vs Régime HFD a 6 mois ; $ p < 0.01 vs Régime HFD a 6 mois ; ¥ p < 0,05 vs Régime SD a 6 mois ; # p < 0.01 vs Régime SD a 6 mois. n=11-20/
groupe a 6 et 12 mois. IVS : « interventricular septum » septum interventriculaire ; LVPW : « left ventricular posterior wall » paroi postérieure du ventricule gauche ; LVID :
« left ventricular internal diameter » diamétre interne du ventricule gauche ; CSA : « carotid arterial strain » ; AA : « stroke change in lumen area » ; IVRT : « isovolumic

relaxation time » temps de relaxation isovolumétrique ; DT : « deceleration time » temps de décélération ; E/A: ratio du flux mitral en début et fin de diastole.



I1 est connu que les adipokines et plus particulierement la leptine, peuvent étre impliquées
dans le processus d’hypertrophie. Ainsi nous avons cherché a savoir si dans notre étude les
taux de leptine plasmatique chez les souris HFD sont corrélés avec des parameétres
morphologiques ou fonctionnels cardiaques.

Une corrélation positive entre le taux de leptine plasmatique et IVSd est retrouvée chez les

souris sous régime HFD aprés 12 mois de régime (p<0.05 SPEARMAN) (Figure 16).

2,10 y =0,9109x+ 0,9683
5 R?=0,1951
1,90 p=0,02 (Spearman)
1,70
— 1'50 4
;
T 1|30 4
3
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+
0,90 - *
.
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0,50 - T T T T T !
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70

Taux de leptine plasmatique (ng/ml)

Figure 16 : Corrélation entre les taux de leptine plasmatique et I'épaisseur du septum
interventriculaire chez les souris HFD aprés 12 mois de régime.

IVSd : « interventricular septum »

d) Evaluation du niveau de graisse et du volume de tissu adipeux brun

par imagerie par résonance magnétique

La technique d’IRM a été utilisée afin de déterminer le niveau de graisse général des 2
groupes de souris de par I’évaluation du rapport eau graisse mais également le volume de

TAB.

Apres 6 mois de régime, les souris HFD présentent un rapport eau graisse plus faible que les

souris SD (respectivement 1.49 + 0.18 vs 4.66 + 0.35 ; p<0,01).
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Cette différence est également retrouvée aprés 12 mois de régime (respectivement 1.18 +
0.09 vs 2.40 = 0.20 ; p<0,01). Le vieillissement entraine une diminution de ce rapport chez

les souris SD. (Figure 17)
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Figure 17 : Effets d’un régime riche en graisses ou contréle et du vieillissement sur la graisse
évaluée par imagerie par résonance magnétique.

Rapport eau graisse aprés 6 et 12 mois de régime SD ou HFD. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM. ** p < 0.01 vs Régime SD a 6 mois et/ ou Régime SD a 12 mois. # p < 0.01 vs Régime SD a
6 mois.n =17 SD etn =19 HFD a 6 et 12 mois.

Le volume de TAB a été évalué a partir des coupes transversales obtenues par IRM chez les

souris SD et sous régime HFD (cf. Figure 11 Matériel et méthodes)

Apres 6 et 12 mois de régime HFD, les souris présentent un volume plus élevé de graisse
brune comparé aux souris sous régime SD (respectivement 145.1 = 11.8 vs 73.9 + 3.9 mm?
4 6 mois et 175.6 £ 22.6 vs 84.9 = 7.9 mm® a 12 mois ; p<0,01) (Figure 18). De plus, une
corrélation positive statistiquement significative est mise en évidence entre le volume de
TAB et le poids des souris que ce soit apres 6 ou 12 mois de régime et chez les 2 groupes de

souris (p<0.01).
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Figure 18 : Effets d’un régime riche en graisses ou controle et du vieillissement sur le volume
de tissu adipeux brun évalué par imagerie par résonnance magnétique.

Volume de tissu adipeux brun aprés 6 et 12 mois de régime SD ou HFD. Les résultats sont exprimés
en moyenne £ SEM. ** p < 0.01 vs Régime SD a 6 mois et / ou Régime SD a 12 mois. n=19SD etn
=18 HFD a 6 et 12 mois.

¢) Evolution du métabolisme du glucose au niveau de la graisse blanche

et de la graisse brune

Le TEP a été utilisé afin de déterminer le métabolisme du glucose au niveau de la graisse

blanche et de la graisse brune de par la captation du '*F-FDG (Figure 19 A).

Aprés 6 mois de régime, les souris HFD présentent une diminution statistiquement
significative de la captation du '®F-FDG au niveau du tissu adipeux blanc, comparé aux
souris SD (respectivement 0.10 + 0.01 vs 0.21 £ 0.02 SUV-bw). Aprés 12 mois de régime
HFD, la diminution de la captation est maintenue. En effet, la captation du '*F-FDG est de
0.14 + 0.01 SUV-bw pour les souris HFD et de 0.21 + 0.013 SUV-bw pour les souris SD.

Le vieillissement n’affecte pas le métabolisme. (Figure 19 B).

Au niveau du TAB, aucune différence n’est observée entre les deux groupes de souris que
ce soit aprés 6 ou 12 mois de régime. Le vieillissement conduit a une augmentation de la

captation de '8F-FDG uniquement chez les souris SD. (Figure 19 C).
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Figure 19 : Effets d’un régime riche en graisse ou controle et du vieillissement sur le
métabolisme du glucose au niveau du tissu adipeux blanc et du tissu adipeux brun évaluée
par tomographie par émission de positons.

Exemple d’'images obtenues par TEP (A). Captation du '8F-FDG au niveau du tissu adipeux blanc (B)
et du tissu adipeux brun (C) aprés 6 et 12 mois de régime SD ou HFD. Les résultats sont exprimés en
moyenne £ SEM. ** p < 0.01 vs Régime SD a 6 mois et / ou Régime SD a 12 mois ; £ p < 0,05 vs
Régime SD a 6 mois. (B) n =6 - 8 / groupe a 6 mois et n =11 - 14/ groupe a 12 mois ; (C)n=7/

groupe a 6 mois et n =10 - 12 / groupe a 12 maois.
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f) Evolution du métabolisme du glucose au niveau du cceur

Au niveau du cceur, le métabolisme du glucose, évalué par le ratio myocarde sur sang, n’est
pas modifi¢ entre les souris SD et HFD que ce soit apres 6 ou 12 mois de régime. (Figure
20). En effet, aprés 6 mois de régime, le ratio myocarde sur sang est respectivement de 4.63
+0.23 SUV-bw etde 4.09 £ 0.22 SUV-bw pour les souris SD et HFD apres 6 mois de régime.
Apres 12 mois, les souris SD ont un ratio de 4.44 + 0.27 SUV-bw et les souris HFD un ratio
de 5.02 £ 0.24 SUV-bw.

Myocarde sur sang (SUV-bw)
w

6 12
Dureée du régime (mois)

ORégime contréle = @MRégime riche en graisses

Figure 20 : Effets d’'un régime riche en graisse ou contréle et du vieillissement sur le
métabolisme du glucose au niveau du cceur évalué par tomographie par émission de positons.
Ratio myocarde sur sang aprés 6 et 12 mois de régime SD ou HFD. Les résultats sont exprimés en

moyenne + SEM. n =8 - 11/ groupe a 6 moisetn =11 -16/ groupe a 12 mois.

g) Evaluation des parametres fonctionnels cardiaques par tomographie

par émission de positons

La technologie TEP a également ¢été utilisé afin de déterminer les parametres fonctionnels
cardiaques tels que : les volumes en fin de diastole (EDV « end-diastolic volume ») et de
systole (ESV « end-systolic volume »), 1a fraction d'¢jection et le volume d’¢éjection. (Figure

21)
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Figure 21 : Exemple de résultats TEP chez une souris HFD aprés 6 mois de régime.

(A) Images de la fin de diastole (ED « end-diastole ») a la fin de diastole (ES « end-systole ») aprés
détection automatique des parois par le logiciel QGS et aprés réorientation en vue petit axe (SA
« short-axis »), et en vue long axe horizontale (HLA « horizontal long axis ») et verticale (VLA « vertical
long axis »). (B) Courbes de volume et de vitesse de remplissage du ventricule gauche montrant le
volume en fin de diastole (EDV « end-diastolic volume ») et en fin de systole (ESV « end-systolic

volume »).

Aucune différence entre les deux groupes de souris n’a été retrouvée pour les parametres
cardiaques évalués par TEP que ce soit apres 6 ou 12 mois de régime.

Cependant, le vieillissement entraine des altérations fonctionnelles. En effet, les souris HFD
présentent une augmentation du volume en fin de systole par rapport aux souris SD (Figure
22 A ; p<0.05). Une diminution de la fraction d’éjection entre 6 et 12 mois est observée a la
fois chez les souris HFD et SD (Figure 22 C ; p<0.05 pour les souris SD et p<0.01 pour les
souris HFD). Enfin, le vieillissement induit une diminution du volume d’¢éjection

uniquement chez les souris SD (Figure 22 D ; p<0.01)
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Figure 22 : Effets d’un régime riche en graisses ou controle et du vieillissement sur les
paramétres cardiaques évalués par TEP.

(A) Volume en fin de systole, (B) volume en fin de diastole, (C) fraction d’éjection et (D) volume
d’éjection aprés 6 ou 12 mois de régime SD ou HFD. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM.
T p < 0.05 vs Régime HFD a 6 mois ; $ p <0.01 vs Régime HFD a 6 mois ; £ p<0.05 vs Régime SD a
6 mois ; # p<0.01 vs Régime SD a 12 mois.n =18 — 19 SD etn =13 — 15 HFD a 6 et 12 mois.
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Nous avons cherché a savoir si les parametres fonctionnels évalués par TEP étaient similaires
ou non a ceux évalués par échocardiographie. Tous les paramétres mesurés par TEP sont

différents de ceux obtenus par échocardiographie.

Cependant, apres 12 mois une corrélation positive entre le volume en fin de systole mesuré

par échocardiographie et par TEP est retrouvée dans I’ensemble de la population. (Figure
23)
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Figure 23 : Corrélation entre le volume en fin de systole mesuré par tomographie par émission
de positons et par échocardiographie dans I’ensemble de la population aprés 12 mois.
TEP : Tomographie par émission de positons ; ESV : « End-systolic volume » Volume en fin de

systole.

Une corrélation positive a €¢galement été€ retrouvée entre : le volume en fin de systole mesuré
par échocardiographie et par TEP (Figure 24 A) ; le volume en fin de diastole mesuré par

échocardiographie et par TEP (Figure 24 B), apres 12 mois chez les souris HFD.
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Figure 24 : Corrélation entre les volumes en fin de systole et en fin diastole mesurés par
tomographie par émission de positons et par échocardiographie chez les souris HFD aprés
12 mois de régime.

Volumes en fin de systole (A) et en fin diastole (B) mesurés par échocardiographie et par TEP.
TEP : Tomographie par émission de positons ; ESV : « End-systolic volume » Volume en fin de

systole ; EDV : « End-diastolic volume » Volume en fin de diastole.

h) Altération de I’expression des génes au niveau cardiaque

Nous avons fait le choix d’étudier au niveau cardiaque, I’expression de genes impliqués :

dans I’inflammation, dans la fibrose et dans le vieillissement.

Au niveau inflammatoire, le régime HFD n’altére pas I’expression de Nfkb (Figure 23 A)
ainsi que de TGFB1 (Figure 25 B). L’expression de ses 2 genes reste également stable au

cours du temps.
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Figure 25 : Effets d’un régime riche en graisses ou contréle et du vieillissement sur I’expression
de génes inflammatoires au niveau cardiaque.

Expression de TARNm de Nfkb (A) et de TGF31 (B) aprés 6 et 12 mois de régime SD ou HFD. Les
expressions sont normalisées par rapport a la Bactine et hprt. Les résultats sont exprimés en moyenne

+ SEM.n=6-9/groupe a 6 et 12 mois.

Etant donné que nos souris sous régime HFD présentent une hypertrophie au niveau
cardiaque, nous avons décidé de voir si cette observation était retrouvée au niveau de

I’expression de genes impliqués dans ce phénomene.

L’expression de Nppb n’est pas modifiée entre les souris sous régime SD et HFD.
Cependant, le vieillissement entraine une altération de I’expression de ce gene chez les deux
groupes de souris. En effet, entre 6 et 12 mois, les souris SD et HFD présentent une
augmentation de I’expression du gene (Figure 26 A).

Comme précédemment, aucune différence d’expression n’est observée pour I’expression de
la périostine entre les souris SD et HFD. Le vieillissement entraine une up-régulation de
I’expression de ce géne uniquement chez les souris HFD (p<0.05) (Figure 26 B)

Apres 12 mois, un régime HFD conduit a une augmentation de 1’expression de Col3al par
rapport aux souris SD (p<0.05). De plus, le vieillissement associé a I’obésité entraine une
augmentation plus importante de 1I’expression de ce gene (p<0.05) (Figure 26 C).
L’expression de MM2 est également augmentée chez les souris HFD par rapport aux souris
SD apres 12 mois de régime (p<0.05). Le vieillissement conduit également a une
augmentation de I’expression de ce géne mais uniquement chez les souris HFD (p<0.05)

(Figure 26 D).
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Ainsi I’augmentation de 1’expression des marqueurs de fibroses chez les souris HFD

confirment bien la présence d’une hypertrophie observée par échocardiographie.
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Figure 26 : Effets d’'un régime riche en graisses ou controle et du vieillissement sur
I'expression de génes impliqués dans la fibrose au niveau cardiaque.

Expression de TARNm de Nppb (A), de la périostine (B), du Col3a1 (C) et de MMP2 (D) aprés 6 et 12
mois de régime SD ou HFD. Les expressions sont normalisées par rapport a la Bactine et hprt. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM. * p < 0.05 vs Régime SD a 12 mois ; T p < 0.05 vs Régime

HFD a 6 mois ; ¥ p<0.05 vs Régime SD a 6 mois. n =5 —9/ groupe a 6 et 12 mois.
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Nous nous sommes ensuite intéressés a I’expression de GFD11, un géne ayant montré son

implication au cours du vieillissement.

Aucune différence d’expression de GDF11 n’a été observée entre groupe, que ce soit apres
6 ou 12 mois de régime.

Cependant, le régime HFD induit une modification de I’expression de GDF11 caractérisée
par une augmentation de I’ARNm entre 6 et 12 mois de régime (p<0.01). Durant cette méme

période, aucune modification d’expression n’a été observée pour les souris SD. (Figure 25)
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Figure 27 : Effets d’un régime riche en graisses ou controle et du vieillissement sur
I'expression du géne GDF11 au niveau cardiaque.

L’expression est normalisée par rapport a la Bactine et hprt. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM. $ p <0.01 vs Régime HFD a 6 mois. n =5 - 8 / groupe a 6 et 12 mois.
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DISCUSSION
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Le mod¢le animal que nous avons choisi est un modéle murin couramment utilisé pour

étudier les altérations dues a 1’obésité ou au syndrome métabolique.

L’¢état métabolique des souris C57BL6J suite a un régime HFD a déja été étudié. Dans notre
travail nous confirmons qu’un régime HFD induit une obésité qui va conduire a des
dysfonctions au niveau du métabolisme. En effet, les souris HFD présentent une forte
augmentation du poids, et ce deés le premier mois de régime, ce qui est cohérent avec d’autre
¢tudes montrant une augmentation qui apparait a partir de 4 semaines et qui peut attendre 20
a 30 % apres 16 a 20 semaines de régime HFD par rapport a des souris ayant recu un régime

standard (Gallou-Kabani et al., 2007; Speakman et al., 2007; Wang and Liao, 2012).

Nous confirmons qu’un régime HFD conduit a des troubles métaboliques précoces tels
qu’une hyperglycémie ou encore une augmentation du taux de cholestérol plasmatique.

(Gallou-Kabani et al., 2007; Matsuzawa-Nagata et al., 2008; Muller et al., 2013)

Différentes études ont mis en évidence qu’un régime HFD conduit & une augmentation du
taux d’insuline et une résistance a I’insuline. Kim et al. ont montré, a partir de 4 semaines
de régime, une forte augmentation du taux d’insuline plasmatique qui est également
retrouvée apres un régime de plus longue durée ou les calories des régimes sont apportées a
40% ou 60% par les graisses (Buettner et al., 2007; Kim et al., 2008; Matsuzawa-Nagata et
al., 2008). Dans notre étude, nous ne retrouvons aucune altération du taux d’insuline ou de

I’index de résistance a I’insuline, que ce soit apres 6 ou 12 mois de régime.

Le temps et le régime sont deux facteurs qui influencent fortement le taux de leptine
plasmatique.

En effet, aprés 6 ou 12 mois de régime, les souris ayant regu un régime HFD ont un taux
plus élevé de leptine comparée aux souris SD. Chez les souris HFD, le taux de leptine est
corrélé positivement avec le poids apres 6 et 12 mois de régime et, dans les 2 groupes de
souris, la leptinémie avec 1’age confirmant les résultats précédemment rapportés (Ahrén,

1999; Ahrén et al., 1997)

Aucune différence n’est observée pour le niveau d’adiponectine plasmatique entre les 2
groupes de souris. Chez les souris HFD et SD, le taux d’adiponectine diminue avec 1’age.
Toutefois, ces résultats doivent étre analysés avec précaution car les niveaux d’adiponectine

ont montré énormément varier chez les animaux.
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Je me suis ensuite intéressée aux modifications hémodynamiques, morphologiques

et fonctionnelles cardiaques induites par un régime HFD.

Dans notre étude, la PAS n’est pas affectée que ce soit par le régime ou par le temps pendant
la période de suivi de 1 an. Dans la littérature, la PA mesurée par un sphygmomanomeétre
(Calligaris et al., 2013) ou par radio télémétrie (Chantemele et al., 2011) n’est pas modifiée
apres un régime HFD d’au minimum 8 mois. Cet état peut s’expliquer par le fait que les
souris sous régime HFD vont développer ou non une hypertension en fonction de l'activité
du systeme nerveux sympathique (Chaar et al., 2016). Nous pouvons donc émettre
I’hypothéese que les souris HFD présentent une diminution de 1’activité du systéme nerveux
sympathique.

Aucune modification n’est également retrouvée au niveau de la FC contrairement a ce qui
est montré dans la littérature (Chantemeéle et al., 2011; Simonds et al., 2014; Weisbrod et
al., 2013).

Ces différentes études ont utilisé comme technique de mesure la radio télémétrie, une
méthode précise, mais nous avons fait le choix d’utiliser la méthode de « fail cuff », une
technique non-invasive permettant la mesure indirecte de la PAS et de la FC (Zhao et al.,
2011). Cette technique permet le suivi d'un grand nombre de souris et présente une mortalité

moins €levée puisqu’elle ne nécessite pas de chirurgie (Zhao et al., 2011).

Bien que nos souris ne présentent pas de modifications au niveau de la PA et de la FC, nos
résultats montrent que la morphologie cardiaque et la fonction cardiaque sont affectées a la
fois par le régime HFD et par le vieillissement. Une étude récente a également mis en
évidence que le développement d’une obésité modérée sans présence d’hypertension conduit

au développement d’une hypertrophie (Koncsos et al., 2016).

Dans notre étude, les souris HFD ont une augmentation de la masse ventriculaire et
présentent une hypertrophie a prédominance septale. Un phénotype cardiaque similaire a été
observé a la fois dans des modéeles animaux (Calligaris et al., 2013) et dans des études

humaines (Cuspidi et al., 2014; Rider et al., 2009).

Nous avons constaté que le vieillissement induit une augmentation de la masse du VG a la
fois chez les souris ayant recu un régime HFD et SD. Des études cliniques ont mis en

évidence que, chez des sujets agés sains, le vieillissement conduit a certains changements
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structuraux au niveau cardiaque caractérisés par une augmentation de la paroi du ventricule

mais pas de la masse ventriculaire (Khouri et al., 2005; Strait and Lakatta, 2012).

Le régime HFD induit des effets plus prononcés sur la géométrie cardiaque avec un
épaississement de la paroi septale et une augmentation de la taille de la cavité du VG. Les
souris SD présentent uniquement une augmentation de 1’épaisseur septale entre 6 et 12 mois

de régime.

Le vieillissement entraine également une altération de la fonction systolique chez les souris
HFD puisque celle-ci présentent une diminution a la fois de la fraction d’éjection et de la
fraction de raccourcissement. Les souris obéses ont donc plus de risques de développer une
dysfonction cardiaque puis une insuffisance cardiaque.

La dilatation du VG, les modifications observées au niveau des parois du ventricule ainsi
que la diminution de la fraction d’¢jection et de raccourcissement au cours du vieillissement

chez les souris HFD, sont le reflet d’une détérioration de la fonction du ventricule.

De par la diminution d’IVRT et de DT au cours du vieillissement chez les souris SD, nous
avons confirmé que I’age est un facteur déterminant de la fonction diastolique (Bryg et al.,
1987). Curieusement, le régime HFD n’affecte pas la fonction diastolique. Or, dans la
littérature, il a été mis en évidence qu’un régime riche en graisse et en sucre conduisait a une
dysfonction diastolique caractérisée par une prolongation d’IVRT, de DT ainsi qu’a une

diminution du ratio E/A. (Qin et al., 2012)

La leptine joue un role important dans certains parametres morphologiques et fonctionnels
cardiaques. Chez les souris SD, une corrélation positive entre la leptine et la fraction
d’¢jection et de raccourcissement est retrouveée tandis que chez les souris HFD, la leptine est
positivement corrélée avec [IVSd. Ainsi, dans notre étude et comme il a déja été montré dans
la littérature (Ghantous et al., 2015; Hall et al., 2015; Perego et al., 2005), la leptine peut étre

considérée comme un facteur pro-hypertrophique.

J’ai ensuite complété le phénotype des souris en évaluant leur niveau de graisse ainsi que le
volume de TAB en utilisant la technique d’IRM, une technique qui a été validée pour ses
mesures (Hu et al., 2010; Iris Chen et al., 2013). Nos résultats (diminution du rapport
eau/graisse et augmentation du volume de TAB), confirment qu’un régime HFD a une

influence sur la masse grasse (Hu et al., 2010).
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Je me suis ensuite intéressée a la fonction du tissu adipeux en évaluant le métabolisme du
glucose par TEP. J’ai mis en évidence qu’un régime HFD n’affecte pas le métabolisme au
niveau du TAB, en condition de thermoneutralité, un état dans lequel I'organisme présente
un taux métabolique basal (Cannon and Nedergaard, 2011). Le vieillissement entraine une
modification de I’activité mais uniquement chez les souris ayant recu un régime SD. Le fait
que le régime HFD n’entraine pas de modifications de 1’activité au cours du vieillissement
pourrait &tre expliqué par une diminution de I’activité¢ malgré une augmentation du volume
de TAB. Cette idée est supportée a la fois par des études animales et humaines. En effet,
dans un mod¢le animal d’obésité, Wu et al. (Wu et al., 2014), ont montré qu’un régime riche
en graisse diminue I’absorption du FDG au niveau du TAB, reflétant ainsi une altération du
métabolisme au niveau de ce tissu. De plus, chez I’humain, 1’activité du TAB a montré étre
négativement corrélé avec I'IMC (Pfannenberg et al., 2010). Malgré le vieillissement, le
TAB reste fonctionnel chez les souris SD contrairement a ce qui est retrouvé dans des études
humaines (Cypess et al., 2009). Cela peut s’expliquer du fait que nos souris ne sont pas

encore assez agées pour développer une altération du métabolisme.

Au niveau du tissu adipeux blanc, nous avons observés une diminution du métabolisme du
glucose chez les souris HFD dés 6 mois de régime qui est maintenue aprés 12 mois.
Cummins et ses collaborateurs ont montré qu’un régime HFD va jouer sur 1’expression de
geénes et la production de métabolites liés au métabolisme du glucose au niveau du tissu
adipeux blanc épididymal (Cummins et al., 2014). Nous pouvons donc faire I’hypothese que
I’obésité entraine une altération de ses génes qui va conduire a une altération du métabolisme

au sein de ce tissu.

Le métabolisme du glucose cardiaque ne semble pas étre impacté que ce soit par le régime
ou le vieillissement. Au niveau du cceur, le glucose va entrer dans les cardiomyocytes par
diffusion facilitée en utilisant les transporteurs du glucose : GLUTI1 et GLUT4. Le glucose
intracellulaire va ainsi étre phosphorylé par I’hexokinase en glucose-6-phosphate qui va
conduire a la production de pyruvate suite a la glycolyse ou il va pouvoir également étre
impliqué dans la syntheése de glycogene ou dans la voie des pentoses phosphate (Kolwicz
and Tian, 2011). II a été montré dans différentes études que le métabolisme du glucose était
altéré dans des animaux ou le cceur était hypertrophié (Leong et al., 2002) et que le profil
métabolique ressemblait a celui retrouver dans le coeur de feetus c’est-a-dire une préférence

pour le glucose comme source d’énergie (Doenst et al., 2010).
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Nous avons évalué la rigidité artérielle au niveau de la carotide en utilisant un appareil
d’échocardiographie nous permettant de mesurer les changements de diamétre au niveau de
la carotide durant le cycle cardiaque. Les deux paramétres mesurés, le « carotid arterial
strain » et le « stroke change in lumen area », ne sont pas différents entre les deux groupes
de souris que ce soit aprés 6 ou 12 mois de régime et ne varient pas au cours du
vieillissement. Ainsi, la rigidité artérielle locale ne varie pas. La rigidité a été évaluée par
une mesure locale, au niveau de la carotide et non par la mesure de la VOP carotido fémorale
qui est le gold standard dans la mesure de la rigidité (Laurent et al., 2006). Cette différence
de méthode (étude de la rigidité locale, versus rigidité segmentaire) peut expliquer pourquoi
nous n’observons pas de modification de la rigidité artérielle dans notre modéle animal
recevant un régime HFD et au cours du vieillissement. Les données de la littérature montrent
que chez des sujets obeses, la rigidité artérielle mesurée par la VOP carotido fémorale (VOP
segmentaire et non locale) est fortement augmentée en comparaison avec des sujets non
obéses. De plus, une corrélation positive est retrouvée entre le degré d’obésité et la VOP
carotido fémorale (Toto-Moukouo et al., 1986). Des observations similaires sont retrouvées
¢galement dans des mod¢les animaux. En effet, récemment, Gil-Ortega et al. (Gil-Ortega et
al., 2016) a mis en évidence que suite a un régime HFD de 32 semaines, les souris présentent
une augmentation de leur rigidité artérielle mesurée en calculant I’index f et la VOP, sans

présence d’hypertension.

En complément de I’échocardiographie, la technologie TEP permet également d’évaluer les
paramétres fonctionnels cardiaques. Un effet similaire est retrouvé pour la fraction d’éjection
entre les 2 techniques puisqu’une diminution au cours du temps a €été observée pour ce
parametre. Cette dilatation observée au cours du vieillissement, évaluée par
échocardiographie, est confirmée par TEP car on retrouve une augmentation du volume en
fin de systole entre 6 et 12 mois de régime avec cette technique. Malgré ces similitudes, les
valeurs mesurées par TEP et par échocardiographie ne sont pas identiques. Cette différence
de valeurs entre les 2 techniques pourrait étre due a un probléme de résolution de 1’image

qui n’est pas similaire entre les deux techniques.

Afin de confirmer le phénotype hypertrophique retrouver chez les souris HFD et au cours du

vieillissement, j’ai évalué I’expression de genes impliqués dans la fibrose cardiaque et le
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vieillissement, de plus nous avons également évalué¢ si I’inflammation était un processus

impliqué dans ces observations.

Le régime HFD et le vieillissement n’entrainent pas de modifications de I’expression de
genes inflammatoires au niveau cardiaque. Ainsi notre modele animal ne développe pas
d’inflammation cardiaque. Des observations similaires ont été retrouvées dans d’autres
modeles animaux proche du notre. Koncsos et ses collaborateurs (Koncsos et al., 2016) ont
induit, de par I’ingestion d’un régime HFD et d’une injection de streptozotocine (un agent
diabétogene), un pré-diabete (augmentation du taux de glucose, altération de la tolérance au
glucose et a I’insuline, augmentation du taux de leptine au niveau plasmatique et au niveau
du tissu adipeux viscéral) chez des rats. Ceux-ci n’ont pas présenté de changement dans
I’expression des génes pro-inflammatoire TNF-o ou IL-6. Cela a également ét¢ mis en
évidence dans un autre modele de rats ou le pré-diabéte a été induit par 1’ingestion d’un

régime riche en sucre (Nunes et al., 2013).

En accord avec ce qui a déja été montré dans la littérature, le régime HFD induit une
régulation a la hausse de certains génes jouant un role dans la fibrose cardiaque (Calligaris
et al., 2013). Le remodelage cardiaque observé chez nos souris HFD est confirmé par
I’augmentation de I’expression de Col3al aprés 12 mois de régime. De plus, nous
confirmons que la leptine peut avoir un effet pro-fibrotique au niveau cardiaque (Zibadi et
al., 2011) puisque nous avons montré une forte corrélation entre le taux de leptine
plasmatique et I’expression de Col3al. MMP2 fait partie de la famille des gélatinases, elle
est impliqué dans la digestion des collagenes et des gélatines dénaturées. Les MMPs sont
également connues pour €tre exprimées au niveau des cardiomyocytes et promouvoir le
remodelage du myocarde (Panek and Bader, 2006; Visse, 2003). En conséquence,
I’expression de MMP2 est augmentée chez les souris HFD apres 12 mois mais également au
cours du vieillissement.

L’expression de Nppb (« b-type natriuretic peptide »), également appelé BNP (« brain
natriuretic peptide »), augmente au cours du vieillissement a la fois chez les souris HFD et
SD. Comme nous avons pu le voir précédemment, les deux groupes de souris mais plus
particulierement les souris HFD présentent des signes d’hypertrophie cardiaque au cours du
vieillissement. Ce facteur est impliqué dans ce processus puisque son expression est
augmentée dans le ventricule de cceur de souris au cours de I’hypertrophie (Sergeeva and

Christoffels, 2013).
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Un autre gene qui semble étre impliqué dans le vieillissement cardiaque est la périostine. La
périostine est une protéine de la matrice cellulaire qui joue un rdle important dans le
développement et le remodelage cardiaque. Son expression est up-régulée dans les maladies
cardiaques et est impliquée dans le vieillissement cardiaque (Zhao et al., 2014). Dans notre
¢tude, une augmentation d’expression de la périostine est observée chez les souris HFD entre
6 et 12 mois de régime. Ainsi, nous confirmons que la périostine peut étre impliquée dans le

vieillissement cardiaque.

Je me suis ensuite focalisé¢ sur I’expression de GDF11 ou « Growth differentiation factor
11 » qui fait partie de la famille des TGF-B et qui joue un role important dans le
développement (Walker et al., 2016). Dans des études cliniques, chez des sujets agés
présentant une sténose aortique sévere, un taux élevé de GDF11 est corrélé avec une
prévalence plus €levée de fragilité mis en évidence par une perte de poids, une faible activité
ou une démarche lente. Une augmentation du taux de GDF11 a également été associé avec
des comorbidités comme le diabete ou une maladie coronarienne (Schafer et al., 2016). Cette
étude a également montré que le taux circulant de GDF11 ne diminue pas au cours du
vieillissement. D’autres études ont montré des résultats opposés (Loffredo et al., 2013) mais
récemment, Glass et al. ont mis en évidence que la méthodologie utilisé ne permettait pas de
distinguer GDF11 de la myostatine (Egerman et al., 2015; Glass, 2016), contrairement a la
nouvelle technique utilisée par Schafer.

Nous avons observé que, chez les souris obeses, le vieillissement conduit a une augmentation
de l'expression du gene GDF11 au niveau du tissu cardiaque qui pourrait étre li€é a un
vieillissement prématuré di a 1’obésité. Dans notre étude, ’expression de GDFI11 a été
mesurée par PCR en utilisant des primers spécifiques et validés pour ce géne. De plus, notre
régime HFD conduisant a des changement métaboliques, I’expression de GDFI11 a été
normalisée par la B-actine et hprt et non GAPDH car c’est un gene connu pour jouer un role
important dans le métabolisme (Seidler, 2013).

Dans un contexte d'obésité, GDF11 pourrait étre considéré comme un marqueur de

vieillissement accéléré et d'exposition aux maladies cardiovasculaires et de fragilité.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES
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Dans ce travail de thése, nous avons montré qu’un régime riche en graisses entraine des
effets délétéres tardifs et que le vieillissement amplifie ces observations a la fois sur le plan
métabolique et fonctionnel.

Dans le modéle animal murin que nous avons choisi, des souris C57BL6J recevant un régime
riche en graisses durant une période de 1 an, nous avons démontré que ce type de régime
entrainait des modifications sur le plan métabolique. En effet, le régime a induit : un
surpoids, une hyperglycémie mais ¢également une hypercholestérolémie et une
hyperleptinémie. Malgré la durée du régime, les animaux n’ont pas présenté d’augmentation
du taux d’insuline ou de résistance a I’insuline. Au niveau métabolique, le vieillissement a
eu des effets néfastes aussi bien chez les souris ayant recu un régime riche en graisses que
les souris ayant recu un régime contrdle. Afin de compléter le phénotype des souris, il serait
intéressant de doser au niveau plasmatique des facteurs pro- et anti-inflammatoires. Cela

nous permettrait d’évaluer si ce type de régime entraine un déreglement dans cette balance.

Les troubles métaboliques observés chez les souris ayant regu un régime riche en graisses,
n’ont pas conduits a I’apparition d’une hypertension ou d’une modulation de la fréquence
cardiaque. Cependant, nous nous sommes intéressés au phénotype cardiaque a la fois
morphologique et fonctionnel de ces souris. Ainsi nous avons démontré que, au cours du
temps, les souris présentaient des altérations plus importantes au niveau cardiaque et
notamment sur le plan morphologique que les souris ayant recu un régime contrdle. Ces
modifications structurelles étaient caractérisées par une augmentation de la masse du
ventricule gauche et une hypertrophie septale. Au cours du vieillissement, le régime riche en
graisse a conduit a une hypertrophie du ventricule accompagnée par une altération de la
fonction systolique qui n’était pas retrouvée chez les souris ayant regu un régime controle.
La fonction diastolique a été altérée uniquement chez les souris controle. Nous avons montré
qu’une partie de ces effets déléteres au niveau cardiaque pouvaient étre provoqués par la
leptine. En effet, le taux de leptine était augmenté chez les souris sous régime riche en
graisses et nous avons retrouvé une corrélation positive entre le taux de leptine plasmatique
et ’épaisseur du septum interventriculaire aprés 12 mois de régime. Ainsi la leptine pourrait
étre considérée comme un facteur pro-fibrotique. Dans le modele que nous avons choisi, le
régime riche en graisses n’a pas conduit au développement d’une rigidité artérielle. Dans
notre étude la rigidité artérielle a été évaluée au niveau local en utilisant la technique

d’échocardiographie car nous avons effectu¢ un suivi longitudinal des souris. Peut-étre
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serait-il bon d’utiliser une autre méthode comme la mesure de la rigidité au niveau régional

de par la mesure de la VOP.

Nous avons également voulu étudier la structure et la fonction du tissu adipeux en utilisant
2 techniques d’imagerie, I'IRM et le TEP. Ainsi, comme nous pouvions nous y attendre,
nous avons mis en évidence que le régime riche en graisses conduisait a un taux de graisse
plus important ainsi qu’un volume de graisse brune augmenté. La technique IRM a
uniquement été utilisée afin de mesurer le volume de graisse brune au niveau interscapulaire
chez les 2 groupes de souris. Il serait également intéressant d’utiliser cette technique afin
d’évaluer le volume de graisse au niveau viscéral chez 1I’ensemble des souris en utilisant un
logiciel qui, aprés que I’expérimentateur ait délimité les organes et les compartiments
intestinaux, permettrait le calcul du volume de graisse. Au niveau fonctionnel, nous avons
montré que le régime riche en graisses conduisait uniquement a une altération du
métabolisme au niveau de la graisse blanche et ce dés 6 mois de régime. Au niveau de la
graisse brune, le métabolisme a seulement été modifié chez les souris sous régime controle
au cours du vieillissement. Afin de comprendre d’avantage les mécanismes impliqués dans
ces observations, il serait intéressant d’étudier I’expression des geénes : (1) Prdm16 impliqué
dans la différenciation des pré-adipocytes bruns en adipocytes bruns, (2) Pgcla impliqué
dans I’activation de la graisse brune et (3) UCP-1 impliqué dans la thermogenése. Le
métabolisme au niveau cardiaque n’a pas ¢t¢ modifié que ce soit par le régime ou le

vieillissement.

Nous avons voulu évaluer si le régime riche en graisses et le vieillissement induisaient des
modifications de I’expression de genes impliqués au niveau de I’inflammation, la fibrose
cardiaque ainsi que le vieillissement. Nous n’avons montré, au niveau cardiaque, aucune
altération de génes impliqués dans I’inflammation. Cependant, le phénotype morphologique
cardiaque retrouvé chez les souris ayant recu un régime riche en graisse a été confirmé. En
effet, le régime a conduit a une augmentation de I’expression de deux génes connus pour
étre impliqué dans la fibrose cardiaque, Col3al et MMP2. Le vieillissement a induit une up-
régulation plus importante de Nppb chez les souris sous régime riche en graisses comparé
aux souris sous régime controle ainsi qu’une augmentation de I’expression de la périostine
qui n’est pas retrouvé chez les souris sous régime controle. De plus, comme nous avons pu
le montrer au niveau des parametres morphologiques déterminés par échocardiographie, la

leptine semble étre un facteur influencant fortement la fibrose tissulaire cardiaque au cours
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du vieillissement et avec un régime riche en graisses. En effet, une corrélation positive a été
retrouvée entre le taux de leptine plasmatique et I’expression du géne Col3al au niveau
cardiaque apres 12 mois de régime riche en graisses.

Enfin, ce travail montre que le vieillissement associé a un régime riche en graisses précoce
conduit également a une up-régulation de GDF11 au niveau tissulaire cardiaque, a I’opposé
des souris ayant suivi un régime normal. GDF11 peut alors étre considéré comme un
marqueur de vieillissement cardiaque accéléré. Par extension, chez I’Homme, GDF11 serait
donc un biomarqueur de vieillissement accéléré chez I’obese et par la méme un marqueur de
fragilité et d’exposition aux maladies cardiovasculaires (Schafer et al., 2016; Glass, 2016).
Ces résultats peuvent suggérer des voies thérapeutiques ou préventives, ou 1’inhibition de
GDF11 améliorerait le pronostic et la survie cardiovasculaire des sujets obeses.

On sait que GDF11 est retrouvé au niveau de la circulation sanguine, ainsi il pourrait étre
intéressant de déterminer chez nos souris le taux de GDF11 circulant en utilisant par exemple
la technique ELISA, afin de déterminer si GDF11 est modifié en condition d’obésité et de

vieillissement.

En conclusion, ce travail de thése nous as permis de mettre en évidence qu’un régime riche
en graisses conduit a un vieillissement accéléré au niveau du métabolisme et au niveau
cardiaque. Dans le monde, le nombre de sujets obeses a dépassé le nombre de personnes
dénutris. De plus, d’ici 2025, un cinquieme de la population mondiale aura un indice de
masse corporelle supérieur a 30. Récemment, des chercheurs ont montré que 1’ obésité et le
surpoids favoriseraient le vieillissement prématuré du cerveau. Notre travail confirme
I’utilité des modeles animaux d’obésité, nous permettant ainsi de mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents et de développer de nouvelles thérapies dans le but de lutter contre

les effets délétéres de 1’obésité.
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RESUME

Du fait de leur prévalence grandissante mondiale, I’obésité et le surpoids ont été décrits comme une pandémie.
L’obésité et le vieillissement vont conduire a des complications cardiovasculaires. De plus, il a été montré que
I’obésité favoriserait un vieillissement cardiaque prématuré chez les adultes jeunes et augmenterait les
complications cardiaques telle I'insuffisance cardiaque.

Ainsi, I’étude des effets a long terme d’un régime riche en graisses, débuté deés le plus jeune age, sur des
parameétres métaboliques et sur les fonctions et morphologie cardiaques nous permettrait de mieux comprendre
les mécanismes sous-jacents du vieillissement cardiaque accéléré et d’envisager des actions préventives.
Nous avons démontré, dans un modele murin vieillissant, qu’un régime riche en graisses conduit a des troubles
métaboliques (hyperglycémie, hypercholestérolémie, hyperleptinémie) associés a des altérations au niveau
cardiaque, malgré 1’absence de modifications de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque. Le
vieillissement, chez les souris obéses, va conduire a une hypertrophie excentrique du ventricule gauche,
accompagnée par une altération de la fonction systolique. La leptine qui est augmentée chez les souris obéses
est impliquée dans cette hypertrophie. Le régime riche en graisses débuté précocement conduit également a
une augmentation de la masse grasse et a une détérioration du métabolisme au niveau du tissu adipeux blanc.
L’étude de I’expression des génes au niveau tissulaire cardiaque, nous a permis de mettre en évidence un effet
du vieillissement et du régime précoce sur I’augmentation de I’expression des génes de fibrose confirmant ainsi
le phénotype hypertrophique retrouvé lors des examens échocardiographiques.

Le vieillissement associé a un régime riche en graisses précoce conduit également a une up-régulation de
GDF11 au niveau tissulaire cardiaque, a 1’opposé des souris ayant suivi un régime normal. GDF11 peut alors
étre considéré comme un marqueur de vieillissement cardiaque accéléré. Par extension, chez ’Homme, GDF11
serait donc un biomarqueur de vieillissement accéléré chez I’obése et par la méme un marqueur de fragilité et
d’exposition aux maladies cardiovasculaires. Ces résultats peuvent suggérer des voies thérapeutiques ou
préventives, ou I’inhibition de GDF11 améliorerait le pronostic et la survie cardiovasculaire des sujets obéses.
L’étude de ce modele nous a ainsi permis de mettre en évidence qu’un régime riche en graisses conduit a un
vieillissement accéléré au niveau du métabolisme et au niveau cardiaque.

Mots clés : vieillissement, métabolisme, obésité, tomographie par émission de positons, hypertrophie
cardiaque, GDF11.

ABSTRACT

Due to their increasing prevalence in many countries around the world, obesity and being overweight have
been described as a global pandemic. Both obesity and aging will lead to cardiovascular complications. In
addition, it has been highlighted that obesity promotes premature cardiac aging in young adults and increased
cardiac complications such as heart failure. Thus, the study of the long term effects of a high fat diet on
metabolic and cardiac parameters may allow us to better understand the underlying mechanisms of accelerated
heart aging.

We have demonstrated, in an aging mouse model, that an early high fat diet leads to metabolic disorders
(hyperglycemia, hypercholesterolemia and hyperleptinemia) associated with alterations in cardiac morphology
and function, despite an absence of changes in blood pressure and heart rate. Ageing leads to eccentric
ventricular hypertrophy accompanied by impaired systolic function only in mice given a high fat diet. Leptin
that is increased in obese mice is involved in this hypertrophy. The early high fat diet leads also to an increase
in fat mass and deterioration in metabolism of white adipose tissue. The study of gene expression in cardiac
tissue allowed us to demonstrate an effect of aging and early diet on the increased expression of fibrosis genes
confirming the hypertrophic phenotype found during echocardiographic examination.

Aging associated with an early high fat diet led also to an up-regulation of GDF11 at the level of cardiac tissue,
in contrast to mice fed a normal diet. GDF11 may then be considered as a marker of accelerated cardiac aging.
By extension, in humans, GDF11 could be an accelerated aging biomarker in obese, and also a marker of
vulnerability and exposure to cardiovascular disease. These results may suggest therapeutic or preventive
pathways, where inhibition of GDF11 improves prognosis and survival in obese subjects with cardiovascular
disease.

The study of this model has allowed us to demonstrate that a high fat diet leads to accelerated aging in metabolic
parameters and at the level of the heart.

Key words: aging, metabolism, obesity, positron emission tomography, cardiac hypertrophy, GDF11.
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