Etude n°IV : effet de I’exercice physique sur une population
de jeunes femmes obéses

But de ’étude

Apres nous étre intéressé aux effets de I’exercice physique sur une population
saine, nous nous sommes proposés pour cette étude d’explorer les effets d’un programme
d’exercice physique aérobie de 8 semaines, sur les principaux parametres impliqués dans
la fonction vasculaire (vasoréactivité, inflammation, stress oxydant) sur une population
de sujets obeses, sur les MPs circulantes et notamment leur contenu en plusieurs miR

impliqués dans ces différentes fonctions biologiques.

Méthodologie

Pour cette étude, 9 jeunes femmes obeses et sédentaires ont été recrutées pour
effectuer un programme d’entrainement de type aérobie intermittent a haute intensité. Un
groupe de 6 jeunes femmes sédentaires et appariées en age, a été€ utilisé comme groupe
controle non exercé. A I’inclusion, tous les sujets ont bénéfici¢é d’un bilan sanguin
incluant le dosage de la glycémie, de différents parametres lipidiques et de marqueurs du
stress oxydant et de I’inflammation. Une exploration fonctionnelle de la vasoréactivité
vasculaire a été effectuée au niveau de la microcirculation cutanée par technique de laser
doppler couplée a I’iontophorese. L’analyse des MPs a été effectuée quantitativement par
technique de cytométrie en flux puis les miRs ont été isolés a partir des MPs puis étudiés
par RT-PCR. Le groupe de sujets obeses a, par la suite, suivi un programme d’exercice

physique a raison de 3 séances/semaine pendant 8 semaines a une intensité de 80%
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FCisserve. Les différents parametres

initialement

mesurés avant le protocole

d’entrainement ont ensuite été analysé, pour chaque sujet obese, a la fin de ce programme

d’entrainement.

Résultats

1. Caractérisation des groupes obeses et contréle avant le protocole

d’entrainement

1.1.Parametres anthropométriques et biologiques

Avant le début du programme d’entrainement, le groupe « obese » se caractérisait par

une IMC et une PAM significativement plus élevées par rapport au groupe controle. Les

différents parametres lipidiques et glycémique n’étaient toutefois pas significativement

différents entre les deux groupes (Tableau III).

Tableau 11l : Caractéristiques du groupe obeése et contrdle avant le programme

d’entrainement

Caractéristiques Témoins (n=6) Obeses (n=9)
Age (ans) 2433 +1.47 21.88 +£0.99
IMC (kg/m?) 22.14 +0.95 3333 +1.86*
PAM (mmHg) 81.11 +1.64 90.00 *1.92*
Glycémie (mmol/l) 5.04 £0.16 540 =+£0.11
Cholestérol total (mmol/1) 412 +£0.29 456 +0.31
Triglycérides (mmol/l) 0.68 +0.11 1.13 +£0.23
HDLc (mmol/1) 1.30 +£0.16 1.06 +0.08
LDLc (mmol/l) 2.52 +0.18 3.16 +0.28
ApoA (g/l) 1.49 £0.07 142 +0.04
ApoB (g/l) 0.72 +0.05 0.76 +0.06
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IMC : Indice de Masse Corporelle ; PAM : Pression Artérielle Moyenne ;HDLc : High
Density Lipoprotein cholesterol ; LDLc : Low Density Lipoprotein cholesterol ; ApoA :
Apolipoprtéine A ; ApoB : Apolipoprotéine B ; *p<0.05.

1.2. Parametres du stress oxydant

Le dosage de marqueurs renseignant sur la balance oxydative et les dommages
oxydatifs, GSH, AOPP et TBARS, ne nous ont pas permis d’observer de variations
significatives entre les deux groupes. De méme, le taux de nitrites plasmatiques n’était

pas significativement différent entre le groupe obese et contrdle (Tableau IV).

Tableau 1V : Parametres du stress oxydant pour le groupe obése et controle avant le
programme d’entrainement

Caractéristiques Témoins (n=6) Obeses (n=9)
Nitrites (umol/l) 0.07 £0.03 0.21 £0.06
TBARS (umol/l) 4.03 +2.27 727 +£1.08
AOPP (mmol/l) 8.81 +1.10 1046 +1.62
GSH (umol/1) 5.83 +1.08 5.84 £1.05

TBARS : Thiol Barbituric Acid Reactive Substances ; AOPP: Advanced Oxidation
Protein Products; GSH: Glutathion réduit.

1.3. Exploration de la fonction endothéliale

Une exploration de la fonction endothéliale a été effectuée pour chaque sujet au
moment de I’inclusion. D’aprés ces résultats, nous avons pu constater que la conductance
vasculaire basale ne variait pas entre les deux groupes étudiés. De méme, 1’exploration
de la relaxation endothélium —dépendante et —indépendante, AACh-CVC et ALSH-CVC
respectivement, ne nous a pas permis d’observer de variation significative entre les deux

groupes (Tableau V).
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Tableau V : Parametres d’évaluation de la fonction endothéliale pour le groupe
obese et controle avant le programme d’entrainement

Caractéristiques Témoins (n=6) Obeses (n=9)
CVC basale (PU/mmHg)  0.053 +0.008 0.038 +0.009
A ACh-CVC (PU/mmHg)  0.18 £0.05 0.15 £0.06
ALSH-CVC (PU/mmHg) 0.60 £0.19 0.72 +£0.21

CVC: Cutaneous Vascular Conductance; ACh : Acetylcholine ; LSH: Local Skin Heat

1.4. Parametres inflammatoires

Les dosages des taux de CRPus, chémerine, IL.-6, TNFa, adiponectine et leptine ont
été effectués pour chaque groupe. Parmi ces marqueurs inflammatoires, nous avons pu
observer que la CRPus, I’IL-6 et la leptine était significativement augmentés chez les

sujets obeses par rapport aux sujets normo-pondérés (Figure 24).
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Figure 24 : Parametres inflammatoires pour le groupe obese et contrdle avant le
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programme d’entrainement. *p<0.05

1.5. Etude des MPs

Avant le programme d’entrailnement, une mesure de la concentration plasmatique de

MPs, par cytométrie en flux, nous a permis d’observer une concentration plus élevée de

MPs circulants chez les sujets obeses par rapport au groupe contrdle (Figure 25).
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Figure 25 : Taux de MPs circulantes pour le groupe obése et controle avant le
programme d’entrainement. *p<0.05

Nous avons choisi de nous intéresser pour cette étude a plusieurs miRs qui seraient
impliqués dans I’homéostasie vasculaire (miR-150, miR-320, miR-146a, miR-124a, miR-
21, miR-126, mi-R223, miR-302a et miR-155). A I’exception des miR-302a et miR-155,
tous les autres miRs ont pu étre détectés dans les MPs. Nous avons également pu observer
que les miR-150, miR-320a et miR-124a étaient plus exprimés dans les MPs de sujets

obeses par rapport aux sujets normo-pondérés (Figure 26).
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Figure 26 : Expression des miRs contenus dans les MPs pour le groupe obése et
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2. Effet du programme d’exercice physique chez le groupe de sujets obeses

2.1. Parametres anthropométriques et biologiques

Apres 8 semaines d’exercice physique, nous avons pu observer que I'IMC avait
significativement diminuée. Parmi les mesures des marqueurs lipidiques, seuls les ApoA

ont été augmentés suite au programme d’entrainement (Tableau VI).

Tableau VI : Parametres anthropométriques et biologiques pour le groupe obése
avant et apres le programme d’entrainement

Caractéristiques Avant Apres

IMC (kg/m?) 33.33 +1.86 32.69 +1.71%
PAM (mmHg) 90.00 +£1.92 90.74 +1.33
Glycémie (mmol/l) 450 #0.11 4.82 £0.15
Cholestérol total (mmol/l,  4.56 +0.31 422 +0.22
Triglycérides (mmol/l) 1.13 +£0.23 1.13 +£0.08
HDLc (mmol/l) 1.06 +£0.08 1.06 +£0.05
LDLc (mmol/l) 3.16 +£0.28 277 £0.21
ApoA (g/l) 142 +0.04 1.47 £0.04 *
ApoB (g/1) 0.76 +£0.06 0.76 £0.06

IMC : Indice de Masse Corporelle ; PAM : Pression Artérielle Moyenne ;HDLc : High
Density Lipoprotein cholesterol ; LDLc : Low Density Lipoprotein cholesterol ; ApoA :
Apolipoprtéine A ; ApoB : Apolipoprotéine B ; *p<0.05.

2.2. Parametres du stress oxydant
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Apres 8 semaines d’entrainement, les taux plasmatiques de TBARS ont diminuée tandis
que les taux de AOPP, de GSH et de nitrites plasmatiques n’ont pas significativement

varié (Tableau VII).

Tableau VII : Parametres du stress oxydant pour le groupe obése avant et apres le
programme d’entrainement

Caractéristiques Avant Apres
Nitrites (umol/l) 0.21 *0.06 0.21 £0.04
TBARS (umol/l) 7.27 +1.08 552 £1.22%
AOPP (mmol/l) 1046 +1.62 897 +1.26
GSH (umol/1) 5.84 £1.05 555 £1.12

TBARS : Thiol Barbituric Acid Reactive Substances ; AOPP: Advanced Oxidation
Protein Products; GSH: Glutathion réduit. ; *p<0.05

2.3.Exploration de la fonction endothéliale

L’exploration fonctionnelle de I’endothélium par débitmétrie laser doppler ne nous a
pas permis d’observer une amélioration significative de la fonction endothéliale apres les

8 semaines d’entrainement (Tableau VIII).

Tableau VIII : Parameétres d’évaluation de la fonction endothéliale pour le groupe
obese avant et apres le programme d’entrainement

Caractéristiques Avant Apres

CVC basale (PU/mmHg) 0.038 +0.01 0.054 +0.01
A ACh-CVC (PU/mmHg) 0.15 £0.06 0.19 £0.06
A LSH-CVC (PU/mmHg) 0.72 +0.21 0.79 #0.13

CVC: Cutaneous Vascular Conductance; ACh: Acétylcholine; LSH: Local Skin Heat
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2.4, Parametres inflammatoires

Apres 8 semaines d’exercice, les différents marqueurs inflammatoires mesurés n’ont

pas significativement varié au sein de la population de sujets obeses (Figure 27).
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Figure 27 : Parametres inflammatoires pour le groupe obese avant et apres le programme

d’entrainement

2.5. Etude des MPs

2.5.1. Quantification des MPs circulantes
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La concentration plasmatique n’a pas significativement variée chez les obeses apres

le programme d’exercice physique (Figure 28).
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Figure 28 : Taux de microparticules circulantes pour le groupe obése avant et apres le
programme d’entrainement. *p<0.05
2.5.2. [Etude des miR contenus dans les MPs

Aprés 8 semaines d’entrainement, nous avons pu observer que les miR-150, miR-
146a, miR-21 et miR-223 présentaient un taux d’expression dans les MPs plus élevé par

rapport a celui observé avant le début du protocole d’exercice (Figure 29).
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Figure 29 : Expression des miRs contenus dans les MPs pour le groupe obése avant et

apres le programme d’entrainement. *p<0.05.
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Discussion

Cette ¢tude nous a permis dans un premier temps d’observer que notre population
de sujets obeses était caractérisée par un taux significativement élevé de nombreux
marqueurs inflammatoires (CRPus, leptine et IL-6) et présentait également une
concentration de MPs circulantes significativement plus importante par rapport au groupe
de sujets normo-pondérés. De plus, les miR-150, miR-320a et miR-124a contenus dans
les MPs de ces sujets obeses étaient significativement plus exprimés par rapport a ceux
du groupe normo-pondéré. Certains travaux ont pu rapporter que le miR-320a était
surexprimé chez des sujets présentant des troubles cardiovasculaires (Chen et al., 2015).
Ce miR a également été associé a une augmentation des marqueurs inflammatoires in vivo
et a I’altération des fonctions endothéliales chez des souris ApoE-/- (Chen et al., 2015).
Par ailleurs, miR-320a et miR-150 joueraient également un rdle dans la dysfonction
vasculaire associé aux troubles métaboliques (Karolina et al., 2012). Une élévation des
marqueurs inflammatoires est généralement rapportée chez les sujets obeses et indique la
présence d’une inflammation chronique de bas bruit favorisant le développement d’une
dysfonction endothéliale (Catalan et al., 2007; Ouchi et al., 2011). Cependant, nous
n’avons pas observé de diminution de la réponse vasorelaxante- endothélium dépendante
pour le groupe obese. De nombreuses études ont rapporté une altération de la fonction
endothéliale associ¢ée a I’obésité (Middi-Messaoud et al., 2009; Woo et al., 2004) (que
nous avons également observé pour nos sujets obeses dans I’étude I et II). Pour cette
¢tude, I’absence d’altération pourrait s’expliquer par le fait que la population recrutée
pour le programme d’exercice physique est une population jeune et qui pourrait donc ne
pas avoir encore de dysfonction endothéliale marquée. Montero et al. (2014), qui

n’avaient également pas observé d’altération de la relaxation endothélium-dépendante
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chez des enfants présentant une obésité morbide, avaient suggéré 1’existence de périodes
durant lesquelles la fonction endothéliale pourrait étre préservée méme en présence d’une

obésité marquée.

Apres 8 semaines d’entrainement aérobie, nous avons pu observer une diminution
significative du poids et une augmentation significative des ApoA. Toutefois, les autres
marqueurs lipidiques et de glycémie n’ont pas ét€¢ modifiés. De nombreuses études ont
déja pu décrire qu’un programme d’exercice physique, méme sans restriction calorique,
permettait une réduction du poids total et de la graisse abdominale (Ross et al., 2004).
Une augmentation des concentrations plasmatiques des HDLc, accompagnée d’une
diminution de celles des triglycérides, des LDLc et du cholestérol total est généralement
observée suite a un exercice physique de type aérobie mais ces améliorations lipidiques
dépendent fortement de la durée et de I’intensité du programme d’entrainement ce qui
pourrait expliquer nos résultats (Kelley et al., 2004). Toutefois, 1’absence d’amélioration
des principaux marqueurs lipidiques pourrait également €tre attribuée aux variations
biologiques journalieres des taux de lipides plasmatiques (Pereira et al., 2004) et/ou a la

variabilité présente lors des différentes périodes du cycle menstruel (Barnett et al., 2004).

Nous avons également observé une diminution de la peroxydation lipidique suite
a ’exercice physique. Bien que I’exercice aigu ait été rapporté comme générateur de
ERO, I’exercice de type aérobie permet, quant a lui, de nombreuses adaptations
physiologiques permettant de renforcer le systeme antioxydant (Gomes et al., 2012).
Beard et al. (1996) ont également pu rapporter qu’une réduction, méme légere, du poids
suite a un entrainement de type aérobie, pouvait tre associée a une diminution du taux
de peroxydation lipidique, ce qui rejoint les résultats que nous avons pu observer dans

notre étude.
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Toutefois, I’exercice physique ne nous a pas permis d’observer de diminution des
taux circulants des marqueurs inflammatoires mesurés pour notre population de sujets
obeses. Plusieurs études avaient pu rapporter les effets de I’exercice sur la réduction des
marqueurs inflammatoires circulants (Ford, 2002; Mattusch et al., 2000). Cependant, chez
les sujets obeses sains, les travaux restent assez mitigés. Il a en effet ét€ observé que, pour
des programmes d’entrainement aérobie de 12 semaines, un exercice physique a intensité
faible ou modéré ne modifiait pas les taux plasmatiques de IL-6, TNFa et CRP chez des
jeunes filles obeses (Nassis et al., 2005) ou encore des femmes obeses (Polak et al., 2006)
tandis que des programmes plus longs (7 mois) a forte intensité et fréquence, permettait
une réduction des taux de CRP et de TNFa ainsi qu’une augmentation des taux
d’adiponectine (Kondo et al., 2006). Il ressort de ces travaux que I’intensité, la fréquence
et la durée de I’entrainement jouent un réle important dans I’apparition ou non des effets
bénéfiques de I’exercice sur I’inflammation associée a I’obésité. De ce fait, la durée du
programme d’entrainement, ne s’étalant que sur 8 semaines, pourrait expliquer nos

résultats.

L’exercice physique a également été rapporté dans la littérature comme ayant des
effets importants sur le systeme vasculaire tant chez les sujets sains (Clarkson et al., 1999)
que chez les sujets obeses (Meyer et al., 2006; Watts et al., 2004). Malgré une tendance
vers la baisse, nous n’avons pas pu observer une amélioration significative de la
relaxation endothélium-dépendante chez nos sujets obeses. 11 a déja été rapporté que
I’intensité, la fréquence, le type et la durée de I’exercice sont des facteurs déterminants
dans I’apparition ou non des effets bénéfiques de I’exercice physique (Duclos et al.,
2010). Toutefois, nous avons pu observer pour le groupe de sujets normo-pondérés,
suivant le méme protocole d’entrainement, une amélioration significative de la réponse

endothélium-dépendante (voir Etude III). De ce fait, pour une méme programme
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d’exercice physique, la population obése présenterait des améliorations moindre au
niveau de la fonction endothéliale par rapport a la population normo-pondérée, et que 1’on
pourrait donc attribuer aux caractéristiques intrinseques de cette population ce qui
engendrerait une réponse moins prononcée (Gielen et al., 2010). Un programme
d’entrainement plus long aurait peut-étre permis d’observer des résultats bénéfiques

(comme ceux obtenus pour I’étude I1TI).

D’apres quelques travaux, 1’exercice physique peut modifier les concentrations
plasmatiques de certaines MPs circulantes. Il a en effet été observé qu’un programme de
6 mois d’exercice physique induisait une diminution de la concentration plasmatique de
MPs d’origine endothéliale (Babbitt et al., 2013) tandis que D’inactivité physique
favorisait une augmentation de ces MPs (Boyle et al., 2013; Navasiolava et al., 2010). La
quantification des MPs circulantes au sein de notre population de sujets obeses ne nous a
pas permis d’observer de différences de concentrations plasmatiques suite aux § semaines
d’entrainement. Toutefois, en étudiant la composition de ces MPs en miRs, nous avons
pu constater que les miR-150, miR-146a, miR-21 et miR-223 présentaient un taux
d’expression plus élevé par rapport a celui observé avant le début du programme
d’entrainement. Parmi ces miRs, les miR-146a et miR-223a ont été associés a la réponse
anti-inflammatoire en jouant un role dans la régulation négative de ’expression des
ARNm de IRAK1 et TRAF6, deux protéines impliquées dans la voie de signalisation pro-
inflammatoire NF-kB (Taganov et al., 2006). De plus, selon Weber et al. (2010), miR-21
serait stimulé au niveau des cellules endothéliales, suite a un shear stress, et contribuerait
a stimuler I’activation de la eNOS et la production de NO par la voie PI3K/Akt/eNOS, ce
qui suggererait son implication dans les effets bénéfiques de 1’exercice physique sur la
fonction endothéliale. Toutefois, les nombreuses études qui se sont intéressés aux effets

de ’exercice sur les miRs circulants totaux, et non seulement contenus dans les MPs, ont
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pu observer des résultats mitigés. Parizzas et al. (2015), par exemple, n’ont pas pu
retrouver de modifications du taux de miR-150 circulants apreés une intervention de 16
semaines chez des sujets diabétiques. Baggish et al. (2011) ont pu observer une élévation
de I’expression des miR-21 et miR-146a circulants, apres 90 jours d’exercice aérobie. Par
contre, Nielsen et al. (2014) ont pu identifier de nombreux miR, dont miR-21, qui
présentaient une diminution d’expression au niveau plasmatique, tandis que 1’expression
d’autres miR, tels que miR-146a, ne variaient pas suite a un programme d’exercice de 12
semaines. Toutefois, ces deux études ont été effectuées sur des populations de sujets sains
athlétiques ce qui pourraient expliquer les différences observées avec nos résultats. En
effet, plusieurs paramétres entrent en jeu dans la modulation de 1’expression des miRs en
réponse a I’exercice physique, tels que la population étudiée mais également le type, la
durée et I’intensité de 1’exercice effectu¢ (Xu et al., 2015). Dans ce sens, Baggish et al.
(2011) ont pu observer que, pour une méme population, certains miRs variaient en
réponse a un exercice chronique et non pas a un exercice aigu. De facon intéressante,
Neth et al. ont également pu mettre en évidence une variation dans le role des miRs en
fonction de la nature du stimulus engendrant I’induction de leur expression (Neth et al.,
2013). En effet, ils ont pu observer que de forces de cisaillements élevées (high shear
stress), comme celles observées au cours de la pratique d’un exercice physique,
engendraient une surexpression de certains miRs, tels que miR-21, ayant un role
athéroprotecteur. Toutefois, de faibles forces de cisaillements (low shear stress) dont on
connait les effets pro-athérogénes (Cunningham et Gotlieb, 2004), engendraient une
stimulation de ces méme miRs, mais que ces derniers joueraient plutot, sous ces
conditions, un rle pro-athérogene (Neth et al., 2013). Le role des miRs est donc a associer

avec le type de stimulus les ayant engendrés.
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En conclusion, nous avons pu observer que les MPs de sujets obeses sains se
caractérisaient par une concentration plasmatique élevée et une expression en miRs
différente par rapport aux sujets normo-pondérés. Par ailleurs, méme si un programme de
8 semaines d’exercice physique aérobie n’a pas permis de faire varier la concentration
plasmatique des MPs de ces sujets obeses, nous avons pu observer une augmentation de
I’expression de nombreux miRs, qui pourraient jouer un role dans les différents

mécanismes d’adaptation vasculaire a I’exercice physique chez ces sujets obéses.
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- Discussion & conclusion -
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De nombreux mécanismes et voies de communication existent entre les
différentes cellules du lit vasculaire permettant de maintenir I’homéostasie et 1’intégrité
vasculaire. L’endothélium en particulier, joue un role primordial de par sa localisation
stratégique dans la paroi vasculaire, en contact direct avec les cellules mais aussi les
éléments circulants du sang tels que les MPs. Dans ce contexte, plusieurs travaux ont
considéré les MPs comme de bons «indicateurs » de [’état des vaisseaux et
d’importants « effecteurs » contribuant a la communication intercellulaire au niveau de
I’endothélium vasculaire. Lors de cette thése, nous nous sommes donc intéressés a ces
MPs et aux rdles qu’elles pouvaient jouer 1/ dans un contexte physiologique sain 2/ dans
un contexte pathologique, 1’obésité, considérée comme un important facteur de risque
cardiovasculaire favorable a la survenue d’altérations au niveau de 1’endothélium
vasculaire 3/ suite a un exercice physique chronique, censé avoir des effets favorables au

niveau vasculaire, en situation physiologique mais également pathologique (obésité).

L’un des premiers résultats de notre étude a été de montrer que le taux de MPs
circulantes était supérieur dans notre population de sujets obeses par rapport a des sujets
normo-pondérés. Ceci avait déja été rapporté dans la littérature chez des sujets obeses
(Goichot et al., 2006) mais également chez des personnes présentant un diabete de type 2
(Sabatier et al., 2002), un syndrome métabolique (Miiller, 2012) ou encore de
I’hypertension (Preston et al., 2003). D’une fagon générale, I’augmentation des
concentrations plasmatiques des MPs circulantes, ou plus spécifiquement des MPs
d’origine endothéliale, serait le reflet d’un déréglement au niveau de 1’endothélium
vasculaire. Boulanger et al. (2001) avaient démontré que les MPs « pathologiques »,
provenant de sujets avec un infarctus du myocarde, altéraient la fonction endothéliale
tandis que les MPs « saines », provenant de sujets contrdles sans aucune complication

cardiovasculaire, ne modifiaient pas la réponse vasorelaxante. Des résultats similaires ont
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également été observés avec des MPs provenant de sujets présentant une dysfonction
rénale (Amabile et al., 2005). Toutefois, d’aprés nos travaux, nous avons pu démontrer
que les MPs circulantes des sujets obeéses n’altéraient pas la réponse relaxante
endothélium-dépendante d’anneaux d’aorte de rats ex vivo. De plus, I’étude de
I’expression des NADPH oxydases et le taux de phosphorylation de la eNOS dans ces
MPs, suggerent qu’elles ne contribuent ni au stress oxydant ni a la dysfonction
endothéliale observés pour cette population de sujets obeses. Il serait donc raisonnable de
penser que les MPs ne sont pas forcément néfastes en conditions pathologiques.
L’exemple des travaux de Mostefai et al. (2008) illustre bien cette idée. En effet, ils ont
pu observer que des MPs provenant de patients présentant un choc septique, pouvaient
avoir un rdle protecteur dans la fonction vasculaire grace a un mécanisme stimulant la
vasocontraction. Dans notre cas, les sujets obeses, qui présentaient certes une diminution
de la réponse vasculaire endothélium-dépendante, avaient toutefois des taux de nitrites
plasmatiques élevés. Selon Kleinbongard et al., ces nitrites plasmatiques proviennent en
grande partie (pres de 80-90%) du NO produit par la eNOS (Kleinbongard et al., 2003).
De plus, il a été¢ déja observé que I’activité de la eNOS dans les cellules endothéliales
était augmentée chez des sujets présentant un surpoids ou une obésité ce qui traduirait un
mécanisme compensatoire en réponse au stress oxydatif observé chez ces sujets (Silver
et al., 2007). Ceci rejoint les résultats que nous avons observés dans nos MPs suggérant
ainsi d’une part, que les MPs ne contribuent pas a la dysfonction endothéliale de ces sujets
obeses, et d’autre part, qu’elles seraient le reflet d’un mécanisme adaptatif au niveau

vasculaire tendant a contrebalancer les effets de la dysfonction endothéliale.

Certains points doivent cependant étre pris en compte dans I’interprétation de nos
résultats. En effet, vu le role primordial de la eNOS et de la NADPH oxydase dans la

fonction endothéliale, nous avons choisi d’étudier 1’expression de ces protéines dans les
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MPs. Toutefois, il aurait également été intéressant d’étudier plus de composants au niveau
de ces MPs ce qui aurait pu apporter des informations supplémentaires concernant le role
des MPs au niveau vasculaire. En effet, outre la voie du NO, d’autres voies, telles que la
voie des prostaglandines, peuvent intervenir dans la régulation du tonus vasculaire. Dans
ce sens, certains travaux ont pu observer que des MPs d’origine plaquettaire pouvaient
transférer le contenu en acide arachidonique aux cellules endothéliales induisant ainsi la
production et I’expression de la cyclooxygénase par ces derniéres. Ceci permettrait a
partir de précurseurs, dont 1’acide arachidonique transmis, de libérer la PGI: et induire
ainsi une vasodilatation (Barry et al., 1999). Cette hypothése n’a toutefois pas été
approfondie par d’autres études. Par ailleurs, il est également important de prendre en
compte que, lors de la quantification des MPs par cytométrie en flux, nous n’avons pas
utilisé le marquage a 1’annexine V pour identifier les MPs dans nos échantillons
plasmatiques. Il est vrai que de nombreux travaux utilisent ce critere pour identifier les
MPs mais ceci limiterait la quantification des MPs seulement a celles qui externalisent la
PS. Or, il a déja été¢ démontré que de nombreuses MPs étaient annexine V négative, soit
parce que la PS interagissait avec une autre protéine bloquant son site de liaison et
empéechant ainsi la liaison de ’annexine V (Dasgupta et al., 2006), soit parce qu’elles
n’externalisaient pas la PS (Connor et al., 2010). De ce fait, les méthodologies
d’identification des MPs différent, ce qui pourrait partiellement expliquer certaines
divergences de résultats dans la littérature. De plus, nos analyses ont porté sur la
population totale de MPs circulantes. De nombreuses études suggerent toutefois que les
MPs d’origine endothéliale refléteraient plus spécifiquement ce qui se passe au niveau de
I’endothélium (Berezin et al., 2015; Chironi et al., 2008). Certains auteurs les ont méme
identifi¢ comme un facteur indépendant de risque cardiométabolique, dans 1’étude

épidémiologique de Framingham portant sur plus de 800 sujets (Amabile et al., 2014).
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Toutefois, et afin d’avoir un aper¢u du milieu vasculaire dans sa globalité, il nous est paru
plus intéressant d’étudier I’ensemble des MPs circulantes. En effet, les MPs, qu’elles
soient d’origine endothéliale, plaquettaire, leucocytaire ou autre, jouent un role dans le
milieu vasculaire, dans un contexte physiologique mais également physiopathologique

(Hargett et Bauer, 2013).

En plus de la composition en protéines eNOS et NADPH oxydase, nous avons
étudié certains miRs contenus dans les MPs. Récemment, de trés nombreux travaux se
sont intéressés a ces petits segments nucléotidiques capables d’inhiber ou de réguler
diverses voies de signalisation en agissant, en amont, sur 1’expression protéique (Zhang,
2010). Nos résultats nous ont permis d’observer une variation entre 1’expression de
certains miRs dans les MPs de sujets obeses et ceux de sujets normo-pondérés. Ceci n’est
pas surprenant étant donné que de nombreux travaux ont suggéré une « signature »
spécifique des miRs circulants caractérisant les sujets présentant des troubles
cardiovasculaires (Fichtlscherer et al., 2010), un syndrome métabolique (Karolina et al.,

2012) ou encore une obésité (Ortega et al., 2013).

Toutefois, il est important de signaler que la plupart des travaux cliniques se sont
intéressés aux miRs plasmatiques, et jamais a ceux contenus au niveau des MPs. Ces
miRs peuvent circuler librement dans le milieu extracellulaire ou encore inclus dans des
microvésicules telles que les MPs. 1l a cependant été observé que les MPs étaient leur
principal vecteur de transport (Diehl et al., 2012). De plus, grace a leur membrane
cytoplasmique et leur mobilité, ces dernicres permettraient ainsi aux miRs d’agir a
distance sans étre dégradé (Chen et al., 2010). De ce fait, en plus de leur action
intracellulaire, ces miRs peuvent agir au niveau de cellules, autres que leur cellule

d’origine. Notre étude, reposant uniquement sur I’étude des miRs contenus dans les MPs,
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nous permet donc de nous intéresser uniquement aux miRs qui seraient plus 2 méme

d’étre fonctionnels au niveau de leurs cellules-cibles.

Plusieurs miRs ont été associés a de trés nombreux mécanismes impliqués dans
les troubles cardiovasculaires, non seulement en tant que biomarqueurs, mais également
en tant qu’effecteurs (Tijsen et al., 2012; Zhang, 2010). Dans ce sens, Yamakuchi et al.
(2012) ont pu observer qu’un exces de production de ROS et de cytokines inflammatoires,
associés a I’obésité et prédisposant a la dysfonction endothéliale, stimulait 1a dérégulation
de nombreux miRs pro- ou anti- inflammatoires au niveau vasculaire. Nous avons pu
observer, lors de nos études, que les sujets obeses qui présentaient une inflammation
chronique, par rapport aux sujets normo-pondérés, se caractérisaient également par une
modification de I’expression de miRs ayant une activité inflammatoire ce qui rejoindrait

les résultats des travaux de Yamakuchi et al. (Yamakuchi, 2012).

Certaines études se basent sur des techniques dites de « screening » qui permettent
d’étudier un important nombre de miRs et détecter ainsi les miRs les plus sujets a
variation suite a une modification physiologique (Nielsen et al., 2014). Toutefois, notre
étude des miRs a été initiée a partir de données de la littérature ayant montré que certains
miRs joueraient un role important dans différents mécanismes associés a I’inflammation
et a la fonction endothéliale au niveau vasculaire (Schroen and Heymans, 2012), ce qui
ne nous permet pas d’avoir une vue exhaustive de 1I’ensemble des variations de miRs en

condition d’obésité ou suite a un exercice physique chronique.

Suite au programme d’exercice physique, nous avons pu observer une
augmentation sélective de I’expression de certains miRs chez les sujets obéses et chez les
sujets normo-pondérés. Toutefois, nous avons constaté une différence de modulation pour
certains de ces miRs, comparé¢ a d’autres études qui s’étaient ¢galement intéressées a

I’effet de I’exercice physique sur I’expression des miRs circulants (Baggish et al., 2011;
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Nielsen et al., 2014). Certains points doivent cependant €tre pris en compte dans
I’interprétation de ces résultats. En effet, il est important de signaler quelques différences
méthodologiques. Nous avons quantifie les miRs au sein des MPs alors que les autres
auteurs mesuraient les miRs circulants, De plus, lors de la quantification des taux de miRs,
nous avons utilisé le miR-39 pour la normalisation de nos mesures. Baggish et al. (2011)
avaient également rajouté a leur échantillons un controle exogene (miR-442b) tandis que
Nielsen et al. (2014) avaient normalisé leurs mesures par rapport a des miRs présentant
une expression plasmatique stable. Ces deux approches sont toutes deux utilisées dans la
littérature mais il semblerait que ces différences méthodologiques contribuent aux

divergences de résultats observées entre certaines études (Nielsen et al., 2014).

Par ailleurs, il est bien établi que les effets bénéfiques d’un exercice physique
chronique au niveau vasculaire sont étroitement dépendants de 1’intensité, le type, la
fréquence et la durée de cet exercice (Duclos et al., 2010). Nous avons fait le choix, pour
nos travaux, d’effectuer un programme d’entrainement aérobie de type intermittent et a
forte intensité. Ce type d’entrainement a déja permis une amélioration de la fonction
endothéliale chez des sujets présentant un syndrome métabolique (Tjgnna et al., 2009).
Toutefois, ces sujets avaient effectué¢ un programme d’entrainement de 16 semaines. La
durée de notre protocole d’exercice physique, ne s’étalant que sur 8 semaines, pourrait
donc, en partie, expliquer 1’absence d’amélioration de la fonction endothéliale chez nos
sujets obeses. Enfin, il est probable que sur un effectif plus important de sujets, nos
résultats statistiques soient différents de ceux que nous avions observés pour nos travaux.
Un effectif plus important de sujets avait été initialement recruté pour ce protocole
d’entrainement. Toutefois, pour plus de rigueur dans les résultats, nous avons fait le choix

de ne garder que les sujets qui avaient effectué la presque totalité des séances, excluant
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ainsi un important nombre de sujets et réduisant I’effectif final de notre population

d’étude.

Les MPs sont d’importants biomarqueurs et effecteurs intervenant dans de
nombreux mécanismes au niveau vasculaire. Nos résultats auront contribué a expliquer
les variations observées au niveau des MPs circulantes et leur implication au niveau
endothélial, dans un contexte d’obésité, et suite a un exercice physique chronique. Ces
données sont d’autant plus intéressantes qu’elles contribuent a fournir des informations
supplémentaires sur les MPs dans un contexte physio(patho)logique in vivo. En effet, une
meilleure compréhension de la genese des MPs, leur composition, ou encore leur mode
d’action in vivo s’avere primordiale afin de pouvoir envisager une utilisation en routine
de ces MPs en clinique, en tant que biomarqueurs, mais également dans le domaine
thérapeutique. De nombreuses pistes sont en cours d’étude dans ce domaine. A titre
d’exemple, les MPs pourraient étre utilis€é en tant que vecteurs de transport de
médicaments in vivo. Les MPs présenteraient 1’avantage, par rapport a des structures
synthétiques (polymere, structure de carbone...), d’étre biocompatibles et de délivrer, non
pas un agent pharmacologique, mais une information biologique permettant une réponse
physiologique de la cellule cible (Fleury et al., 2014). Des stimuli précis pourraient ainsi
engendrer des MPs avec un contenu spécifique qui serait délivré spécifiquement a un type
cellulaire précis, grace a la présence de molécules spécifiques a la surface membranaire.
Un autre volet intéressant pour 1’utilisation des MPs seraient dans la médecine
régénérative. En effet, il a été récemment observé que les MPs étaient impliquées dans la
restauration de certaines altérations au niveau tissulaire, et pourraient méme expliquer les
effets paracrines observés dans les approches thérapeutiques basées sur les cellules

souches (De Jong et al., 2014). En effet, Hu et al. (2012) ont pu observer que des MPs
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provenant de cellules souches sembleraient reprogrammer certaines fonctions altérées de

leurs cellules-cibles, notamment grice a leur contenu en miRs.

Au final, la connaissance de la composition des MPs circulantes et leurs réels
effets biologiques in vivo restent certes encore insuffisants, mais les nombreux travaux en
cours, qui tendent a une meilleure compréhension de ces mécanismes, permettront dans
un avenir proche I’utilisation en routine des MPs en clinique voire en thérapeutique. Pour
notre part, notre travail aura permis d’apporter certaines indications sur les MPs
circulantes dans un contexte d’obésité prédisposant aux maladies cardiovasculaires, et

suite a un exercice physique chronique tendant a contrebalancer les effets de 1’obésité.
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