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RESUME

L'athérosclérose, pathologie inflammatoire artérielle chronique, est a l'origine de Ia
plupart des maladies cardiovasculaires qui constituent I'une des premieres causes de
morbidité et mortalité en France. Les études observationnelles et expérimentales
montrent que l'exercice physique prévient la mortalité cardiovasculaire. Cependant, les
mécanismes précisant les bénéfices cliniques de I'exercice sur l'athérosclérose sont
encore largement inconnus. Le but général de ce travail a donc été d’explorer, en
utilisant un modele expérimental d’athérosclérose, la souris hypercholestérolémique
génétiquement dépourvue en apolipoprotéine E (apoE”"), les mécanismes athéro-
protecteurs de I|'exercice. La dysfonction endothéliale, généralement associée aux
facteurs de risque cardiovasculaire, serait I'une des étapes précoces majeures de
I'athérogenese. Elle est caractérisée par une diminution de la biodisponibilité en
monoxyde d’azote (NO) avec la perte de ses propriétés vasculo-protectrices, ce qui
favorise un climat pro-athérogéne (stress oxydatif, adhésion et infiltration des cellules
inflammatoires dans la paroi artérielle...) conduisant a la formation de la plaque
athéromateuse. L’objectif de notre premier travail a donc été d’explorer les effets de
I’exercice d’une part, sur le développement des plaques athéromateuses et d’autre part,
sur la fonction endothéliale de la souris apoE”". Nos résultats montrent que I’exercice
réduit significativement I’'extension de [I'athérosclérose et prévient la dysfonction
endothéliale. L’explication pharmacologique montre que l|'exercice stimule la fonction
endothéliale via, notamment, une plus grande sensibilité des récepteurs endothéliaux
muscariniques, ce qui active les événements signalétiques cellulaires récepteurs-
dépendants a l'origine d’une bioactivité accrue de NO. Les complications cliniques graves
de l'athérosclérose sont induites par la rupture de la plaque instable provoquant la
formation d’un thrombus occlusif et I'ischémie du territoire tissulaire en aval. L'objectif de
notre deuxiéme travail a été d’examiner |'effet de I'exercice sur la qualité/stabilité de la
plague. Nos résultats indiquent que l’'exercice de longue durée stabilise la plaque en
augmentant le nombre de cellules musculaires lisses et en diminuant le nombre de
macrophages intra-plaques. Nos résultats montrent aussi que la phosphorylation de la
eNOS (NO Synthase endothéliale) Akt-dépendante n’est pas le mécanisme moléculaire
majeur a l'origine de ce bénéfice. Enfin, dans notre troisieme travail, nous avons
investigué l'effet de l'exercice sur le développement de la plaque vulnérable. Nos
résultats montrent, chez un modéle murin de plaque instable (modéle d’hypertension
rénovasculaire a rénine et angiotensine II élevés) que |'exercice prévient I'apparition de
la plague vulnérable indépendamment d'un effet hémodynamique. Ce bénéfice serait
associé a une diminution de I’expression vasculaire des récepteurs AT1 de I’Angiotensine
II. Nos résultats justifient I'importance de I'exercice comme outil préventif des maladies
cardiovasculaires.

Mots clés : exercice, souris apoE”", athérosclérose, dysfonction endothéliale, plaque
instable.



ABSTRACT

Atherosclerosis, a chronic inflammatory disease, is one of the main causes of morbidity
and mortality in France. Observational and experimental data indicate that regular
physical exercise has a positive impact on cardiovascular mortality. However, the
mechanisms by which exercise exerts clinical benefits on atherosclerosis are still
unknown. The general aim of this work was to elucidate the anti-atherosclerotic effects of
exercise, using a mouse model of atherosclerosis: the apolipoprotein E-deficient mice
(apoE”" mice). Endothelial dysfunction, generally associated with cardiovascular risk
factors, has been recognized to be a major and early step in atherogenesis. Endothelial
dysfunction is characterized by Nitric Oxide (NO) biodisponibility reduction with loss of
NO-mediated vasculoprotective actions. This leads to vascular effects such as increased
oxidative stress and increased adhesion of inflammatory cells into arterial wall thus
playing a role in atherosclerotic plaque development. Therefore, one of the objective of
our study was to explore the effects of exercise on atherosclerotic plague extension and
on endothelial function in apoE”" mice. Results show that exercise significantly reduces
plaque progression and prevents endothelial dysfunction. Pharmacological explanation
indicates that exercise stimulates endothelial function by increasing muscarinic receptors
sensitivity which in turn activates intracellular signalling receptor-dependent events
leading to increased NO bioactivity. The clinical manifestations of atherosclerosis are the
consequences of unstable plaque rupture with thrombus formation leading to tissue
ischemia. The second aim of our work was to determine the effect of exercise on plaque
stability. We demonstrate that long-term exercise stabilizes atherosclerotic plaques as
shown by decreased macrophage and increased Smooth Muscle Cells plaque content. Our
results also suggest that the Akt-dependent eNOS phosphorylation pathway is not the
primary molecular mechanism mediating these beneficial effects. Finally, we assessed a
putative beneficial effect of exercise on vulnerable plaque development. In a mouse model
of Angiotensine II (Ang II)-mediated vulnerable atherosclerotic plaques, we provide fist
evidence that exercise prevents atherosclerosis progression and plaque vulnerability. The
beneficial effect of swimming was associated with decreased aortic Ang II AT1 receptor
expression independently from any hemodynamic change. These findings suggest clinical
benefit of exercise in terms of cardiovascular event protection.

Key words : exercise, apoE”" mice, atherosclerosis, endothelial dysfunction, unstable
plaque.
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Glossaire

Ach : acétylcholine

ADP : adénosine diphosphate

Akt : protéine kinase B

ATP : adénosine triphospahte

Ang II : angiotensine II

BH, . tétrahydrobioptérine

BK : bradykinine

CNP : peptide natriurétique de type C (C-type natriuretic peptide)

EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium (endothelium-derived
hyperpolarizing factors)

ET-1 : endothéline-1

eNOS : NO synthase endothéliale (endothelial nitric oxide synthase)

CMLYV : cellule musculaire lisse vasculaire

EDV : vasorelaxation endothélium-dépendante (endothelium-dependent vasorelaxation)
GMPc : guanosine monophosphate cyclique

GTP : guanosine triphosphate

HDL-c : cholestérol des lipoprotéines de haute densité (High density lipoprotein cholesterol)
ICAM-1 : molécule d'adhésion intracellulaire-1 (intercellular adhesion molecule-1)

I'IFN-y : interféron-y

IMC : indice de masse corporelle (Kg/m?)

LDL-c : cholestérol des lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein-cholesterol)
LDL-r : récepteur des LDL (low density lipoprotein-receptor)

LRP : protéine associée au récepteur des LDL (low density lipoproetein-receptor-related-protein)
L-NMMA : L-N-monométhyl arginine

L-NAME : N-nitro-L-arginine méthyl ester

MAP-kinase : protéine-kinase activée par les mitogénes (mitogen-activated protein kinase)
M-CSF : facteur de stimulation de colonies de monocytes (monocyte-colony stimulating factor)
MCP-1 : protéine chémotactique de monocytes de type 1 (monocyte chemotactic protein-1)

MET : équivalent métabolique (metabolic equivalents)
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MMP-2 : métalloprotéinases 2

MMP-9 : métalloprotéinases 9

NADPH oxydase : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase

NO: monoxyde d’'azote (nitric oxide)

0,7 : anion superoxide

ONOO : anion peroxynitrite

oxLDL : LDL oxydés (oxydized LDL)

PAI-1 : inhibiteur de I'activateur du plasminogéne (plasminogen activator inhibitor-1)
p-Akt : Akt phosphorylée sur la sérine en position 473

PDGF : facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet derived growth factor)
p-eNOS : eNOS phosphorylée sur la sérine en position 1177

PGI, : prostacycline

RAS : systéme rénine-angiotensine (renin angiotensin system)

ROS : radicaux libres oxygénés (reactive oxygen species)

RT-PCR : réaction en chaine de la polymérase en temps réel (Real Time-Polymerase
Chain Reaction)

sGC : guanylate cyclase soluble

Shear stress : forces de cisaillement

SNP : nitroprussiate de sodium

SOD : superoxyde dismutase

TNF-a : Facteur de nécrose tumorale (tumor necrosis factor-a)

tPA : activateur tissulaire du plasminogéne (tissular plasminogen activator)

TXA; : thromboxane A,

VCAM-1 : molécule d’adhésion vasculaire-1 (vascular cell adhesion molecule-1)
VLDL : lipoprotéine de trés faible densité (very low density lipoprotein)

VO,;max : consommation maximale d’oxygene (mL/min/Kg)
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Les maladies cardiovasculaires, au premier rang desquelles figurent les
cardiopathies et accidents vasculaires de toutes origines, constituent I'une des premiéres
causes de mortalité et de morbidité en France. L'organisation mondiale de la santé prédit
gu’elles constitueront aussi la premiére raison de handicap et de décés dans de trés
nombreux pays a la fin de la décennie.

L'athérosclérose est la principale cause de survenue des maladies
cardiovasculaires. Fléau des temps modernes, |'athérosclérose est une pathologie
inflammatoire artérielle chronique. La dysfonction endothéliale est impliquée de facon
précoce dans la physiopathologie de I'athérosclérose. Dans les conditions physiologiques
normales, I'endothélium, interface entre le sang circulant et la paroi artérielle, joue un
role déterminant dans I'homéostasie vasculaire de part ses nombreuses propriétés
vasorelaxantes et vasoprotectrices. La fonction endothéliale peut étre altérée par les
facteurs de risque cardiovasculaire favorisant ainsi un milieu propice a lI'apparition et au
développement des plaques athéromateuses. Celles-ci peuvent devenir instables et se
rompre avec pour conséquence les complications thrombo-emboliques graves que l'on
connait (infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral, artériopathie périphérique,
mort subite d’origine cardiovasculaire).

En France, les dépenses médico-économiques annuelles propres aux maladies
cardiovasculaires athéro-thrombotiques sont estimées a 19 billions d’euros (Leal et al.,
2006). La sédentarité, dont la prévalence ne cesse d’augmenter dans notre société, est
aujourd’hui reconnue comme un facteur de risque cardiovasculaire indépendant au méme
titre, par exemple, que I'hypertension, I'hypercholestérolémie ou le diabéte. Les études
chez I'hnomme et l'animal montrent clairement que la sédentarité accéléere le
développement de I'athérosclérose (Laufs et al., 2005;Leon, 2005). A l'inverse, il est bien
démontré dans la littérature qu’une activité physique pratiquée régulierement contribue a
la prévention primaire et secondaire des maladies cardiovasculaires (Bassuk & Manson,
2005;Casillas et al., 2007;Gaesser, 2007;Pedersen & Saltin, 2006;Vuori 1,
2007;Warburton et al., 2006). Lutter contre la sédentarité en vulgarisant la pratique
d’'une activité physique au plus grand nombre d’entre nous permettrait de réduire

fortement l'incidence des événements cardiovasculaires liés a |’'athérosclérose. D’autre
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part, l'activit¢ physique, contrairement aux traitements pharmacologiques
(hypocholestérolémiants, anti-hypertenseurs...), est une mesure de prévention peu
onéreuse qui prend tout son sens dans un systéme de santé “meurtri” par un déficit
budgétaire des plus conséquents.

Si les bienfaits de |'exercice sur la prévention de I'athérosclérose sont bien établis
a I'heure actuelle, I'approche expérimentale apparait nécessaire pour en comprendre les
mécanismes physiopathologiques et moléculaires afin de sensibiliser davantage |'opinion
et les pouvoirs publics sur l'intérét sanitaire de la pratique physique et sportive.

Les travaux scientifiques ont bien démontré les effets favorables de I'exercice sur
les facteurs de risque inhérents aux maladies cardiovasculaires. Toutefois, de nombreux
mécanismes athéro-protecteurs précisant les bienfaits de I’exercice physique sont encore

inconnus.

L'objectif de notre projet d’étude est donc double:

1. Démontrer que I'activité physique enraye certaines étapes clés de
I’athérosclérose a I'origine de ses complications cliniques graves.

2. ldentifier les mécanismes biologiques anti-athérogeénes de I’'exercice

physique.

Nous supposons que I'exercice est capable de prévenir la dysfonction
endothéliale, de ralentir le développement des plaques athéroscléreuses,

d’améliorer leur qualité et de prévenir leur instabilité.

-14 -
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PREMIERE PARTIE: L’ATHEROSCLEROSE

1. Deéfinition générale

L'athérosclérose est la composante-clé des maladies cardiovasculaires. Elle est
considérée comme une inflammation chronique de lintima des vaisseaux. Cette
pathologie des larges et moyennes artéres (aorte, artéres carotidiennes, coronaires,
iliaques et fémorales) trouve son origine dans l'interaction entre les LDL-c (cholestérol
des lipoprotéines de faible densité), les cellules inflammatoires et les éléments de la
paroi artérielle (cellules musculaires lisses vasculaires: CMLV). La dysfonction
endothéliale, caractérisée par la perte des propriétés vasculo-protectrices endothélium-
dépendantes comme nous le décrirons ultérieurement, prédispose les artéres au
développement de l'athérosclérose. Débutant comme une petite strie lipidique, cette
maladie évolue sur plusieurs décennies en lésions complexes qui peuvent progresser en
Iésions stables ou instables (vulnérables), susceptibles de se rompre et former une
thrombose artérielle. Les présentations cliniques de la maladie athéromateuse sont
multiples et fonctions de l'artére touchée. L'angine de poitrine et I'infarctus du myocarde
(atteintes des coronaires) dominent par leur fréquence et leur sévérité, suivis de pres
par les atteintes carotidiennes et les accidents vasculaires cérébraux. Le processus
athéroscléreux peut aussi affecter les arteres irriguant les membres inférieurs (artéeres
iliaques et fémorales) donnant lieu a la maladie artérielle périphérique (claudication
oblitérante des membres inférieurs). Cependant, la maladie reste souvent silencieuse et
le patient le plus souvent asymptomatique.

Nous expliquerons les étapes physiopathologiques majeures de I'athérosclérose.

2. Un probleme de santé publique majeur

Les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de mortalité dans le
monde (16.2 millions de décés en 2003, soit 29% de la mortalité totale) (World Health
Organization, 2003). Le constat pour 2010 est alarmant: on estime que les maladies
cardiovasculaires seront aussi la premiére cause de mortalité dans les pays en voie de
développement, jusque-la protégés du mode de vie occidental (industrialisation,

urbanisation, “malbouffe”...) et de ses facteurs de risques inhérents (hypertension,
-16 -



hypercholestérolémie, diabéte, obésité, sédentarité...). Les maladies cardiovasculaires
sont a l'origine de 1.9 millions de décés annuels dans I'union européenne, soit pres de la
moitié de la mortalité totale (42%) (Petersen, 2005). En France, les maladies
cardiovasculaires ont tué en 2007 environ 147 000 personnes, ce qui représente environ
29% de la mortalité totale (bulletin épidémiologique hebdomadaire de I'Institut de veille

sanitaire du 18 septembre 2007).

3. Une étape clé: la dysfonction de I’endothélium

La dysfonction endothéliale serait inévitablement une étape clé et un facteur
prédictif des événements cardiovasculaires. Plus qu’une simple “blessure” vasculaire
localisée, la dysfonction endothéliale peut étre regardée comme un véritable syndrome
affectant de nombreux territoires vasculaires. Pour comprendre les mécanismes par
lesquels la dysfonction endothéliale favorise la survenue de I'athérosclérose et de la
thrombose artérielle, il est important préalablement de décrire la nature et la fonction de

I'endothélium sain.

3.1 Fonction endothéliale et monoxyde d’azote (NO)

Les vaisseaux sanguins sont constitués de trois tuniques morphologiquement
distinctes, de |'extérieur vers l'intérieur du vaisseau: l'adventice, la média et l'intima.
L'adventice se compose essentiellement de tissu conjonctif et permet la fixation des
artéres aux tissus du voisinage. La média est la tunique la plus épaisse. Elle se compose
de fibres élastiques, de collagéne et de CMLV disposées en anneaux autour de la lumiéere
des vaisseaux. Sa composition Iui confére deux propriétés essentielles: élasticité et
contractilité artérielle. Enfin, l'intima regroupe I'endothélium qui tapisse la face interne

des vaisseaux et I'espace sous-endothélial.

De par sa position privilégiée entre le sang et la paroi artérielle, I’'endothélium
module I'hnoméostasie des vaisseaux et les protége du risque athérogene. La plupart des

propriétés de I'endothélium sont médiées par le NO.
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3.1.1 Contréle de la vasomotricité

L’'endothélium controle le tonus vasculaire et le débit de perfusion en synthétisant
et en libérant de nombreuses substances vasorelaxantes ou vasoconstrictrices qui
diffusent vers les CMLV sous-jacentes. Les facteurs endothéliaux vasorelaxants
comprennent le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline (PGIL,), le facteur
hyperpolarisant dérivé de |'endothélium (EDHF), la bradykinine (BK) ou le peptide
natriurétique de type C (CNP). Les facteurs endothéliaux qui provoquent la contraction
des CMLV sont I’endothéline-1 (ET-1), le thromboxane A, (TXA;), 'angiotensine II (Ang II)
ou les radicaux libres oxygénés (ROS). Dans les conditions physiologiques, il existe un
équilibre permanent entre les substances endothéliales vasodilatatrices et

vasoconstrictrices avec prédominance des premiéres sur les secondes.

Parmi les substances délivrées par l'endothélium, le NO est probablement Ia
molécule la mieux connue. C’est un gaz liposoluble, avec une demi-vie courte, constitué
par un atome d‘oxygéne et un atome d’azote. Le précurseur de sa synthése est un acide
aminé: la L-arginine qui, sous l'action catalytique d’une enzyme constitutive, la NO
synthase endothéliale (eNOS), avec la présence de cofacteurs comme Ia
tétrahydrobioptérine (BH,4), va libérer le NO et la L-citrulline. La localisation de la eNOS
est membranaire. A ce niveau, elle est en contact avec une protéine, la cavéoline, qui
exerce une activité inhibitrice sur l'enzyme. L’activation de la eNOS nécessite une
élévation de la concentration en calcium libre intracellulaire lequel, en se complexant a la
calmoduline, déplace la liaison inhibitrice entre la cavéoline et la eNOS et active cette
derniere. Le NO a la particularité de traverser les membranes et de diffuser tres
rapidement dans la circulation sanguine ou dans les CMLV sous-jacentes. Dans celles-ci,
le NO active la guanylate cyclase soluble (sGC), a l'origine de la production de guanosine
monosphophate 3,5 cycliqgue (GMPc) qui relaxe la CMLV et induit une vasorelaxation.
Cette vasorelaxation qui nécessite un endothélium présent et fonctionnel est appelée
vasorelaxation endothélium-dépendante (EDV). De trés nombreux facteurs neuro-
humoraux circulants ou libérés localement (acétylcholine : Ach, BK, ADP : adénosine
diphospahte, ATP : adénosine triphosphate) produisent une vasorelaxation de cette

fagcon (activation chimique de I’'endothélium). Par exemple, I’Ach, en se fixant sur des
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récepteurs endothéliaux qui lui sont spécifiques (récepteurs muscariniques), induit un
processus de transduction du signal qui active de nombreuses voies de signalisation
intracellulaires, principalement calcium-dépendantes, capables de stimuler la eNOS et

par conséquent la production de NO (Figure 1).

Forces de cisaillement

f_\

Acétylcholine

' | Lumiére artérielle

N

Q

- . \ L-arginine N O ) - -

Cellule
endothéliale

=) Relaxation
CMLV

Figure 1. Biosynthése du NO. L’Ach (stimulus chimique) stimule la eNOS principalement par un
mécanisme calcium-dépendant. L’activation de la eNOS par les forces de cisaillement (stimuli
mécaniques) est dépendante de sa phosphorylation qui est induite par I'activation/phosphorylation de
la protéine kinase Akt (protéine kinase B) via un mécanisme calcium-indépendant. Le NO ainsi
produit diffuse dans la cellule musculaire lisse sous-jacente, active la sGC a l'origine de la
production de GMPc qui relaxe les CMLV et induit une vasorelaxation. Cette vasorelaxation est dite
endothélium- et NO-dépendante. Le NO diffuse aussi dans le lumiére artérielle ou il prodigue ses

effets vasculo-protecteurs.

Le stimulus physiologique de la libération endothéliale de NO le plus important est
probablement mécanique: les forces de frottement ou de cisaillement (shear stress) que
le déplacement du sang exerce sur I'endothélium. Ces forces orientées longitudinalement

varient avec le débit sanguin local et les conditions d’écoulement. Les forces de
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cisaillement stimulent des récepteurs membranaires sensibles a I'étirement de la cellule:
les mécanosenseurs ainsi activés conduisent a des changements fonctionnels dans la
cellule endothéliale, notamment une induction de I'expression du géne eNOS. Les forces
de cisaillement activent la eNOS par un mécanisme calcium-indépendant qui nécessite la
phosphorylation de la eNOS (Figure 1). Cette modification post-traductionnelle survient
sur le résidu sérine en position 1177 de la eNOS et est médiée par la phosphorylation de
la protéine kinase Akt (protéine kinase B) sur le résidu sérine en position 473. La voie de
signalisation de I’Akt joue donc un réle majeur dans I'activation de la eNOS en réponse
aux forces de cisaillement. Il est a noter que les stimuli chimiques tels que I’Ach peuvent

également activer la eNOS via cette voie.

En réponse a une augmentation des forces de cisaillement (augmentation de
débit a diamétre constant), I'endothélium augmente la libération de NO pour provoquer,
par une rétro-action, une vasodilatation débit- et NO-dépendante afin d’atténuer les
forces de cisaillement. Ce controle local du débit sanguin, permet d’adapter a tout
moment le calibre des artéres, notamment les artérioles, en fonction des variations
locales de débit. Ainsi, lors d’un exercice physique, I'élévation du débit cardiaque et de la
vitesse de I'écoulement sanguin dans le systéeme artériel, en stimulant la vasodilatation
débit- et NO-dépendante induite par I’élévation des forces de cisaillement sur
I'endothélium, contribue, en partie, a expliquer I’élévation de la perfusion sanguine des

muscles en activité.

3.1.2 Propriétés anti-athérogénes

Comme nous l'avons mentionné auparavant, le NO endothélial est également
libéré dans la circulation sanguine ou il généere des effets vasculo-protecteurs. Le NO est
impliqué, par exemple, dans l'inhibition de multiples étapes de I'athérogenése et de la

thrombogenése (Tableau 1) qui seront détaillées ultérieurement.

-20 -



Effet anti-oxydant

Effet anti-inflammatoire

Inhibition de I'adhésion et de la migration des leucocytes
Inhibition de la prolifération et de la migration des CMLV
Inhibition de I'activité des facteurs de croissance
Inhibition de I'agrégation et de I'adhésion plaquettaire
Effet anti-coagulant

Effet pro-fibrinolytique

Tableau 1. Les actions anti-athérogenes du NO.

Ainsi, I'endothélium sain, via ses effets vasorelaxants et anti-athérogénes NO-
dépendants, est gage d’un fonctionnement vasculaire optimal. Malheureusement, dans
les conditions physiopathologiques, la fonction endothéliale est généralement altérée

avec, pour conséquence, une aggravation du risque athérogéne.

Quelles sont les caractéristiques de la dysfonction endothéliale?

3.2 Caractéristiques de la dysfonction endothéliale

3.2.1 Causes et mécanismes biologiques de la dysfonction

endothéliale

L'existence d’une dysfonction endothéliale est généralement associée a la
présence de facteurs de risque cardiovasculaire et est observée a un stade précoce de la
plupart des pathologies atteignant le systéeme circulatoire. Ainsi, |'altération de la
fonction endothéliale, évaluée le plus souvent par des méthodes pharmacologiques et
biologiques comme nous l'expliquerons ultérieurement, a été largement démontrée chez
les fumeurs chroniques, chez les personnes avec une hypercholestérolémie
(principalement une augmentation des LDL-c), un diabéte, une hypertension, une
obésité ou ayant un mode de vie sédentaire. Les conditions hémodynamiques locales
déterminent aussi fortement la “santé” endothéliale. Ainsi, les territoires artériels ou les

forces de cisaillement sont faibles ou perturbées (notamment au niveau des bifurcations)
-21 -



sont des régions propices a un dysfonctionnement de I'endothélium contrairement aux

régions ou les forces de cisaillement sont élevées (Chatzizisis et al., 2007).

La caractéristique principale de la dysfonction endothéliale est une réduction de la
biodisponibilité en NO (c’est a dire une perte quantitative de NO biologiquement actif)
avec la perte de ses propriétés anti-athérogénes et anti-thrombotiques (Raij, 2006). Les
origines de la dysfonction endothéliale sont complexes et multifactorielles: “découplage”
de la eNOS (en l'absence du substrat L-arginine ou du cofacteur BH,), réduction de
I’expression et/ou de l'activité de la eNOS, augmentation de la dégradation du NO ou
encore altération de la transmission des événements signalétiques médiés par le NO
(Braam & Verhaar, 2007). Néanmoins, les deux principales causes aboutissant a la baisse
de la biodisponibilité en NO seraient premieérement, la réduction de l'expression de la
eNOS et/ou de I'activité eNOS a l'origine d’une moindre production ou bioactivité du NO;
et deuxiemement, I'augmentation de sa dégradation. Les mécanismes relatifs a la baisse
de la bioactivité du NO sont nombreux : (1) altération des récepteurs endothéliaux
(diminution de leur nombre ou de leur sensibilité) qui perturbent la liaison des agonistes
(i.e., Ach) a leur récepteur, (2) diminution de I'expression de ’ARNm et/ou de la protéine
eNOS et (3) altération de la voie de signalisation de I’Akt avec pour conséquence une
moindre phosphorylation de la eNOS. Les causes de I'augmentation de la dégradation du
NO résultent, quant a elles, en grande partie a sa capture par I'anion superoxide (0;")
qui appartient a la famille des ROS. Dans les conditions physiologiques normales, les O,
sont produits en petites quantités au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale
comme résidus de la réduction imparfaite de I'oxygéne ou au cours du fonctionnement de
certaines enzymes. Il existe alors un équilibre entre la génération des radicaux libres pro-
oxydants et leur destruction par les défenses enzymatiques anti-oxydantes (superoxides
dismutases, glutathione peroxidase et catalase) qui protegent de ce fait les cellules des
effets toxiques des ROS. Dans les conditions physiopathologiques, il se produit un stress
oxydant, délétére pour les cellules, caractérisé par un déséquilibre de la balance pro-
oxydants/anti-oxydants en raison d’une sur-production de 0O,". Les O,  vont alors
rapidement se combiner au NO pour former I'anion peroxynitrite (ONOQO~) qui possede de

nombreux effets pro-athérogénes comme |'oxydation des LDL-c qui est I'un des
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événements initiateurs majeurs de I'athérosclérose comme nous le décrirons ci-apres.
Plusieurs sources enzymatiques de production de ROS ont été identifiées au sein de la
vascularisation: la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH
oxydase) qui est le systeme oxydatif majeur, la xanthine oxidase, la eNOS elle-méme

lorsqu’elle est découplée et les ROS d’origines mitochondriales (Braam & Verhaar, 2007).

"Agressée” par les facteurs de risque cardiovasculaire, I’'endothélium va perdre ses
propriétés vasculo-protectrices et favoriser, par conséquent, un “climat” pro-athérogéne
marqué, entre autres, par une expression des molécules d’adhésion endothéliale qui vont
initier l'infiltration des cellules inflammatoires dans l'intima a l'origine de la genése de la

plaque d’athérome.

Etant donné le r6le majeur de la dysfonction endothéliale dans la pathologie
cardiovasculaire, il semble important de pouvoir évaluer lactivité et l'intégrité de
I’endothélium afin de dépister un éventuel dysfonctionnement néfaste pour le vaisseau.
Quelles sont les méthodes permettant I’évaluation de la fonction/dysfonction

endothéliale ?

3.2.2 Evaluation de la dysfonction endothéliale

La fonction endothéliale peut étre évaluée chez I'homme et I'animal par des
techniques in vivo ou in vitro. Le plus souvent, elle est mise en évidence par la mesure

du degré de relaxation endothélium-dépendante de l'artére en question.

Chez I'homme, la fonction endothéliale peut-étre évaluée par méthodes
fonctionnelles en réponse a des stimuli pharmacologiques ou physiologiques. Les
épreuves pharmacologiques sont réalisées principalement au niveau coronaire ou
musculaire périphérique (avant-bras) et sont généralement utilisées pour I'étude des
artéres de résistance. Elles reposent sur I'administration locale de substances telles que
I’Ach qui exerce une action vasodilatatrice endothélium-, récepteur- et NO-dépendante
comme nous l'‘avons vu précédemment et sur la mesure par pléthysmographie ou
Doppler, des changements concomitants du débit sanguin. Cette réponse vasomotrice est

comparée a celle obtenue aprés administration d’un donneur exogéne de NO comme le
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nitroprussiate de sodium (SNP) qui agit directement sur les CMLV (vasodilatateur
endothélium-indépendant). Les épreuves physiologiques sont utilisées pour I'étude des
artéres de conductance. Elles reposent sur I'évaluation de I'augmentation endothélium-
dépendante, du diameétre de l'artére (généralement |'artere brachiale) en réponse a
I'augmentation du débit régional. Cette dilatation débit-dépendante est obtenue en
réponse le plus souvent a une hyperémie post-ischémique. Le diamétre artériel est alors
mesuré par angiographie quantitative, échographie haute résolution ou echotracking. Il
est possible de mesurer les réponses dilatatrices en présence d’inhibiteurs de la synthése

de NO (L-NMMA : L-N-monométhyl arginine, L-NAME: N-nitro-L-arginine méthyl ester...).

Chez I'animal, I'exploration de la capacité de relaxation nécessite le plus souvent
des techniques in vitro d’artéres isolées en chambre d’organe. Il est possible, grace a ces
techniques, d’utiliser des segments d’artéres de conductance (aorte thoracoabdominale,
carotide, artére brachiale, artére fémorale...) et/ou d’artéres de résistance (coronaire,
mésentérique...). Les capacités de relaxation ou de dilatation sont évaluées en injectant
dans le bain d’organe des concentrations croissantes de vasodilatateurs endothélium-
dépendants ou endothélium-indépendants sur des segments artériels pré-contractés par

un vasoconstricteur comme la noradrénaline ou la phényléphrine (Figure 2).

Par ces techniques, la dysfonction endothéliale a largement été observée, soit
chez 'homme présentant un facteur de risque cardiovasculaire tel que I’hypertension ou
I’hnypercholestérolémie (Buus et al., 2007;Karasek et al., 2006), soit chez le modeéle
animal correspondant (Graham & Rush, 2004;Malakul et al., 2008). Cette atteinte
endothéliale se manifeste par une diminution de la vasodilatation endothéliale en réponse
a des agonistes tels que I'Ach. Par contre, la vasodilatation indépendante de
I’endothélium n’est généralement pas modifiée. Ces indications supportent I'hypothése
que l'altération de la vasodilatation artérielle a une origine endothéliale (et non

musculaire vasculaire) et implique une baisse de la biodisponibilité vasculaire en NO.
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Figure 2. Mesure in vitro de la fonction endothéliale et évaluation de la relaxation artérielle
endothélium- et NO-dépendante. Les segments artériels prélevés sont placés entre deux tiges
métalliques, dont l'une est fixe et l'autre reliée a un capteur de tension. Pendant toute
I'expérimentation, le segment artériel baigne dans une solution physiologique contenue dans la
cuve a organe isolé. La tension isométrique (en grammes) est mesurée en utilisant la force de
déplacement a laquelle est soumise la tige mobile lorsque le segment artériel se contracte ou se
relache. La vasorelaxation endothélium-, récepteur- et NO-dépendante est déterminée en
mesurant la capacité de I'artére a se reldacher en injectant dans la cuve des doses croissantes d'Ach

(le segment artériel étant préalablement contracté par un agoniste comme la phényléphrine).

En plus des méthodes fonctionnelles, la dysfonction endothéliale peut-étre évaluée
par des méthodes biologiques (Brevetti et al., 2008;Joannides et al., 2006). Il s’agit
généralement de dosages plasmatiques de différents marqueurs endothéliaux qui
interviennent dans la maladie athéro-thrombotique comme nous le verrons ci-apreés, tels
que les marqueurs de l'inflammation, plus particulierement les molécules d’adhésion
cellulaire (ICAM-1: molécule d'adhésion intracellulaire-1, VECAM-1: molécule d’adhésion
vasculaire-1), E- et P-sélectine), les cytokines pro-inflammatoires (IL-8: interleukine-8,
TNF-a: facteur de nécrose tumorale) ou des marqueurs de I'hémostase (tPA: activateur

tissulaire du plasminogéne, PAI-1: inhibiteur de |I'activateur du plasminogeéne,
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thrombomoduline). La production de NO peut également étre évaluée biologiquement par

le dosage plasmatique des nitrites/nitrates.

Ainsi, I'homme a risque cardiovasculaire ou avec une maladie cardiovasculaire
déclarée présente le plus souvent un taux plasmatique de ces marqueurs augmenté par
rapport a des sujets sains (Chironi et al., 2006;Garanty-Bogacka et al., 2005;Nakase et
al., 2008). Cependant, ces méthodes biologiques apportent une information générale sur
la fonction endothéliale, non spécifique d'un territoire artériel contrairement aux
méthodes fonctionnelles qui permettent une caractérisation directe. C'est pourquoi la
mesure de la relaxation endothélium-dépendante est la méthode la plus relevante pour le

diagnostic et la prise en charge précoce de la dysfonction endothéliale.

La dysfonction endothéliale constitue un marqueur de risque, prédictif du
développement de [I'athérosclérose. Quelles sont les étapes pathophysiologiques

majeures de |'athérosclérose ?

4. Athérogeneése et formation de la plaque d’athérosclérose

Les connaissances accumulées ces dernieres années ont considérablement élargi
I’horizon des mécanismes responsables de la maladie athéromateuse. Nous savons
aujourd’hui que I'accumulation de cholestérol dans la paroi des vaisseaux ne peut étre
seule responsable de la maladie; la réponse inflammatoire locale et systémique fait
partie intégrante du processus. Les acteurs jouant un rdole dans la genése de la plaque
sont maintenant connus : les LDL-c, les cellules inflammatoires (macrophages dérivés
des monocytes circulants et lymphocytes T), et les éléments cellulaires de la paroi
artérielle (CMLV...). Nous verrons comment ces cellules interagissent au cours du

processus athéroscléreux.
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4.1 Initiation des lésions athéroscléreuses

Durant la phase la plus précoce de l'athérogenése, des LDL-c s'amassent dans
I'intima des artéres. On comprend d’emblée pourquoi I'hypercholestérolémie est un
facteur de risque majeur de I'athérosclérose. Cette phase d'infiltration lipidique est suivie
de leur l'oxydation (oxLDL). Ces LDL-c modifiés, qui représentent des composés
cytotoxiques, déclenchent alors une réponse inflammatoire locale caractérisée par
I'expression de novo de molécules d’adhésion a la surface des cellules endothéliales qui
permettront l'invasion de l'intima par des leucocytes (monocytes et lymphocytes T) du
sang circulant. Les monocytes sont, dans un premier temps, immobilisés a la paroi
artérielle suite a leur interaction avec les molécules d’adhésion telles que P- et E-
sélectine, VECAM-1 et/ou ICAM-1. Dans un deuxieme temps, les facteurs
chimioattractants, notamment le MCP-1 (protéine chémotactique de monocytes de type
1), initient I’'extravasation des monocytes adhérents dans I’espace sous-endothélial. Les
monocytes infiltrés se différencient en macrophages sous l'action du M-CSF (facteur de
stimulation de colonies de monocytes) qui internalisent les oxLDL de fagon non régulée.
En conséquence, la quantité d’oxLDL accumulée a l'intérieur des macrophages dépasse la
capacité de ces derniers a les dégrader. Ces macrophages se transforment alors en
cellules spumeuses dans l'intima pour former les stries lipidiques qui constituent le
premier stade des lésions athéroscléreuses (Figure 3). Ultérieurement, les cellules
spumeuses constitueront le noyau lipidique de la plaque d‘athérome. En paralléle,
toujours sous l'action du M-CSF, les macrophages activés sécretent de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, les interleukines IL-1B, IL-8 ou encore
I'IL-12 qui perpétuent le processus athérogénique en amplifiant le recrutement des
monocytes sur le site inflammatoire par la stimulation de la libération de MCP-1 par les
CMLYV et les cellules endothéliales (Glorian & Limon, 2007).

Les lymphocytes T, principalement des lymphocytes T CD4+, jouent un role
aggravant lors de lI'athérogénése. Classiquement, les lymphocytes sont classés en deux
sous-populations aux fonctions opposées, les lymphocytes Thl pro-inflammatoires et les
lymphocytes Th2 anti-inflammatoires. Dans le processus athéroscléreux, la cytokine IL-12

produite par les macrophages, oriente la polarisation des lymphocytes T vers la voie de
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différenciation Thl. Ces cellules vont alors sécréter des cytokines pro-athérogénes

comme I'IFN-y (interféron-y) qui perpétuent l'activation des macrophages et contribuent

fortement a la progression de la plaque (Groyer et al., 2006).
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Figure 3. Formation des Iésions athéroscléreuses (stries lipidiques). 1 et 2: infiltration et oxydation
des LDL-c dans l'espace sous-endothéliale; 3 et 4: synthése de facteurs de croissance qui attirent
les monocytes. 6,7 et 8: transformation des macrophages gorgés de cholestérol en cellules

spumeuses (Faxon et al., 2004).

4.2 Progression des lésions et formation de la plaque
d’athérome

En réponse au PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes), sécrété par les
macrophages et les cellules endothéliales, les CMLV migrent de la media vers l'intima et
y proliferent. Le PDGF induit également un changement phénotypique des CMLV qui
adoptent un phénotype sécrétoire et non plus contractile. Les CMLV synthétisent des
protéines matricielles telles que le collagene et I’élastine. Il se forme alors une chape
fibreuse qui, progressivement, entoure le noyau lipidique formé par les cellules
spumeuses (Figure 4). La progression de la plaque d’athérosclérose se déroule sur de
nombreuses années sans manifestations cliniques majeures. Plus que sa taille, c’est

essentiellement le phénotype de la plaque (stable ou instable) qui lui donne sa gravité.
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Figure 4. La plaque d’athérome se compose de deux parties principales: le cceur lipidique formé
essentiellement de cellules spumeuses riches en cholestérol et de la chape fibreuse composée
principalement de CMLV avec synthese de matrice extracellulaire.

4.3 Plaque instable et maladie athéro-thrombotique
La plaque d’athérosclérose peut donc évoluer vers deux phénotypes:

- Un phénotype dit stable non dangereux dans la mesure oUu |'épaisseur de la
chape fibreuse consolide la plaque et ou il se produit un remodelage artériel
correspondant a une augmentation du diameétre préservant une lumiére suffisante pour
permettre la circulation sanguine malgré la sténose. Une lumiére de taille normale est
donc tout a fait compatible avec l'existence de plaques trés volumineuses. Toutefois,
lorsque le remodelage compensateur a atteint son maximum, toute augmentation de la
taille de plaque retentit sur la lumiere artérielle, la sténose devient alors sévére et
symptomatique.

- Un phénotype dit instable ou vulnérable qui caractérise la plaque dangereuse.
Des lors, la gravité de |'athérosclérose tient essentiellement au risque d’accident aigu qui
fait suite a la rupture de plaque et qui fait intervenir un processus thrombotique. La
rupture se situe au niveau de la chape fibreuse et met en contact le sang avec les
éléments du centre lipidique; la conséquence en est un phénoméne de thrombose

(implication des plaquettes puis du systéme de la coagulation). Dans de nombreux cas,
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le processus thrombotique est spontanément résolutif sans survenue de symptomes
ischémiques. Parfois, le thrombus rétrécit significativement la lumiére artérielle sans étre
toutefois totalement occlusif: dans le territoire coronaire, le syndrome résultant est
I'angine de poitrine instable. Malheureusement, la thrombose se développe assez
souvent jusqu’a occlure complétement l'artére, conduisant a une ischémie aigué du
territoire aval (infarctus du myocarde au niveau des coronaires) (Figure 5). On parle
alors de maladie athéro-thrombotique. Le thrombus formé peut aussi se désolidariser de
la paroi et migrer dans la circulation, provoquant ainsi une embolie dans le territoire en
aval. La rupture de plaque peut s’expliquer par des facteurs extrinséques comme par
exemple, une poussée hypertensive ou un effort important. Les facteurs intrinséques
relatifs a la structure et a la composition de la plaque sont toutefois les plus importants.
Le plus simple indicateur de vulnérabilité d’'une plaque concerne la taille relative du
noyau lipidique et de la chape fibreuse. Ainsi, les plaques stables se caractérisent par un
cceur lipidique de petite taille et une chape fibreuse épaisse (présence de nombreuses
CMLV qui refletent une matrice extracellulaire abondante assurant la solidité de la
chape), contrairement aux plaques instables ol le cceur lipidique est volumineux (plus
de 50% de la surface totale de la plaque) et la chape fibreuse fine (contenu faible en
CMLV et en matrice extracellulaire fragilisant la chape fibreuse). La faible épaisseur de la
chape fibreuse dans les plaques instables pourrait s’expliquer par une inhibition de la
production de la matrice par certaines cytokines pro-inflammatoires telles que I'IFN-y
(produite par les lymphocytes Th1). La fragilité de la chape fibreuse pourrait étre aussi
la conséquence de la dégradation de la matrice par les métalloprotéinases (notamment
les MMP-2 et MMP-9), produites principalement par les macrophages. Dés lors, le
contenu de la plaque en cellules inflammatoires (macrophages et lymphocytes T) est
aussi un signe de plaque instable. D’autres caractéristiques morphologiques indiquent
également un phénotype instable telle que la présence de cellules spumeuses en-dehors
du cceur lipidique, une inflammation de l'adventice ou encore la présence d‘une
dégénérescence de la média (invasion de la média par des éléments de la plaque,
rupture de la limitante élastique qui sépare l'intima de la média, atrophie de la média)

(Mazzolai et al., 2004).
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Les mécanismes qui expliquent comment une plaque avec un phénotype stable se
transforme en une plaque instable ne sont pas encore totalement connus. Le systeme
rénine-angiotensine (RAS) pourrait avoir un role déterminant dans l'induction de la
plaque vulnérable. Le RAS, et en particulier son peptide actif Ang II, joue un réle majeur
dans I'homéostasie de la pression artérielle et dans l'athérosclérose. L’Ang II favorise
I’élévation de la pression artérielle par plusieurs mécanismes, principalement via une
vasoconstriction des artérioles et aussi via une stimulation de la sécrétion d’aldostérone,
une hormone sécrétée par les glandes surrénales qui provoque une augmentation de la
volémie par réabsorption de sodium et d’eau au niveau des reins. L'ang II est également
impliqué dans les nombreuses étapes physiopathologiques qui initient I'apparition et la
croissance de la plaque athéromateuse: dysfonction endothéliale, stress oxydant
(augmentation de l'activité de la NADPH oxidase, des ROS), inflammation (production
des médiateurs de I'adhésion leucocytaire : ICAM-1 et VECAM-1, des cytokines : IL-1 et
TNF-a...) (Schmieder et al., 2007). Récemment, I'équipe du Dr Mazzolai a montré pour la
premiére fois que I’Ang II est un médiateur de la vulnérabilité de la plaque (Mazzolai et
al., 2004). L'ensemble des effets hypertenseurs et pro-athérogenes de I'’Ang II serait

médié par le récepteur AT1.

- 31 -



Intima Media

Smaath
—muscle cells
Endothelium
"~ Adventitia
Narmal
artery

Early atheroma

‘Stabilized’ plague

= Small lipid pool
* Thick fibrous cap Left
* Preserved lumen coronary
arteries
B i Acute
Right Myocardial
‘Vunerable' plague —> :?tr;r];:ary infarction
* Thin fibrous cap
* Large lipid pool ; Thrombosis
* Many inflammatary 7 of a ruptured
cells ‘ plague

Fibrous cap

Figure 5. Plaque stable et instable. L'endothélium normal assure un bon fonctionnement vasculaire
et protége de |'athérosclérose. Les facteurs de risque cardiovasculaire initient une dysfonction
endothéliale pro-athérogéne. Les lésions athéroscléreuses se développent progressivement et
évoluent en plaque stable ou instable. La plaque stable se caractérise par un coeur lipidique petit,
une chape fibreuse épaisse. A l'inverse, la plaque instable, susceptible de se rompe et entrainer un
événement thrombo-embolique (infarctus du myocarde au niveau du territoire coronaire), se
compose d'un cceur lipidique volumineux, d‘une chape fibreuse fine et contient de nombreuses

cellules inflammatoires (majoritairement des macrophages) (adapté de (Libby, 2002).
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DEUXIEME PARTIE: EXERCICE PHYSIQUE COMME OUTIL
PREVENTIF DE CHOC CONTRE L’ATHEROSCLEROSE

L'activité physique au sens large inclut tout mouvement corporel produit par la
contraction des muscles squelettiques entrainant une augmentation significative de la
dépense énergétique. Elle inclut des activités professionnelles, des déplacements dans la
vie de tous les jours et des activités de loisir. L'exercice ou pratique sportive ou
entrainement physique est un sous-ensemble de l'activité physique. Il sous-entend une
activité physique planifiée, structurée, répétée dont le but est d’améliorer les capacités
physiques d’un individu. Les principales caractéristiques de l’activité ou de l'exercice
physique sont le type (exercice en endurance qui fait intervenir la filiere énergétique
aérobie ou exercice en résistance faisant intervenir la filiere anaérobie), la durée,
I'intensité et la fréquence. L'intensité de |'exercice est exprimée en pourcentage de la
VO,max ou d’équivalent métabolique (MET). La VO,max (exprimée en mL/min/Kg)
correspond a la quantité maximale de consommation d’oxygéne. Un MET correspond a
une dépense énergétique de 1 Kcal/h/Kg ou a une consommation d’oxygéne de 3.5
mL/min/kg. Habituellement, un exercice réalisé a une intensité modérée correspond a un
effort réalisé a 40-60% de la VO,max ou comprise entre 3 et 6 METS. Au-dessus de ces
valeurs, l'intensité de l'exercice est considérée comme vigoureuse. Généralement, pour
obtenir un bénéfice optimal au niveau cardiovasculaire, il est recommandé de pratiquer
régulierement un exercice aérobique (30 min par jour, 5 fois/semaine a intensité
moyenne ou 20 min a intensité forte, 3 fois/semaine) (Haskell et al., 2007;Leitzmann et
al.,, 2007) et la majorité des études cliniques citées ci-dessous suivent ces

recommandations.

Ainsi, la plupart des études montrent incontestablement que l'activité physique
prévient la mortalité cardiovasculaire tant en prévention primaire que secondaire
(Bassuk & Manson, 2005;Casillas et al., 2007;Gaesser, 2007;Pedersen & Saltin,
2006;Vuori I, 2007;Warburton et al., 2006). La prévention primaire s’adresse aux sujets
porteurs d’'un ou plusieurs facteurs de risque, donc susceptibles de développer de

I'athérosclérose, mais indemnes de toute pathologie cardiovasculaire cliniquement
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décelable. Elle a pour objectif d’éviter la survenue d’accidents athéro-thrombotiques. La
prévention secondaire concerne les sujets ayant déja présenté un accident
cardiovasculaire et a pour but d’en éviter la récidive ultérieure. Il existe également une
prévention tout a fait en amont qui concerne les individus sains, dont l'objectif est de
prévenir l'installation des facteurs de risque. Dans ce travail, nous citerons les données
de la littérature les plus récentes pour souligner le rGle clé de |'exercice dans la
prévention primaire et secondaire des événements cardiovasculaires. Nous expliciterons

aussi les mécanismes de |'exercice qui régissent ce bénéfice.

1. Prévention primaire et secondaire: données
observationnelles et expérimentales récentes

L'activité physique, indépendamment de l'dge et du sexe, est fortement et
inversement associée avec le risque de maladies cardiovasculaires en général et avec le
risque d’événements coronariens, en particulier. Par exemple, dans une étude américaine
portant sur 88393 femmes de 34 a 59 ans, suivies 20 ans en moyenne, la pratique d'au
moins 3h30 d’exercice aérobique par semaine chez les femmes obeéses (indice de masse
corporel (IMC) = 30 kg/m?) est associée a une diminution significative du risque
d’événements coronariens par rapport aux femmes obéses pratiquant moins de 1h
d’exercice aérobique par semaine (Li et al., 2006). De méme, une récente étude
prospective, réalisée chez des sujets fumeurs agés de 50 a 71 ans, a observé une
diminution du risque de mortalité cardiovasculaire d’environ 40% chez les sujets ayant
suivi un entrainement selon les recommandations citées préalablement (exercice
aérobique, 30 min par jour 5 fois/semaine a intensité moyenne ou 20 min a intensité
forte 3 fois/semaine) (Leitzmann et al., 2007). Chez les personnes diabétiques de type 2,
3 a 4 heures d’exercice par semaine permettent de diminuer le risque de mortalité
cardiovasculaire de 31 a 50% (Hu et al., 2004). Chez I'animal a risque cardiovasculaire,
I'exercice en endurance prévient aussi la mortalité cardiovasculaire. Par exemple, Napoli
et al. ont observé un taux de survie trois fois supérieur chez des souris
hypercholestérolémiques qui ont suivi un protocole de nage pendant 18 semaines (5

fois/semaine, 1 heure par séance, 2 séances/jour) comparativement aux souris contréles
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sédentaires (Napoli et al., 2006). De méme, |'exercice en endurance sur tapis roulant (3
fois/semaine, 45 minutes/jour) retarde fortement la mortalité cardiaque chez le rat
séverement hypertendu (Chicco et al., 2008).

L'activité physique est aussi utilisée en prévention secondaire comme outil de
réhabilitation chez des patients ayant connu une atteinte cardiovasculaire (Koutroumpi
et al., 2008;Milani & Lavie, 2007). Par exemple, chez des patients coronariens entrainés
pendant 12 semaines (3 fois/semaine ; 30-50 min/séance), Adams et al. ont estimé que
leur taux de mortalité serait diminué de 33 a 44% dans les 5 ans suivant l'arrét de
I’'entrainement par rapport aux patients coronariens sédentaires (Adams et al., 2008). La
mortalité cardiovasculaire est aussi significativement diminuée chez des patients atteints
de claudication oblitérante des membres inférieurs ayant une activité physique
quotidienne. L'exercice a également amélioré les distances de marche (sans douleurs) de

ces patients (Garg et al., 2006).

Comme nous venons de le souligner, I'exercice prévient la mortalité cardio- et
vasculo-ischémiante induite par I'athérosclérose tout en améliorant la qualité de vie du
patient. Ces bénéfices sous-entendent que |'exercice active des mécanismes capables de
retarder le développement de l'athérosclérose. Quels sont les mécanismes athéro-

protecteurs de lI'exercice ?

2. Les mécanismes athéro-protecteurs de I’exercice
physique

L'exercice prévient la mortalité liée a |'athérosclérose a travers plusieurs
mécanismes : une modification favorable des facteurs de risque et surtout une
amélioration de la fonction/dysfonction endothéliale. Ces bénéfices vont freiner le

processus athéroscléreux et donc prévenir la mortalité cardiovasculaire
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2.1 Effets bénéfigues sur Iles facteurs de risque
cardiovasculaire

Les effets favorables de I'exercice sur les facteurs de risque cardiovasculaire sont
largement connus (Bassuk & Manson, 2005;Pedersen & Saltin, 2006;Sasaki & dos
Santos, 2006). Toutefois, ce bénéfice ne serait pas le mécanisme athéro-protecteur
majeur de I'exercice puisqu’il a été démontré que |'exercice pouvait prévenir la mortalité
indépendamment de toute amélioration du risque coronarien (Blair et al., 1996). De ce
fait, les effets de l'exercice sur les facteurs de risque cardiovasculaire ne seront pas
détaillés dans ce travail.

Brievement, l'exercice peut améliorer de maniere spécifique et/ou systémique
I'’ensemble des facteurs de risque. A titre d’exemple, il est montré que I'exercice abaisse
la pression artérielle chez I'animal/homme hypertendu (Fagard, 2006;Zhang et al.,
2006), améliore le profil lipidique chez I'animal/homme hypercholestérolémiant (Napoli
et al., 2004;Varady et al.,, 2005) ou encore améliore la sensibilité a l'insuline chez
I'animal/homme diabétique (de Lemos et al., 2007;De et al., 2006). L'effet systémique
de l'exercice sur les facteurs de risque cardiovasculaire est bien démontré dans I'étude
de Meyer et al. qui a analysé I'effet d’'un programme d’exercice de 6 mois chez de jeunes
sujets obéses (Meyer et al., 2006). Ses résultats montrent que |’'exercice, en plus de
réduire significativement le poids corporel des sujets, diminue aussi significativement la
pression artérielle moyenne, la résistance a l'insuline, les triglycérides, les LDL-c ainsi

que le ratio LDL-¢c/HDL-c.

L'exercice a également un effet systémique sur les facteurs de risque chez le
patient coronarien. Par exemple, Peschel et al. ont montré une amélioration du profil
lipidique, de la pression artérielle et de l'indice de masse corporel suite a un
entrainement spécifique de 4 semaines (6 séances quotidiennes de 15 min d’exercice

aérobique plus 1h par semaine de sport collectif) (Peschel et al., 2007).
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2.2 Effets bénéfiques sur la fonction/dysfonction
endothéliale

Etant donné le role majeur de la dysfonction endothéliale dans la maladie athéro-
thrombotique, on comprend pourquoi elle est rapidement apparue comme une cible
préventive et thérapeutique prioritaire. L'amélioration de la fonction endothéliale en
réponse a l'exercice serait I'un des mécanismes-clés responsable de la diminution de la

mortalité cardiovasculaire observée avec |'exercice.

2.2.1 Données expérimentales récentes

Les données expérimentales indiquent que l'exercice est capable de stimuler la
fonction endothéliale, sous-entendu la relaxation endothélium-dépendante, chez les
animaux/sujets a risque cardiovasculaire et/ou I'hnomme coronarien. Ces effets se
produisent dans les différents territoires vasculaires (artéres de conductance et de

résistance) impliqués ou non dans la réalisation de I’'exercice.

Chez I'animal, en particulier le porc, Woodman et al. ont montré que 16 semaines
d’exercice d’endurance sur tapis roulant atténuaient les effets déléteres de
I’hnypercholestérolémie sur la relaxation endothélium-dépendante au niveau de l'artére
brachiale (Woodman et al., 2003) et des artéres coronaires (Woodman et al., 2004). Ces
effets préventifs de I’'exercice sont également observés au niveau de l'aorte chez la
souris hypercholestérolémique (Laufs et al., 2005), diabétique (Moien-Afshari et al.,
2008) ou encore chez le rat hypertendu (Graham & Rush, 2004). La fonction
endothéliale est aussi améliorée au niveau des artérioles mésentériques de résistance du
rat diabétique (Chakraphan et al., 2005). Ces observations chez l'animal ont été
confirmées chez I'homme. En effet, il a été montré que 8 semaines d’exercice
prévenaient l'altération de la fonction endothéliale de |'artére brachiale observée chez de
jeunes sujets obéses par rapport a des sujets avec un poids corporel normal (Watts et
al., 2004b). L'exercice prévient aussi la dysfonction endothéliale chez I'homme
coronarien (Walsh et al., 2003). L’exercice a également un r6le thérapeutique puisqu’il
peut corriger partiellement ou totalement I'altération de la vasorelaxation dépendante de

I’endothélium chez I'homme a risque cardiovasculaire ou déja atteint de la maladie
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coronarienne (De et al., 2006;Hambrecht et al., 2000;Meyer et al., 2006;Walsh et al.,
2003;Watts et al., 2004a). Par exemple, la vasoconstriction coronarienne paradoxale en
réponse a I’Ach est réduite de 54% chez le patient coronarien entrainé pendant 4

semaines (Hambrecht et al., 2000).

Quels sont les mécanismes biologiques moléculaires a l'origine du bénéfice de

I’'exercice sur la vasorelaxation endothélium-dépendante ?

2.2.2 Les mécanismes moléculaires sous-jacents

L’exercice régulier peut donc améliorer la fonction endothéliale, prévenir et méme
normaliser la dysfonction endothéliale. Les mécanismes biologiques protecteurs
précisant les bienfaits de I|'exercice sur la dysfonction endothéliale restent encore
largement inconnus. Cependant, les travaux expérimentaux semblent démontrer que
I'exercice activerait la voie eNOS/NO soit en augmentant la production de NO
(augmentation de l'expression du gene codant pour la eNOS) et/ou soit en diminuant
son inactivation (augmentation des enzymes anti-oxydantes et diminution des enzymes
pro-oxydantes). De part ces mécanismes, |'exercice augmente la biodisponibilité en NO
et en prévient, par conséquent, sa diminution qui est, rappelons-le, la caractéristique

principale de la dysfonction endothéliale.

e Sur-expression de la eNOS

Les données de la littérature indiquent que |'exercice, via I'élévation des forces de
cisaillement, stimule les facteurs tanscriptionnels, traductionnels et post-traductionnels

impliqués dans la régulation du géne codant pour la eNOS.

- Stimulation transcriptionnelle et traductionnelle de la eNOS
L'exercice, via I'augmentation des forces de cisaillement, est capable d’augmenter
directement la quantité d’ARNm et donc de stimuler I'activité transcriptionnelle du géne
de la eNOS. Uematsu et al. ont été les premiers a montrer que l'application in vitro de
forces de cisaillement a des cellules endothéliales aortiques bovines ou humaines en
culture, augmentait le taux d’ARNm de 1I'’eNOS (Uematsu et al., 1995). Cette

augmentation a également été rapportée chez la souris hypercholestérolémique au
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niveau de l'aorte (Laufs et al., 2005). Ces résultats ont été confirmés en clinique puisque
Hambrecht et al. ont relevé une expression de ’'ARNmM-eNOS augmentée de 96% chez
des patients coronariens entrainés pendant 4 semaines par rapport aux patients restés

sédentaires (Hambrecht et al., 2003).

En réponse a l'exercice, I'élévation du taux d’ARNmM-eNOS est généralement
accompagnée d’une sur-expression de la protéine. Cette augmentation de la traduction
de la eNOS comme adaptation aux forces de cisaillement est aussi bien décrite chez
I'animal a risque cardiovasculaire et I'homme coronarien (Graham & Rush,

2004;Hambrecht et al., 2003;Laufs et al., 2005;Moien-Afshari et al., 2008).

- Modifications post-traductionnelles

La eNOS est sujette a de nombreux modes de régulation post-traductionnels
(phosphorylation, nitrosylation et acylation) interactifs qui interviennent dans la
stimulation ou l'inhibition de l'activité enzymatique (Dudzinski & Michel, 2007). Nous
avons vu, dans la premiéere partie de notre revue de littérature, que la phosphorylation
de la eNOS via la voie signalétique de I’Akt est un mécanisme-clé de son activation en
réponse aux forces de cisaillement. Cependant, si cette voie Akt/eNOS phosphorylée est
bien démontrée dans les études in vitro réalisées sur des cellules endothéliales en
culture, rares sont les études expérimentales a avoir exploré cette voie chez I'animal et
I'homme. Tout récemment, Moien-Afshari et al. ont montré une augmentation de la
forme phosphorylée de 1'’eNOS dans |'aorte de souris diabétique soumise a un exercice
sur tapis roulant pendant 7 semaines (Moien-Afshari et al., 2008). Chez I'homme, seule
I’étude de Hambrecht et al. a montré, a notre connaissance, une augmentation de
I'expression des formes phosphorylées de I’Akt et de la eNOS aprés 4 semaines
d’exercice chez le patient coronarien au niveau de l'artére mammaire interne

(Hambrecht et al., 2003).

La stimulation des facteurs transcriptionnels, post-transcriptionnels et

traductionnels de la eNOS serait le mécanisme majeur par lequel I'exercice augmente la

-39 -



production du NO et prévient la dysfonction endothéliale. Néanmoins, les mécanismes a

I'origine de la dégradation du NO peuvent également étre impliqués.

e Diminution de la dégradation du NO

- Augmentation des défenses anti-oxydantes

L'exercice serait capable de stimuler conjointement ou spécifiqguement la plupart
des enzymes anti-oxydantes comme la superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD et la
SOD extracellulaire), la glutathion peroxidase et la catalase. In vitro, I’élévation des
forces de cisaillement sur des cellules endothéliales aortiques augmente la quantité
d’ARNm de la Gpx (Takeshita et al., 2000). L’exercice stimule les défenses anti-
oxydantes chez I'animal présentant un facteur de risque cardiovasculaire. Par exemple,
I’étude de Moien-Afshari et al. précedemment citée a montré une augmentation
significative du taux protéique Cu/Zn SOD aortique chez la souris diabétique entrainée
comparativement aux animaux diabétiques sédentaires. Enfin, chez I'homme, une
récente étude a observé une augmentation de 24% de l'activité enzymatique de la SOD

suite a un protocole d’exercice de 6 mois (Gordon et al., 2008).

Les effets anti-oxydants de l’exercice régulier sont dus non seulement a une
augmentation des défenses anti-oxydantes mais aussi a une réduction des enzymes pro-

oxydantes.

- Diminution des enzymes pro-oxydantes

Parmi les enzymes qui participent au stress oxydant, la NADP(H) oxidase
représente la principale source de production d’O,” dans la paroi vasculaire. Elle se
compose de cing sous-unités majeures, a savoir deux sous-unités membranaires
(gp91phox et p22phox) et trois sous-unités cytosoliques (p47phox, p67phox et Rac)
(Singh & Jialal, 2006). In vitro, les forces de cisaillement appliquées sur des cellules
endothéliales humaines de veine ombilicale (HUVEC) diminuent I’expression de la
gp91phox et de la p47phox avec une baisse de la production de O, (Duerrschmidt et
al., 2006). Chez l'animal hypertendu, Graham & Rush (2004) ont montré que 6
semaines d’exercice aérobique diminuaient I'expression protéique de la sous-unité

gp91phox au niveau de l'aorte. Chez I'homme coronarien entrainé pendant 4 semaines,
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Adams et al. ont aussi observé une diminution significative des sous-unités gp91phox et

p22phox en comparaison aux sujets sédentaires (Adams et al., 2005).

e Autres mécanismes: Systéme Rénine-Angiotensine (RAS)

Précédemment, nous avons vu que la fixation de I’Ang II sur son récepteur AT1
provoque une vasoconstriction. L'étude de Adams et al. citée ci-dessous, montre
également que l'exercice peut diminuer de 49% la vasoconstriction de l'artére
mammaire en réponse a I'’Ang II chez les patients coronariens. Pour expliquer cette
observation, ils ont analysé I'expression des récepteurs AT1 et montré une baisse de leur
expression. Ces résultats suggérent une implication possible de I'Ang II et de son
récepteur AT1 dans les mécanismes moléculaires protecteurs de I’'exercice sur la fonction

endothéliale.

2.2.3 Effets sur les autres marqueurs de la dysfonction
endothéliale

En plus de I'amélioration de la relaxation endothélium-dépendante, |'exercice
affecte également positivement les autres marqueurs de la dysfonction endothéliale cités
préalablement. Par exemple, il a été montré, chez des patients diabétiques de type 2,
gue 6 mois d’exercice en endurance (2 sessions/semaine a intensité modérée) ont
abaissé significativement les concentrations plasmatiques de P-sélectine et ICAM-1
(Zoppini et al., 2006) ainsi que les cytokines pro-inflammatoires TNF-o et IL-18
(Kadoglou et al., 2007). De méme, chez des patients coronariens et/ou a fort risque
cardiovasculaire, 12 semaines d’entrainement en endurance diminuent significativement
le taux plasmatique de IL-8 et de MCP-1 respectivement de 21 et 5% (Niessner et al.,
2006). Cet effet anti-inflammatoire de |'exercice se retrouve également chez le patient

souffrant d’artériopathie des membres inférieurs (Saxton et al., 2008).

Nous venons de montrer le réle bénéfique de I'exercice sur la fonction/dysfonction
endothéliale. L'une des conséquences attendue de ce bénéfice est |Ia

prévention/ralentissement du développement de la plague d’athérosclérose.

- 41 -



2.3 Prévention de I’extension de I’'athérosclérose
Les récentes études expérimentales montrent que l’‘exercice est capable de
freiner le développement de l'athérosclérose et méme de régresser les lésions pré-

existantes chez les animaux/sujets a risque cardiovasculaire.

Par exemple, il est bien démontré que |'exercice diminue la taille des plaques par
rapport aux animaux sédentaires (Laufs et al., 2005;Napoli et al., 2004;Shimada et al.,
2007). Cet effet préventif de I'exercice sur l'extension de I'athérosclérose a également
été observé chez 'homme a risque cardiovasculaire. Par exemple, Meyer et al. ont
montré que 6 mois d’exercice (3 fois/semaine, 1heure/séance) prévenaient
I'augmentation de |'épaisseur carotidienne de lintima/média (méthode clinique pour
évaluer le développement de I'athérosclérose) observée chez de jeunes sujets obéses
comparativement aux sujets avec un poids corporel normal (Meyer et al., 2006).

Notons que l’exercice peut aussi régresser la taille des plaques pré-existantes
chez la souris hypercholestérolémique (Ramachandran et al., 2005). La réduction de la
sténose coronarienne est également réduite chez le patient coronarien en réponse a
I'exercice (Niebauer et al., 1997).

Dernierement, il a été montré que l'exercice, en plus de ralentir la progression de
I’'athérosclérose, pouvait également réduire la sévérité des lésions chez la souris
hypercholestérolémique avec notamment une diminution du nombre de macrophages

dans les plaques (Napoli et al., 2006;0kabe et al., 2007).

2.4 Autres mécanismes
La diminution de la mortalité athéro-thrombotique pourrait également s’expliquer
par d'autres mécanismes que ceux relatifs a I'amélioration de la fonction endothéliale et

de son bénéfice sur la plaque d'athérome.

L'une des pistes les plus probantes concerne le réle des cellules endothéliales
progénitrices (CEP). Ces derniéres sont de véritables marqueurs du risque coronarien
puisqu’une récente étude a montré que le nombre de ces cellules est inversement corrélé

a la mortalité cardiovasculaire chez les patients coronariens (Werner et al., 2005). Ces
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cellules, produites par la moelle osseuse, s'insérent dans la couche endothéliale du
vaisseau et contribuent a sa cicatrisation, a la réparation de l'ischémie et a I'angiogenése
(Zampetaki et al., 2008). Steiner et al. ont montré une augmentation des CEP circulants
aprés 12 semaines d’entrainement en course a pied chez des patients coronariens
(Steiner et al., 2005).

D’autre part, I’'exercice aurait des effets hémostatiques favorables, qui pourraient
réduire le risque d’une occlusion artérielle par le thrombus suite a la rupture de plaque.
Chez la souris hypercholestérolémique, Pynn et al. ont montré que 3 semaines
d’exercice, apres l'induction d’une rupture de plaque au niveau de la carotide, diminuent
significativement la sténose artérielle (Pynn et al., 2004). Ce bénéfice s'accompagne en
plus, d'une diminution de I'expression, au sein de la plaque, de certains marqueurs anti-
fibrinolytiques tels que le PAI-1. Ces résultats ont été confirmés en clinique. En effet,
chez des patients atteints d’artériopathie oblitérante des membres inférieurs, 6 mois
d’exercice de marche améliorent significativement I'activité fibrinolytique des sujets
caractérisée par une réduction de 23% de l'activité PAI-1 et une augmentation de 28%

de l'activité du tPA (Killewich et al., 2004).
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1. Les objectifs généraux

Au regard de notre synthése bibliographique, l'exercice prévient la mortalité
cardiovasculaire induite par |'athérosclérose chez le sujet/animal a risque
cardiovasculaire. Si de nombreux effets athéro-protecteurs de I'exercice ont été

proposés, tous ne sont pas connus.

Bien que de nombreuses études aient observé une amélioration de la fonction
endothéliale avec l'exercice, sous-entendue une amélioration de I'EDV, I'explication
pharmacologique précise des mécanismes vasculaires a l'origine de ce bénéfice reste
inconnue. L'objectif de notre premier travail a donc été d’examiner, a partir d'un modéle
expérimental d’hypercholestérolémie et d’‘athérosclérose décrit ci-dessous, quels
pouvaient étre les mécanismes vasculaires a l'origine de la stimulation de la fonction
endothéliale en réponse a l'exercice (est-ce via un plus grand nombre et/ou une plus
grande sensibilité des récepteurs muscariniques a I'’Ach ? Est-ce via une stimulation des
signaux intracellulaires récepteurs-dépendants médiés par I’Ach ? Est-ce via une plus

grande sensibilité de la CMLV au GMPc ?...).

D’autre part, si il est effectivement bien démontré dans la littérature que
I'exercice inhibe la progression de I'athérosclérose chez I'homme et animal a risque
cardiovasculaire, I'effet de I'exercice sur la qualité de la plaque est inconnu alors que la
dangerosité de la plaque dépend plus de qualité que de sa quantité (surface). L'objectif
de notre deuxiéme travail a donc été d’examiner si |'exercice pouvait stabiliser la plaque
(diminution de la taille du coeur lipidique ? Augmentation de |’épaisseur de la chape
fibreuse ? Augmentation du nombre de CMLV et diminution du nombre de
macrophages ?...) et si oui, par quel(s) mécanisme(s) moléculaire(s) (est-ce a travers,

entre autres, une sur-expression de la voie eNOS phosphorylée Akt-dépendante ?).

Enfin, la question de savoir si I'exercice peut prévenir la plaque instable est I'une
des plus importantes en recherche cardiovasculaire puisque, rappelons-le, la rupture de
la plaque instable constitue I'événement initiateur majeur des complications cliniques de

I'athérosclérose. Or, aucunes données n’existent & ce jour sur ce sujet, notamment par
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le fait qu'il n‘existe pas de modéle expérimental de plaque instable. Ainsi, dans notre
troisiéme partie, I'objectif principal a été de déterminer si I'exercice pouvait prévenir le
développement de la plaque vulnérable. Pour cela, nous avons utilisé un modele murin
de plaque instable (modéle d’hypertension rénovasculaire a rénine et Ang II élevés)
généré par |'équipe du Dr Mazzolai (Mazzolai et al., 2004b). Plusieurs mécanismes
moléculaires ont été explorés, notamment I'expression des récepteurs AT1 qui médient

les effets pro-athérogénes de I’Ang II.

2. Description de notre modéle expérimental: la souris ApoE™”
La souris ApoE”" est le modéle expérimental de I‘athérosclérose le plus

communément utilisé dans la recherche scientifique.

Ce modéle murin a été généré en 1992 par I'équipe du Pr Maeda a partir de la
souche C57BL/6, souris saine indemne de tout risque cardiovasculaire (Piedrahita et al.,
1992). L'apolipoprotéine E est synthétisée par le foie et les macrophages et posséde de
nombreuses fonctions anti-athérogénes. En effet, c’est un constituant des lipoprotéines
plasmatiques qui sert de ligand pour les récepteurs LDL-r (récepteur des LDL) et LRP
(protéine associée au récepteur des LDL). Par conséquent, l'invalidation homozygote du
gene de l'apolipoprotéine E chez ces animaux induit une augmentation prononcée de la
concentration plasmatique en LDL et VLDL (lipoprotéines de tres faible densité)
attribuable a I’échec des LDL-r et LRP a éliminer normalement ces particules. Les souris
ApoE”" développent alors spontanément des plaques d’athérome avec un phénotype trés
semblable aux plaques humaines. Avec un régime normal, les Iésions commencent a 5
ou 6 semaines avec l'adhésion et la migration des monocytes sur I'endothélium. Les
stries lipidiques apparaissent vers 12 semaines alors que les plagues se développent aux
alentours de 20 semaines. Le développement de |I'athérosclérose chez ce modeéle peut
étre fortement accéléré par un régime gras, riche en lipides (Kolovou et al.,

2008;Zadelaar et al., 2007).
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PREMIERE PARTIE: EXERCICE PHYSIQUE, PREVENTION
DES PLAQUES D’ATHEROSCLEROSE ET DE LA
DYSFONCTION ENDOTHELIALE CHEZ LA SOURIS APOE™””

News insights into the vascular mechanisms underlying the beneficial effect

of swimming training on the endothelial vasodilator function in apolipoprotein E-

deficient mice

Maxime Pellegrin, Alain Berthelot, Christophe Houdayer, Vincent Gaume, Valérie
Deckert, Pascal Laurant

Atherosclerosis 2007 Jan;190(1):35-42 (Impact factor 2007: 4.3)

1. Butde I’étude

Le but de cette étude était d’explorer les effets de I'exercice d'une part, sur I'extension
des plaques athéromateuses et d’autre part, sur la fonction endothéliale chez la souris
apoE™".

Nos hypothéses étaient les suivantes: [I'exercice ralentit la progression de
I'athérosclérose et prévient la dysfonction endothéliale via des mécanismes

vasculaires a définir.

2. Meéthode

- Les souris apoE”", nourries avec un régime enrichi en matiére grasse (0.2%
cholestérol) ont suivi oU non un protocole de nage pendant 9 semaines (5
fois/semaine ; 50 min/jour). Un groupe de souris normocholestérolémiques C57BL/6
ont été utilisées comme groupe contréle.

- Evaluation de la taille des plaques au niveau de la racine aortique

- Evaluation de la fonction endothéliale. Etude in vitro de la vasorelaxation dépendante
et indépendante de I'endothélium, de I'aorte thoracique, en réponse a I'Ach
(vasodilatateur récepteur-dépendant, endothélium- et NO-dépendant), au calcium

ionophore A23187 (vasodilatateur récepteur-indépendant, endothélium- et NO-
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dépendant, agoniste des canaux calciques endothéliaux), au DEA-NONOate
(vasodilatateur endothélium-indépendant, donneur exogéene de NO) et a la papavérine
(vasodilatateur  endothélium-indépendant, inhibiteur  non spécifique des
phosphodiestérases qui inhibent la biodisponibilité du GMPc) (Figure 6). La relaxation
maximale (Emax) et le pD2 (indicateur de la sensibilité du vaisseau) sont mesurés

pour chaque drogue.

Acétylcholine

A23187

-
21, -
Ca“-Calmodulin AA

- 1
+, | 4 L]
LAW%S *  P-480°
PG, NCr EDOHF

Smooth
muscle cell r

ealuble
guanylate cyclase K *

ATP cAMP—» Ca?*

Relaxation Papavérine

Figure 6. Effets pharmacologiques des différentes drogues (Ach, A23187, DEA-NONOate et
papavérine) utilisées pour étudier les effets de I’'exercice sur la fonction endothéliale de la souris

apoE'/'.
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3. Résultats principaux et conclusion

- L'exercice a fortement réduit la taille des plaques chez la souris apoE”".

- L'exercice prévient l'altération de la vasorelaxation endothélium- et NO-dépendante
observée chez les souris apoE”" sédentaires. Nous apportons pour la premiére fois une
explication pharmacologique aux mécanismes vasculaires qui médient I'amélioration
de la fonction endothéliale. L'exercice stimule la fonction endothéliale via :

1) Une augmentation de la sensibilité et/ou du nombre des récepteurs
(muscariniques) spécifiques a I’Ach.

2) Une activation du processus de transduction du signal récepteur-dépendant
en réponse a l‘augmentation de la sensibilité et/ou du nombre des
récepteurs spécifiques a I’Ach avec pour conséquence une stimulation des
voies de signalisations intracellulaires a I'origine d’une bioactivité accrue de

NO.
3) Une augmentation de la sensibilité des CMLV au GMPc.

- L'exercice ne modifie pas le profil lipidique de la souris apoE”" (cholestérol total, LDL-c,
HDL-c et triglycérides). Ce dernier résultat démontre que l|'exercice a eu un effet

protecteur direct sans modification du facteur de risque cardiovasculaire.
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Abstract

The anuatherogemic role of exercise 15 poorly understood. We examined the swimming exercise-induced vascular mechamisms which
enhance the endothelial vasodilator function in apoE~"= mice. Male apoE™"= mice treated for 9 weeks with a lipid-rich diet were divided into
two groups: the exercise group (apoE~"= X). which underwent a 9-week swimming protocol (30 min/day: 5days/week) and the sedentary
group (apoE~'= Si. CSTBLI6 mice were used as the control group. Atherosclerotic lesions in the aortic roots were significantly reduced in
apaE~"= X compared to apoE~"= S Relaxauon to acetyleholine was improved i apoE~"= X as compared o apoE~= S and control mice with
Exar and pDy values signiticantly higher. pDy values in response to papaverine were higher in apoE="= X than in the other groups. Relaxation in
response 0 A23187 and DEA-NONOate were similar. These findings suggest thal swimming training may increase the sensitivity of relaxation
toacetylcholine, which i tuen activates acetylcholine-mediated signaling pathways leading to mereased NO bioactivity, Swimming may also
prolong the signaling actions of NO by sumulating the sensiivity of vascular smooth muscle cells to cyelic nucleotides. These appear to be

the key mechanisms underlying the improvement of the NO-cGMP pathway in exercised apoE~ mice.

© 2006 Elsevier Ireland Lid. All nights reserved.

Keywords: Swimming exercise; Atherosclerotic lesions; Endothelial function: Vascular mechanistics

Endothelial dysfunction is a key early step in the devel-
opment of atherosclerosis and is also involved in plaque
progression and the occurrence of atherosclerotic complica-
tons [1]. The hallmark of endothelial dysfunction is impaired
endothelium-dependent vasodilatation, which is mediated by
NO. a powerful endothelium-derived substance. A defect in
NO production or activity has been proposed as a major
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mechanism of endothelial dysfunction and a contributor to
atherosclerosis [2]. Endothelial function 1s most commonly
assessed as a vasodilator response to various pharmacological
agonists. Acetylcholine 1s the most commonly used agent to
assess endothelum-mediated vasodilatation. [t acts via mus-
carmic membrane receptors with signal transduction through
G proteins to mediate the release of NO. The NO which 1=
formed ditfuses o underlying vascular smooth muscle cells,
where it activates guanylate cyclase to produce cyclic GMP
from GTP. inducing vascular smooth muscle cell relaxation
[3]. Given the various pathophysiological actions of NO,
abnormalities could occur at many of the following sites
such as: (a) membrane receptors in the arterial wall that
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interact with agonists or physiological sumul capable of
generating NO: (b NO diffusion from endothelium to vas-
cular smooth muscle cells and (¢) interaction of NO with
guanylate cyclase and consequent limitation of cyelic GMP
production [4]. Because of its important role in atherosclero-
sis, endothelial dysfunction could be considered as a primary
therapeutic target. Exercise is associated with favorable mod-
ification of cardiovascular risk factors and directly affects the
functional activity of the vascular endothelium [5]. In fact,
exercise training plays an important role in managing car-
diovascular risk factors, including elevated wiglyceride lev-
els, low HDL-cholesterol, hypertension, glucose intolerance
and obesity [6]. Improved endothelium- and NO-dependent
vasorelaxation after exercise tramning has been demonstrated
in patients with coronary artery disease [ 7] as well as in hyper-
lipidemic animals models [8]. However, few studies have
examined mn vitro the vascular reactivity of apolipoprotein
E-deficient mice (apoE~""), which is a very effective and
practical model for the study of atherosclerosis [9], after exer-
cise training. To our knowledge, the effect of regular exercise
on the vascular sites involved i the NO-mediated pathways
has not been previously examined. Therefore, the aim of this
present study was to explore the vascular mechanisms which
play a role i improving endothelivm-dependent vasomo-
tor function in response to swimming exercise in apoE~'=
mice.

1. Methods
11 Amimals and exercise protocol

Seventeen-week-old male CS7BL/6J (control) mice and
homozygous apolipoprotein E-deficient mice (apoE=/=)
were used (Charles Rivers Laboratories, L' Arbresle, France).
Animal care and experimental procedures were conducted in
compliance with the European convention for the protection
of vertebrate animals used for experimental and other scien-
tihe purposes ( European Union Directive 86/600EEC, 1086).
ApoE™" mice were backcrossed to the C37BL/6 genelic
background for at least eight generations. Mice were main-
tained on a 12h light—=dark schedule at 21°C. and had free
access to food and water through the study. After a 3-week
period of acchmatizaton, mice were randomized into three
groups and were submitted to experimental protocol for 9
weeks.

e Control group: wild-type mice (CS7TBL/6J: n=10) on a
normal mouse chow (0% cholesterol ).

o Sedentary group: apoE-deficient mice (apoE~"= Sin=11)
on the lipid-rich Western-type diet containing 0.2% choles-
terol (UAR, Epinay-sur-Orge, France) to accelerate the
development and progression of spontancous atheroscle-
rotic lesions [10].

e Exercise group: apoE-deficient mice (apoE~"= X:n=10)
onthe lipid-rich Western-type diet contaming 0.2% choles-
terol.

Mice in the exercise group underwent a Y-week endurance
swimming program (5 daysfweek) in water at 35-36°C. To
allow for acclimatization, the length of swimming tme was
gradually increased, begimning with a 30-nmun training penod
at week 1 and ending with a 45-min training period at week
3. During weeks 4-9, mice swam continuously for 50 min.
Group training was used as It promotes more vVigorous exer-
cise than when mice are allowed to swim alone [11]. Mouse
was towel-dried after each training session. At the end of the
experimental protocol, mice were anesthetized with sodium
pentobarbital njection (60 mg/kg body weight: 1P). Blood
samples were drawn from the retro-orbital sinus for mea-
surement of lipid analysis.

1.2. Invitro vascular study

1.2.1. Vascular rings preparation

After sacrifice, the descending thoracic aorta was rapidly
dissected, cleaned from loose connective tissue in the adven-
titia and 1mmersed m Krebs solution composed of (mM):
NaCl 118, KC1 4.7, NaHCO,, 25, CaCly 2.5, MgSOy 1.2,
KH2PO4 1.2 and glucose 11+ bubbled with a mixture of 95%
0> and 3% CO2 at pH of 74, Four aortc rings (2-3mm
long) per mouse were studied in parallel (one for each drug
studied as described below). The rings were then suspended
horizontally between two L-shaped stainless steel hooks
i organ chambers which contained 10ml of Krebs main-
taned at 37 °C. Isometric tension (g) was measured using
a force digplacement transducer (F 60 Myograph, Narco-
Biosystems) connected to the upper hook. During an equi-
libration period of 90 min, aortic rings were progressively
stretched to their optimal passive tension (2g) as assessed by
the response to 100 mM KCI. The rings were then exposed to
phenylephrine (10~ M). Endothelial integrity was confirmed
before the experiment by testing acetylcholine (10=% M)-
induced relaxation under phenvlephrine pre-contracted con-
dittons.  After this procedure. the rngs were washed
and allowed 1o re-equilibrate o baseline tension for
30,

1.2.2. Vasorelaxation studies

Endothelium-dependent  relaxation  was  assessed by
cumulative concentration—response curves to acetylcholine
(ACh. 107" to 107" M) or calcium ionophore (A23187,
1075 10 35 1073 M) (receptor- and nonreceptor-mediated
endothelium- and NO-dependent agonists, respectively).
Endothelivm-independent relaxation was evaluated by cumu-
lative concentration—response curves for the NO donor
diethylamine  NONOate diethylammonium  salt (DEA-
NONOate, 10=7 to 10=* M) and the nonspecific phospho-
diesterase inhibitor (papaverine, 10=% o 10=*M). Relax-
ation responses to each drug were performed on one distinet
aortic nings from each animal which were pre-contracted
with the oj-adrenoreceptor agonist phenylephrine (Phe.
10=7M) that induced approximately 80% of the max-
mmal contraction. Relaxation responses to acetylcholine,
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A23187. DEA-NONOate and papaverine were expressed
as percentages of the contraction to phenylephrine. Max-
imal relaxation values (Eqay) were determined for each
individual-response curve by nonlinear regression analysis
(SigmaPlot® 8.0). In addition. sensitivity of the vessels to
different drugs (pf); value) was expressed as negative loga-
rthm of the concentraton required to produce half-maximal
relaxation.

1.3. Lipid measurements

Blood samples were collected intest tubes containing hep-
arin and were centrifuged at 4000 t/min for 10 min. Plasma
was stored at —80°C until assayed. Total cholesterol, triglye-
erde, and high-density lipoprotein (HDL) cholesterol levels
were determined enzymatically (ADVIA® 1650).

1 4. Histology and quantification of plague size

Aortic roots were lixed in 4% paraformaldehyvde and
then embedded in paraffin. They were senally cut into
Spm sections and processed for light microscopy using
standard hematoxvlin-cosin staining. For quantitative anal-
vsis of atherosclerosis, five sections from each mouse were
analyzed. The cross-sectional area of the intima (total
area between the lumen and the internal elastic lamina)
was measured by using a digitizing morphometry image-
analysis system (AnalySIS®). The mean lesion area of five
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sections from each mouse (n=8-10) was used o calcu-
late the mean lesion area of all mice in each group of
animals.

1.5 Skeletal musele oxidative enzyme activity

Quadricep femoris samples were collected immediately
atler sacrifice to measure the acuvity of citrate synthase, a
representative inducible mitochondrial enzyme, as an indi-
cator of muscle oxidative capacity. Maximal citrate syn-
thase actuvity was assayed spectrophotometrically on muscle
homogenates as previously described [12].

1.6. Drugs

Acetylcholine hydrochlonde, phenylephrine, papaverine
and DEA-NONOate were purchased from Sigma (Saint
Quenun Fallavier, France). A23187 came from Acros Organ-
1cs ( Noisy-Le-Grand. France). Drugs were dissolved m dis-
ulled water. except for A23187, which was dissolved in
DMSO. Drug concentrations were expressed as final molar
concentrations in the organ bath.

1.7, Staustical analysis
Data are expressed as mean£S.EM. Comparisons of

single means from multiple groups were made by one-
way ANOVA followed by Fisher’s protected LSD (least
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Fig. 1. Physical parameters in CSTBL/6 control, in sedentary (apoE™"" S) and exercised (apoE ™™ X mices n= 10-11 per group. “p = 0.03; °

control “p = 0,05 vs. apoE~/= S.

= 0001 vs,
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significant differences). Significance was considered present
when probability values were <0.05.

2. Results
2.1, Quantification of phvsical activity and lipid levels

ApoE~'= mice (20 weeks old at the end of the experimen-
tal protocol) were heavier compared 1o wild-type CSTBL/6
mice (Fig. 1). However, body weight was significantly
reduced by 12% in exercised apoE~'= mice compared to
sedentary apoE~'= mice (p <0.05: Fig. 1).

Aerobic work capacity may be influenced by cardiac mass.
Mice in the training group exhibited greater heart weight-
to-body weight ratio as compared to the two other groups
(Fig. 1.

To further quantify the level of physical activity, we deter-
mined the quadricep femoris citrate synthase activity in exer-
cised and sedentary mice. Citrate synthase activity was sig-
nificantly increased in exercised apoE~'= mice (Fig. 1).

ApoE™'~ mice demonstrated significantly increased
plasma levels of total cholesterol and HDL-cholesterol ver-
sus control group (Fig. 2). Plasma triglyceride levels were
not significantly different between groups (Fig. 2). Regular
physical exercise had no effect on lipid profile.

(o]
00

Plasma cholesterol (g/)

C57BL'6 ApoE--S  ApoE- X

20

0.5

Plasma triglycerides (g/l)
2 :

0.0 —

C57BL/&é ApoE-- S

Fig. 2. Lipid profile measured in CSTBL/ control, in sedentary (apoE~"~ S) and exercised iapoE ="~ X) mice: n= 1011 per group. “p

control.

Plasma HDL-cholesterol (¢/l)

2.2, Atherosclerotic lesions

Histological  examination  revealed the absence of
atherosclerotic lesions in the aortie roots of CSTBL/G
(control) mice, whereas apoE~"= mice developed athero-
matous plaques. A significant 87% reduction i aortic
rool plaque area was observed in exercised as compared
to sedentary apoE™~ mice (5679.6 um?® 4 3445 4 versus
4432375 pm? & 10488 82 p < 0.03),

2.3, Vascular reactivity study

2.3.1. Vascular contractile responses

There was no difference in aortic contraction induced by
100 mM KCI between control group (1.18¢ £0.07), seden-
tary apoE~'= mice (1.26g £ 0.09), and exercised apoE~'~
mice (1.25g £ 0.10). Maximal vascular tensions in response
to Phe were similar between the various groups (0.73¢g £ 0.04
in control group versus 0.90g #0.06 in sedentary apoE~'~
mice versus 0.74 £ 0.07 in exercised apoE~'~ mice). These
findings indicate that myogenic activity of vascular smooth
muscle cells was not altered by atherosclerosis or swimming.

2.3.2. Vascular relavant responses
The endothelivm- and NO-dependent relaxation to acetyl-

choline n apoE~"= S mice was markedly mmpaired as
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Fig. 3. Cumulative concentration-response curves to acetylchaline and calcium ionophare A23187 in phenylephrine-contracted rings of thoracic aortas from
CSTBL/6 control. sedentary (apoE~'~ S) and exercised (apoE~"~ X) mice. Points are mean £ S.EM. (n= 10-1 1 per group).

Table 1

Maximal relaxation (Egy ) and pD; values to acetylcholine, A23187, DEA-
NONOate and papaverine in aortic rings from C57BL/6 control. sedentary
{apoE~'= S) and exercised (apoE ="~ X) mice

CSTBL6 ApoE~~ S ApoE7- X

Emax (%)

ACh 809+ 1.3 591 £69 86.9 4 3.0

A23187 645+ 5.1 596+ 1.9 545473

DEA-NONOate 995424 1020 1.7 983+ |8

Papaverine 115 £33 1112 +29 106.1 £ 32
pD:

ACh 69+ 0.1 67+ 0.1 7.05+0.1°

A23187 5101 S0+0.1 5101

DEA-NONOate 5701 S8+ 0.1 5801

Papaverine 55401 55+£0.1 50401

Emax and pDy are mean £+ S.EM. of 1011 mice per group.
* p<005vs. ApoE~'~ §.
" p<0.05vs. CSTBLIG,

compared to the aortic relaxation of CSTBL/6 control mice
(Fig. 3). The Epa values were significantly lower (p <0.05)
whereas the pD; values were not modified (Table 1). In the
exercised apoE™'~ mice, vasorelaxation induced by acetyl-
choline was significantly improved with Epay and pD> val-
ues significantly higher than those in the sedentary group
(p<0.05).

—— C57BL/6
—a— ApOE-/- S
—=— ApoE-/- X

% relaxation

-70 65 60 -55 -50 -45 -40
DEA-NONOate (log M)

A23187 also caused an endothelium- and NO-dependent
relaxation; however, no differences were found between the
three groups as shown in Fig. 4. The Ey,y and pDs values
were similar (Table 1).

Endothelium-independent relaxation to the NO donor
DEA-NONOate was also unchanged (Fig. 4). Swimming
had no effect on pDsy or Eg, values (Table 1). The
concentration—response curve to papaverine slightly and sig-
nificantly shifted to the left in apoE™"~ X mice in comparison
to the response observed in apoE~= S and control mice
(Fig. 4). The Emax values to papaverine were similar. The
pD2 values were however greater in aorta from exercised

apoE~'~ mice (Table 1).

3. Discussion

The present study demonstrated that a 9-week swimming
program improved and stimulated the endothelium- and NO-
mediated relaxation in response to acetylcholine in apoE=/'~
mice fed a lipid-rich diet. This vasculo-protective effect was
accompanied by a reduction i atherosclerotic lesions.

Swimming exercise reduced atherosclerotic lesion area;
this concurs with data of recent studies demonstrating, after
18 weeks of a progressive swimming program [13] ora 12-

n
o o

% relaxation
g 2 8

8

120
75 -7.0 65 -60 -55 -50 -45 -40

Papaverine (log M)

Fig. 4. Cumulative concentration-response curves to DEA-NONOate and papaverine in phenylephrine-contracted rings of thoracic aortas from C57BL/6
control, sedentary (apoE~'~ S) and exercised (apoE~'~ X) mice. Points are mean £ S.EM. (n=10=11 per group).
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week treadmill exercise program [14]. a steady regression
of atherosclerotic lesions and preexisting lesions in aortas of
low-density receptor-deficient mice (LDLr™"~) subjected to
a high-cholesterol diet. It has also been shown in apoE~'=
mice that a 6-week exercise training program reduced neoin-
timal growth and stabilized vascular lesions which developed
after injury with ferric chloride, a treatment previously shown
to result in lesions that exhibit several histological character-
istics similar to human atherosclerotic plaque [15]. These
results confirm the preventive and therapeutic action of reg-
ular exercise on the structural vascular changes that occur in
atherosclerosis.

In the present study, swimming was associated with obvi-
ous training adaptations in mice. In accordance with the
well-described body mass and cardiac adaptations induced by
endurance training, the 9 weeks of swimming decreased mice
body weight and induced cardiac hypertrophy. In addition,
swimming exercise resulted in an improvement in skeletal
muscle capacity as evidenced by increased citrate synthase
activity. Our results are in accordance with previous stud-
1es demonstrating that in mice swimming exercise programs
decrease body weight [13], increase heart weight-to-body
weight ratio [16], and improve citrate synthase activity in
skeletal muscle [17]. It is generally recognized that skeletal
muscle oxidative capacity 1s increased by exercise train-
ing [18]. Therefore, these data mdicate that our endurance
swimming training is an efficient chronic stimulus to amelio-
rate muscle oxidative metabolism and to exert the effects of
exercise training. [t should be noted that swimming training-
induced physiological responses in mice were not necessanly
observed with other types of exercise such as treadmill exer-
cise [15,19]. Differences in the acute and chronic hemody-
namic responses and metabolic adaptations between swim-
ming and treadmill exercise |20] could explain the training-
induced conditioning discrepancies. Furthermore, swimming
leads to different physical responses and mechanical stresses
compared to running. because of the effects of water pressure,
utthzation of ditferent muscles and reduced effect of gravity.

Plasma cholesterol and HDL-cholesterol levels were
remarkably higher in apoE=~"= on a lipid-rich Western-type
diet than in C37BL/6 control mice whereas there was no dif-
ference for triglycernide levels. These observations diverge
with those of other groups, such as Barton et al. [21], who
observed markedly elevated plasma triglyceride concentra-
tions in 35-week-old apoE~"= treated for 30 weeks with a
Western-type diet (0.15% chelesterol). Gervais et al. [22
showed that 30 weeks old apoE~'= mice developed severe
hypercholesterolemia and hyperriglyceridemia and had a
significantly lower HDL-cholesterol level (=707 ) compared
with the age-matched control mice. These discrepancies may
be related to differences in the age of mice, in the percent-
age of cholesterol and length of atherosclerotic diet. It is well
established that an increase in plasma cholesterol, particu-
larly that associated with LDL. elevates the risk of devel-
oping atherosclerosis and that lowering plasma cholesterol
can retard or even reverse the progression of atherosclerosis

[23]. Epidemiological studies have also shown that plasma
triglycerides strongly correlated with the prevalence and inci-
dence of cardiovascular diseases in univariate analysis [24].
Swimming over a period of 9 weeks did not significantly
affect plasma lipid parameters in our study. It has been pre-
viously reported that exercise (swimming or treadmill exer-
cise), does not lead to significant changes in lipid profile of
either apoE™"~ [15,19.25] or LDLt~'~ mice [14]. On the
contrary, in humans aerobic exercise (12 weeks) results in
increased HDL-cholesterol levels with often a reduction in
blood total cholesterol, LDL-cholesterol, and triglycerides
[26]. Thus, swimming exercise may retard the progression of
atherosclerosis inthe mouse via direct vascular actions which
are independent of blood lipid profile modification.

In subjects with cardiovascular risk factors such as hyper-
cholesterolemia, hypertension or aging, endothelial dys-
function precedes the development of atherosclerosis and
predisposes the subjects to the development of atheroscle-
rotic lesions [27]. Our study and those of others [21.28],
but not all studies on this subject [29], have demonstrated
that endothelium-dependent relaxation to acetylcholine was
impaired in the aorta of apoE™'~ mice ona Western-type diet.
Differences in diet and the age of animals may account for
the disagreements between these studies.

Epidemiological data suggest that moderate intensity of
physical activity reduces the incidence of clinical cardiovas-
cular events in men and women. Cardioprotective mecha-
nisms of physical activity have been shown to reduce adi-
posity, blood pressure, diabetes incidence, dyslipidemia, and
inflammation. and enhance insulin sensitivity, glycemic con-
trol. fibrinolysis. and endothelial function [30]. In apoE~'~
mice, Niebauver et al. [ 19] demonstrated that 4 weeks of tread-
mill running enhanced endothehal vasodilator function in
apoE™~ mice on normal mouse chow but not on a high
fat chow. We show for the first time that swimming was
able to activate and to mmprove the endothelium and NO-
mediated relaxation in aorta from apoE™"~ mice treated with
a lipid-rich diet. We can also provide some pharmacolog-
wal mechamstic nsights inte the molecular mechanisms
underlving the endothelial function, enhanced in response
to exercise. Our results showed that pDa values o acetyl-
choline in aorta from exercised apoE~= mice were higher
than in sedentary apoE="= mice. This finding suggests that
swimming improves the sensitivity of the aortic rings to
acetylcholine. In addition, our data have demonstrated that
swimming improves the impaired Epge value mn response
to acetylcholine. Based on this finding, one might specu-
late that swimming probably stimulates specific receptor-
mediated signal transduction pathways in endothelial cells
leading to increased NO bioactivity. Endothelial muscarinic
receptoractivation by acetylcholine induces an influx of Ca2*
mto the cytoplasm of the endothehal cell which activates
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and NO synthe-
sis. In patients with coronary heart disease. exercise leads
to an improved acetylcholine-mediated vasodilator capac-
iy and this change 1s closely related to an upregulation
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of the eNOS protein and phosphorylation [31]. In ani-
mal, whereas treadmill and swimming exercise have been
shown to increase eNOS protein expression in the aorta of
LDLr™"= mice [13.32]. a recent study reported that volun-
tary running for 12 weeks did not increase NOS acuvity in
apoE~'= mice [33]. In our study, swimming did not enhance
vasorelaxation in response to calcium ionophore A23187.
Given that A23187 elicits NO release by promoting calcium
influx into the endothelium independently of receptor activa-
ton, our data indicate that the benelicial effects of exercise
on endothelial-dependent relaxation did not extend bevond
receptors i this genetic model. Thus, a selective improve-
ment of acetylcholine-induced signaling mechanism rather
than a direct increasing eNOS activation could account for
the etfect of swimming on endothelial-dependent relaxation
in apoE~'= mice. Therefore, the beneficial effect of exercise
training may be due at least in part to an increased sensitiv-
ity of relaxation to muscarinic receptor agonist. Importantly,
although it is generally believed that endothelium-dependent
relaxation to acetylcholine 1s primarly mediated by NO [34],
other mediators including prostacyelin and endothelium-
dependent hyperpolanizing factor (EDHF) have also been
proposed [35]. Thus, one cannot exclude that improved relax-
ation to acetylcholine also occurs via a NO-independent
pathway. Relatively normal relaxation in response to the NO
donor DEA-NONOate in vessels of exercised mice suggests
that exercise did not enhance either responsiveness of vas-
cular smooth muscle cells 1o NO or changes in activation
of soluble guanylyl cyclase and the subsequent formation
of ¢cGMP. Finally. a better vasorelaxation in response 1o the
unselective phosphodiesterase blocker papaverine in aorta
from apoE~= X may confirm the effect of swimming in
acetylcholine NO-mediated pathway augmentation. Phos-
phodiesterases are enzymes that catalvze the degradation of
the cyclic nucleotide, ¢cGMP, to the inactive corresponding
5" nucleotide monophosphates [36]. Our findings suggest
that swimming increased the sensitivity of smooth muscle
to relaxation which was most likely mediated by an increase
of the mtracellular concentration of cGMP. the major intracel-
lular signaling messenger for most smooth muscle relaxation
pathways.

As previously mentioned, significant differences between
mice and humans in exercise responses, in particular exercise-
induced changes in eNOS protein expression, have been
observed [31.33 and the present study]. The exercise adap-
tations discrepancies between mice and humans could be
explain by major differences in their cardiovascular sys-
tem. Thus, the higher heart rate, the smaller arterial pulse
pressure and the greater compliance of arteries in mice as
compared to humans produce a dramatically different stress
across the arterial wall which may influence expression of
eNOS and other endothelial genes [37]. Although there are
differences in cardiovascular structure and hemodynamics
between mice and humans and that no animal model can pro-
vide direct insights into human atherosclerotic disease, it may
be speculated that the vascular mechanisms responsible for

the enhancement of endothelial function in apoE~"= mice
may contribute to the beneficial effects of regular exercise
training observed in humans with coronary vascular disease.

In conclusion, the most significant findings of the present
study are that regular swimming exercise in apoE~'= mice
produces physiological adaptations, prevents the progression
of atherosclerotic lesions and may stimulate endothelium-
dependent and NO-mediated vasorelaxation. It is suggested
that a swimming program probably improves NO-cGMP
pathway by increasing the sensitivity of relaxation to acetyl-
cholime. which n turn activates selective acetylcholine-
mediated mtracellular signaling events leading to increased
NO bioactivity. Swimming may also prolong the signal-
g actions of NO by stimulating the sensitivity of vascular
smooth muscle cells to cyclic nucleotides. These data there-
fore strongly support the important role of physical activity
in preventing atherosclerotic cardiovascular discase.
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1. Butde I’étude

Le but de cette étude était d’étudier les effets de I'exercice sur la qualité/stabilité de la
plaque.

Nous supposons que |'exercice est capable de stabiliser la plaque athéromateuse. Nous
supposons également que l'augmentation de I'expression de la phosphorylation de la

eNOS Akt-dépendante pourrait expliquer, en partie, ce bénéfice.

2. Meéthode

- Les souris apoE™", nourries avec un régime riche gras (0.2% cholestérol) ont suivi ou
non un protocole de nage de longue durée pendant 6 mois (5 fois/semaine ; 50
min/jour).

- Quantification de la taille et de la morphologie des plaques au niveau du sinus
aortique. Evaluation de plusieurs caractéristiques de la plaque (surface du noyau
lipidique, épaisseur de la chape fibreuse, présence d'une dégénérescence de la média,
présence de cellules spumeuses en-dehors du noyau lipidique, contenu en CMLV et

macrophages) par des métodes morphométriques et immunohistochimiques.
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- Exploration de la voie Akt-eNOS phosphorylée au niveau de |'aorte. Quantification de
I’expression des protéines eNOS, eNOS phosphorylée sur la sérine en position 1177
(p-eNOS), Akt et Akt phosphorylée sur la sérine en position 473 (p-Akt) par des

techniques de western blot.

3. Résultats principaux et conclusion

- L'exercice de longue durée améliore la qualité/stabilité des plaques principalement
en augmentant le nombre de CMLV et en diminuant le hombre de macrophages dans
la plaque.

- L'exercice ne modifie pas le taux protéique aortique de eNOS, p-eNOS, Akt et p-Akt
ce qui suggere que la voie Akt-eNOS phosphorylée n’est pas le mécanisme moléculaire
majeur a l'origine du bénéfice de I'exercice de longue durée sur la stabilité de la
plague. D’autres mécanismes doivent donc étre impliqués, notamment ceux relatifs au
stress oxydant. Pour cela, nous avons déterminé le taux protéique des sous-unités
p47phox et p67phox de la NADPH oxidase. Nos résultats montrent que I'exercice ne

module pas l'expression de ces protéines.
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ABSTRACT

Exercise is known to reduce cardiovascular mortality. However, the precise mechanisms
are still unknown. Because atherosclerotic plaque destabilization and rupture leads to
dramatic cardiovascular events, stabilization of plaque might be regarded as an important
goal of an exercise preventive therapy. The present study examined the plaque-stabilizing
effect of long-term exercise in experimental atherosclerosis using Apolipoprotein E-
deficient mice (ApoE™"). ApoE”" mice were subjected to 6-month swimming exercise. A
group of sedentary animals were used as controls. Morphometry and characteristics of
atherosclerotic plaque stability were assessed in aortic sinus by immunohistochemistry.
Aortic levels of total protein kinase Akt (protein kinase B), phosphorylated Akt at Ser*”
(p-Akt), total eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase) and phosphorylated eNOS at

1177
Ser

(p-eNOS) were assessed by western blotting. Exercised mice developed a more
stable plaque phenotype as shown by decreased macrophage and increased smooth muscle
cell content. Protein expressions of Akt, p-Akt, eNOS and p-eNOS were not modulated by
exercise. Long-term exercise promotes plaque stability in ApoE ' mice. These results may
explain the clinical benefits of exercise in terms of cardiovascular disease protection. The

Akt-mediated eNOS phosphorylation pathway appears not to be the primary molecular

mechanism.

Key words: Atherosclerosis, Long-term exercise, Plaque stability, Akt-mediated eNOS

phosphorylation
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Atherosclerosis, a complex multifactorial chronic disease, represents a major
health burden in modern society. It is now widely recognized that atherosclerotic plaque
destabilization and rupture leads to dramatic clinical events such as unstable angina, acute
myocardial infarction or stroke. For these reasons, identification of novel therapies
contributing to plaque stabilization represents a continuing challenge for the medical
community.

Regular exercise has been broadly accepted as a deterrent for atherosclerosis and
cardiovascular disease (1-3, 6). In particular, exercise has been shown to reduce
progression of atherosclerosis in patients with coronary artery disease (CAD) (19).
Similarly, we and others have shown that regular exercise exerts beneficial effect on
atherosclerosis extension in a variety of animal models (14, 18, 21, 23). Experimental as
well as observational data indicate that exercise reduces adiposity, blood pressure,
diabetes incidence, dyslipidemia, and inflammation (1, 2). Moreover, it enhances insulin
sensitivity, glycemic control, fibrinolysis and endothelial function (1, 2). Although these
favourable effects on atherosclerotic and trombotic-related risk factors may slow the
progression of atherosclerosis, there are too insignificant to account for the training-
induced reduction in mortality in patients with cardiovascular risk or with established
clinical atherosclerosis. Because plaque destabilization is a predictor of fatal athero-
thrombotic events, stabilization of plaque might be regarded as a primary target of an
exercise preventive therapy. However, there is no report investigating whether exercise
may modulate plaque composition promoting plaque stability.

In the present study, we examined the plaque-stabilizing effect of long-term
exercise in experimental atherosclerosis using Apolipoprotein E-deficient mice (ApoE™)

mice.
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MATERIALS AND METHODS

Animals. Male ApoE'/ “mice (10-11 weeks old at the beginning of the experiment) were
obtained from Charles River Laboratories (L’ Arbresle, France). During the experimental
protocol, all animals were fed a lipid-rich Western-type diet containing 0.2% cholesterol
(UAR, Epinay-sur-orge, France). Mice were randomly divided into sedentary (ApoE'/ “S;n
= 8) and exercise groups (ApoE” X ; n = 8). The housing and care of the animals and all
experimental procedures were conducted in compliance with the European convention for
the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes

(European Union Directive 86/609EEC, 1986).

Exercise protocol. The swimming exercise training protocol was adapted from a
previously published procedure (23). Briefly, mice in the exercise group were trained 50
min/day, 5 days/week for 24 weeks in water at 35-36°C. Mice were allowed to swim in
groups of four. The animals were progressively familiarized with swimming during the
first week, beginning with a 10-min training period on day 1 and ending with a 50-min
training period on day 5, the swimming time increased of 10 min every day. During weeks
2 to 24, mice swam continuously 50 min/day. All training sessions took place during the
early morning hours (8:00-10:00). After all the training, wet animals were carefully dried
and placed in a warm environment to avoid additional cold physiological stress and health

problems.

Quantification and morphology of plaques. The heart was fixed in formol, dehydrated,
and paraffin embedded. Serial sections (3 pm thick) obtained between the appearance and
disappearance of the aortic valve were analyzed by light microscopy for the identification

and quantification of plaques after staining with Movats pentachrome. Pictures of the 3
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middle sections of the biggest atherosclerotic plaque from each mouse were taken with a
digital camera (Coolpix, Nikon, Diisseldorf, Germany) and plaque area was quantified in
square millimeters by computerized planimetry using the Qwin software (Leica systems,
Wetzler, Germany). The preceding and following 3 um-thick sections were used for
immunohistochemisty. An independent investigator blinded to the study protocol evaluated
each section under a light microscopy using the morphometry software Qwin. The
following characteristic plaque features were evaluated: 1) quantification of fibrous cap
thickness; 2) quantification of alfa-smooth muscle (SM) actin content; 3) quantification of
central core (a large core was defined as occupying > 50% of total surface plaque); 4)
presence of media degeneration (invasion of media by plaque components, media thinning,
elastic laminae rupture and media atrophy); 5) presence of layering /foam cells above or

adjacent to the central core); 6) plaque macrophage content quantification (17).

Immunohistochemical analysis. Fixed and paraffin-embedded sections were stained with
a biotinyllated mouse monoclonal IgG2a a-SM actin antibody or with a rat monoclonal
Mac-2 antibody (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada). Staining of sections with specific
antibodies was followed by treatment with streptavidin-peroxidase complex (Dako,
Glostrup, Denmark). Peroxidase activity was revealed with 3-amino-9-ethylcarbazole
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA). Slides were counterstained with hematoxylin (for
o-SM actin). Appropriate controls with mouse or rat IgG with irrelevant specificities at the
concentrations of the primary antibodies were included. Samples were observed with a
photomicroscope and pictures were acquired with a high sensitivity color digital camera
(Leica DC Camera, Leica systems, Wetzler, Germany). a.-SM actin and Mac-2 positive

areas were quantified in each sample by means of the Qwin morphometry software (17).
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Protein extraction and Western blot analysis. The expression of total eNOS (endothelial
Nitric Oxide Synthase), eNOS phosphorylation at Ser''”’, (p-eNOS), total Akt (also called
protein kinase B), Akt phosphorylation at Ser*” (p-Akt), PECAM-1, p47phox and
p67phox were assessed by western blotting. Total cellular proteins were extracted from
mouse aorta in Ripa buffer (150 mM NacCl, 50 mM TrisHCL pHS, 0.1 % SDS, 0.5 % Na
desoxycholate) containing a mixture of protease inhibitors (Sigma-Aldrich, St. Louis, MS,
USA) and phosphatase inhibitors (2 mM Na orthovanadate). After 30 min of incubation at
4°C in lysis buffer, tissue and cell debris were eliminated by 30 min centrifugation at 10
000 x g, and supernatant was collected. Protein concentrations were measured by using a
Biorad protein assay (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Thirty to 50 pug of protein were
incubated in loading buffer (125 mM Tris-HCI, pH6.8, 10% [-mercaptoethanol, 4.6%
SDS, 20% glycerol and 0.003% bromophenol blue), boiled for 3 min, separated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and electroblotted onto polyvinylidine difluoride
membrane (PerkinElmer, Massachusetts, USA). After blocking nonspecific binding sites
overnight with 5% nonfat milk in TPBS (PBS, 0.1% Tween 20), membranes were
incubated for 2 hours at room temperature with various primary antibodies: rabbit
polyclonal antibodies directed against total eNOS diluted 1:200 (Santa Cruz
Biotechnology, California, USA), against p-eNOS diluted 1/200 (Santa Cruz
Biotechnology), against B-actin diluted 1/200 (Santa Cruz Biotechnology), against p67-
phox diluted 1/200 (Santa Cruz Biotechnology), against p47-phox diluted 1/200 (Santa
Cruz Biotechnology), mouse monoclonal antibodies directed against total Akt diluted
1/1000 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), against p-Akt diluted 1/1000
(Upstate Biotechnology), and against PECAM-1 diluted 1/200 (Santa Cruz
Biotechnology); all antibodies were diluted in TPBS. After three washes in TPBS,

membranes were incubated
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with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology) or
anti-rabbit antibody (Interchim, Montlugon, France) for 1 h at room temperature, and
washed three times in TPBS. Autoradiography of immunoblots was performed using an
enhanced chemoluminescence derection kit (Santa Cruz Biotechnology). The band
intensities were quantified by densitometry using a Biorad image analysis system
(Quantity one, Biorad), and normalized against the B-actin protein. Each experiment was

repeated three times with each animal.

Lipid measurements.. Blood samples from 4 h fasting mice were collected in heparin-
containing test tubes. Plasmas were obtained by slow-speed centrifugation and stored at -
80°C until analysis. All assays were performed on a Victor 1420 Multilabel Counter
(Wallac-PerkinElmer Life Sciences). Commercially available kits were used for the
determination of phospholipids (Wako), total cholesterol (Diasys) and triglycerides
(Diasys) in plasma. For HDL- and non HDL-cholesterol determination, 10 pl of plasma
were mixed with 190 pl of potassium bromide solution adjusted to a density of 1.07 g/ml.
After a 5h, 100 000 rpm run in a TLA120 rotor in a TLX ultracentrifuge (Beckman),
HDL-cholesterol content was assayed in the supernatant (100ul), and non-HDL

cholesterol content was measured in the infranatant (100ul).

Muscle oxidative enzyme activity. Citrate synthase activity, a marker of mitochondrial
content, was measured in gastrocnemius muscle homogenates using spectrophotometric

method as previously described (23).

Statistical analysis. Data were expressed as mean = SEM. Student’s t-test was used to
assess significant differences. Probability value of <0.05 was considered to be statistically

significant.
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RESULTS

Efficacy of the swimming exercise program.

Body weights and relative heart weights at the end of the swimming program are shown in
Table 1. In accordance with the well-described body mass and cardiac adaptations induced
by endurance training, the 24-week swimming exercise decreased mice weight and
increased the relative heart weight (p<0.05). Training program resulted in a significantly
improved skeletal muscle oxidative capacity (p<0.05) as evidenced by increased citrate
synthase activity (Table 1). These results suggest that exercised mice exhibit physiological
effects of exercise training.

Swimming did not cause significant changes in plasma total cholesterol, HDL-cholesterol,

non HDL-cholesterol, triglycerides and phospholipids levels (Table 1).

Effect of swimming exercise on size and stability of plaques.

Quantification of atherosclerotic lesion areas in aortic roots showed that 24-week
swimming exercise significantly decreased by =~ 30% the progression of atherosclerotic
lesions (p<0.05; Figure 1).

In addition to the effect of swimming exercise on lesion size, we also assessed
characteristics of plaque stability. Surface of central lipid core and signs of media
degeneration were similar in exercised compared with sedentary mice. Presence of fibrous
cap ensures a certain degree of stability, whereas its loss is associated with plaque rupture.
In addition, mixed multiple cells layers at different stages are suggested to be the
consequence of previous clinically silent ruptures and after de novo plaque growth.
Swimming exercise was associated with a slight, but not significant, increase in fibrous cap
thickness and a decrease in layering. Plaque-stabilizing changes in lesions include reduced

macrophage and increased SMC content (24). As shown in Figure 2A and 2B, macrophage
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content, determined by Mac-2 immunostaining, was considerably decreased in lesions
from exercised mice (p<0.05) compared with sedentary ones. Long-term exercise
significantly increased by = 58 % SMC plaque content, determined by a-SM actin staining

(Figure 2C and 2D).

Effect of swimming exercise on eNOS, p-eNOS- Ser**”’, Akt, p-Akt- Ser*’®, and
PECAM- 1 expression.

Exercise-induced increase of vascular eNOS expression and of eNOS-Ser''”’
phosphorylation through the protein kinase Akt might be an important and potentially
vasoprotective effect of exercise training (9).To investigate underlying molecular
mechanisms of long-term exercise in our mouse model, we analysed the aortic contents of
eNOS, p-eNOS on Ser''"’, Akt, and p-Akt on Ser*”” in mice by Western blotting.
Expression of total eNOS in exercised mice did not differ significantly from that of
sedentary animals (Figure 3A). There was no significant difference in the protein levels of

eNOS phosphorylation at Ser'"”’

among the sedentary and exercised groups (Figure 3B).
Along the same line, protein levels of Akt and Akt phosphorylation at Ser*”* were similar
in sedentary and exercised ApoE” mice (Figure 3C and 3D).

Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) has been shown to modulate Akt
and eNOS activation in endothelial cells in response to shear-stress (4). Therefore, we

quantified the protein level of PECAM-1. We found that exercise did not modulate

PECAM-1 expression in ApoE”" mice (data not shown).
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Effect of swimming exercise on expression of prooxidant NAD(P)H oxidase subunits
p47phox and p67phox .

We next investigated whether the observed antiatherosclerotic effect of long-term exercise
was mediated by changes in prooxidant NAD(P)H oxidase subunits protein levels. For this
purpose, we assessed the protein expression of p47phox and p67phox subunit of the
NAD(P)H oxidase. Translocation of the cytosolic regulatory subunits p47phox and
p67phox to the plasma membrane is a prerequisite for NADPH oxidase activation, the
major source of reactive oxygen species (ROS) in the circulatory system (26). Western blot
analysis revealed that expression level of p47phox and p67phox subunits remain

unchanged between exercised and sedentary mice (Figure 4).

DISCUSSION

Our results show for the first time, in a mouse model of atherosclerosis, that long-
term exercise can stabilize atherosclerotic plaques.

Regular exercise is known to reduce cardiovascular mortality in humans with
cardiovascular risk factors (10, 16) or with CAD (28). Despite the established role of
exercise in primary and secondary prevention of CAD, the mechanism responsible for this
mortality benefit have not yet been clearly defined. Here, we hypothesized that long-term
exercise may directly alter plaque composition and increase plaque stability. Our results
showed that 6-month exercise retards further progression of atherosclerosis in sedentary
ApoE ™ mice fed a lipid-rich diet independently of blood lipid modifications. Reduction of
atherosclerosis progression secondary to exercise has been previously shown in ApoE ™
mice (14, 21, 23). However, this effect was observed only in response to medium-term
exercise (6-9 weeks) (14, 21, 23). Our data provide first evidence that long-term exercise is

equally effective to prevent atherosclerosis extension. More importantly, exercised mice
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developed a more stable plaque phenotype as shown by decreased macrophage and
increased SM cell. This suggests that the improvement of plaque stability with exercise, if
confirmed in clinical studies, might be a key patho-physiologic mechanism contributing to
exercise-mediated reduction in morbidity and mortality in patients with cardiovascular risk
since atherosclerotic plaque destabilization and rupture leads to dramatic cardiovascular
events as above mentioned. Reduction of macrophage plaque content, also shown in
ApoE™” mice undergoing a 8-week swimming exercise (21), indicates that the
vasculoprotective effect of exercise, and in particular swimming, may be mediated, at least
in part, by a reduction in inflammation. In support of this notion, a clinical study recently
showed that exercise training reduces circulating inflammatory markers in subjects at risk
of coronary events (20). Furthermore, we show herein that swimming exercise induces
increased SM cell plaque content. Augmented SM cell content favours plaque stabilization
since SM cell produce extracellular matrix which is responsible for plaque mechanical
strength. On the contrary, loss of SM cell can be detrimental for plaque stability (13). Our
data suggest that swimming exercise may promote the migration of SM cells from medial
to intimal region or may inhibit SM cell apoptosis, leading to increased SM cell number
and improved plaque stability. Clearly, further studies are needed to address this point.

To elucidate the molecular mechanism involved in the exercise-induced plaque
stabilization, we investigated the Akt-dependent eNOS phosphorylation pathway. Exercise
is a powerful stimulus to increase blood flow and shear stress in vascular beds which in
turn up-regulates eNOS expression leading to increased vascular nitric oxide (NO)
production, a known antiatherogenic molecule (29). Exercise-mediated increase of eNOS

. 11
expression and eNOS-Ser''”’

phosphorylation through protein kinase Akt (protein kinase
B) is most likely an important vasoprotective mechanism of exercise. In fact, Hambrecht et

al. have recently demonstrated in patients with CAD that 4 weeks of regular aerobic

-71 -



exercise improves vascular function through shear stress-induced/Akt-dependent eNOS

phosphorylation on Ser'!”’

(9). More recently, studies have also shown that 8-10 weeks of
swim training stimulates this pathway in myocardium of healthy rats (11, 30). However, to
our knowledge, there is no report investigating whether exercise may modulate this
protective pathway in experimental atherosclerosis. Interestingly, our results indicate that a
6-month swimming program did not change expression of Akt, eNOS and
phosphorylations of Ser*’*~Akt and Ser''”—eNOS in the aorta of ApoE " mice. It is well-
recognized that short and medium-term exercise increase vascular eNOS protein levels in
various animal models (5, 7, 14, 27). The lack of adaptation in arterial eNOS levels
observed in response to long-term exercise reported here is not since also in previous
experiments no change in eNOS protein expression was found after 3 to 5 months of
regular exercise (15, 22, 25). This confirms a recent hypothesis suggesting that exercise-
induced elevations in eNOS protein expression may be a transient molecular adaptation
that occurres in the early phase of exercise and may not persist within months of training
(8). Likewise, our results showed for the first time that long-term exercise did not increase
posttranscriptional modification of eNOS as evidenced by absence of upregulation of
eNOS phosphorylation on Ser''”. Thus, it appears that the Akt-dependent eNOS
phosphorylation pathway is not the primary molecular mechanism contributing to the
beneficial effects of long-term exercise on plaque stability in our mouse model. Alternative
mechanisms should also be considered.

We next addressed the possible modulation of prooxidant NAD(P)H oxidase
subunits p47phox and p67phox in response to exercise in our experimental model.
NAD(P)H oxidase subunits p47phox and p67phox represent a major source of ROS and
oxidative stress in the vasculature (26). We found that expression of p47phox and p67phox

subunits in the aorta of our exercised ApoE” mice was not different from sedentary
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animals. On the contrary, Laufs and al. showed that expression of these two subunits was
reduced after 6 weeks of voluntary cage wheel exercise in C57BL/6 mice (14). Differences
in mouse models and exercise duration could explain these discrepancies. In accordance
with our study, a recent clinical trial showed that exercise did not modify the degree of
systemic oxidative stress (evaluated by measuring plasma 8-isoprostane) in humans (12).
Thus, modulation of prooxidant p47phox and p67phox NAD(P)H oxidase subunits may
not account for the antiatherosclerotic benefits of long-term exercise in ApoE'/ " mice.

In conclusion, results reported here emphasize for the first time the pivotal role of
long-term exercise in atherosclerosis plaque stabilization in ApoE "~ mice. These findings
may explain the clinical benefits of long-term exercise in terms of cardiovascular event
protection. The Akt-dependent eNOS phosphorylation pathway does not seem to be the
primary molecular mechanism responsible for the plaque-stabilizing effect of long-term

exercise.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Swimming exercise reduces progression of atherosclerosis in ApoE” mice.
A: representative histological sections of aortic sinus stained with Movats pentachrome. B:
atherosclerosis lesion size quantification. Bars represent mean + SEM of measurements

performed in 8 mice per group. * p<0.05 versus sedentary group.

Figure 2. Swimming exercise reduces macrophage and increases SMC plaque content in
ApoE™ mice. Representative sections analyzed immunohistochemically for Mac-2 (A) and o-
SM (C). Quantitative analysis of Mac-2- (B) and a-SM actin-immunopositive area (D)
expressed as percentage of total plaque size. Bars represent mean + SEM of measurements
performed in 8 mice per group. * p<0.05 versus sedentary group.

Figure 3. Influence of swimming exercise on the protein expression of eNOS (A), Ser''"’-
phosphorylated eNOS (B), Akt (C) and Ser*”*-phosphorylated Akt (D) in the aorta of ApoE”
" mice. To determine the total protein content of eNOS, Ser''"’-phosphorylated eNOS, Akt
and Ser’”*-phosphorylated Akt, Western blot analysis was performed. On top of the figures,
representative Western blot of the sedentary (S) and exercised (E) group. Panels E and F

show the ratio of the p-eNOS to eNOS expression and the ratio of the p-Akt to Akt

expression, respectively. Bars represent mean = SEM of measurements performed in 4 mice

per group.

Figure 4. Influence of swimming exercise on the protein expression of p47phox and
p67phox in the aorta of ApoE™ mice. On top of the figures, representative Western blot of
the sedentary (S) and exercised (E) group. Bars represent mean + SEM of measurements

performed in 4 mice per group.
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Table 1. Body weight, lipid levels and citrate synthase activity in sedentary and exercised

ApoE'/ " mice.
Sedentary group Exercised group
Mice weight, g 450+ 1 35.9+0.9*
Heart weight/body weight (mg/g) 43404 52+0.2%
Plasma total cholesterol (g/L) 6.5+ 0.6 7.6+1.6
Plasma HDL-cholesterol (g/L) 0.9+0.1 0.9+0.2
Plasma non HDL-cholesterol (g/L) 4.8+0.6 53+0.8
Plasma triglycerides (g/L) 0.9+0.1 1.3+£0.3
Plasma phospholipides (g/L) 49+04 5.6£1.1
Citrate synthase activity (umol/min/g tissue) 877 112 £ 8%*

Mean + SEM, n = 8 mice per group

* p<0.05 versus sedentary group
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TROISIEME PARTIE: EXERCICE PHYSIQUE ET
PREVENTION DE LA PLAQUE INSTABLE

Swimming prevents vulnerable atherosclerotic plague development by

modulating Angiotensin Il AT1 receptor expression in mice

Maxime Pellegrin, Jean-Francois Aubert, Karima Bouzourene, Vincent Braunersreuther,
Francois Mach, Jacques-Antoine Haefliger, Florian Alonso, Alain Berthelot, Jirg

Nussberger, Pascal Laurant, Lucia Mazzolai

Publication soumise dans Hypertension (Impact factor 2007: 7.2)

1. Butde I’étude

Le but de cette étude était d’investiguer les effets de |I'exercice sur le développement de
la plague vulnérable en utilisant un modéle murin de plaque instable.

Nous supposons que l’‘exercice est capable de prévenir la progression de la plaque
instable. Nous présumons également que cet effet est expliqué par une diminution de

I'expression des récepteurs ATL1.

2. Meéthode

- Nous avons utilisé deux modeéles de souris avec une hypertension rénovasculaire, un
modéle de plaque instable: la souris ApoE”" 2K1C et un modéle contrdle avec plaque
stable: la souris ApoE”" 1K1C.

Chez la souris 2K1K, |'artere rénale gauche est clippée ce qui provoque une constriction
de l'artére et donc la diminution de la perfusion rénale. En réponse a cette diminution
de la perfusion, le rein sécrete une plus grande quantité de rénine et donc d’ Ang II
circulant ce qui provoque une hypertension rénine-Ang II-dépendante. L'augmentation
de I'ang II augmente aussi la réabsorption du sel et de I'eau par le rein provoquant une
hypervolémie qui est compensée par le rein controlatéral (Figure 7). Dans le modéle

1K1C, la procédure chirurgicale est la méme (clip de l'artére rénale gauche) mais une
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néphrectomie du rein droit est réalisée. L'hypervolémie persiste en I'absence du 2°™¢
rein et exerce un effet feed back négatif sur la sécrétion de rénine. L’hypertension est
donc volume-dépendante (Figure 7). Quatre semaines apres l‘opération, ces souris
développent des plagues avec un phénotype instable (2K1C) ou stable (1K1C) (Mazzolai
et al., 2004e).

- Les souris ApoE”" sham, 2K1C et 1K1c ont suivi ou non un protocole de nage pendant
5 semaines (5 fois/semaine, 50 min/jour).

- Mesure des paramétres hémodynamiques (pression artérielle et fréquence cardiaque)
et des taux hormonaux sanguins (activité et concentration plasmatique de la rénine,
noradrénaline...)

- Quantification de la morphologie des plaques au niveau du sinus aortique. Evaluation
de plusieurs caractéristiques de la plaque (épaisseur de la chape fibreuse, présence
d’'une dégénérescence de la média, présence de cellules spumeuses en-dehors du
noyau lipidique, inflammation de I'adventice, contenu en CMLV et macrophages).

- Expression des récepteurs AT1. Quantification des ARNm par RT-PCR (réaction en

chaine de la polymérase en temps réel) au niveau de |'aorte.

3. Résultats principaux et conclusion
- L'exercice a prévenu l'apparition de la plaque instable indépendamment d’un effet

hémodynamique.

- Cet effet bénéfique est médié par une sous-expression aortique des récepteurs AT1.
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Figure 8. Génération des modeéles de souris avec plaques instables (2K1C) et plaques stables

(1K1C).
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ABSTRACT

Exercise is known to reduce cardiovascular risk. However, its role on atherosclerotic plaque
stabilization is unknown. For this purpose, ApoE'/ “mice with vulnerable (2K1C:
Angiotensin II-dependent hypertension model) or stable atherosclerotic plaques (1K1C:
Angiotensin II-independent hypertension model, and normotensive shams) swam regularly
for 5 weeks and were compared to sedentary controls. Exercised 2K1C mice developed
significantly more stable plaques (thinner fibrous cap, decreased media degeneration,
layering, macrophage content and increased smooth muscle cells) than sedentary controls.
Exercise did not affect blood pressure. Conversely, swimming significantly reduced aortic
Ang IT AT1 receptor mRNA levels. Sympathetic tone also significantly diminished in
exercised 2K 1C mice compared to sedentary ones; renin and aldosterone levels tended to
increase. AT1 downregulation was not accompanied by improved endothelial function and
no difference in balance among Th1, Th2, and T regulatory cells was observed between
sedentary and exercised mice.

These results show for the first time, in a mouse model of Angiotensin II-mediated
vulnerable plaques, that swimming prevents atherosclerosis progression and plaque
vulnerability. This benefit was due to decreased aortic AT1 expression, independently from
any hemodynamic change, protecting the vessel wall from the pro-atherogenic effects of
Angiotensin II. The pivotal and blood pressure-independent role of Angiotensin II in

atherogenesis is newly emphasized.
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INTRODUCTION

Atherosclerosis, a complex multifactorial chronic disease, represents a major health burden
in modern society. A number of risk factors are strongly associated with the initiation and
growth of atherosclerotic plaques. However, the mechanisms that cause a stable plaque to
become vulnerable remain largely unknown. We have recently shown, in a mouse model of
atherosclerosis, that Angiotensin (Ang) II induces progression of atherosclerosis and
mediates plaque vulnerability beyond its effect on blood pressure (1). Progression towards a
vulnerable phenotype facilitates plaque rupture with dramatic consequences (2, 3).
Therefore, stabilizing atherosclerotic plaques is a major goal in cardiovascular medicine.
Regular physical exercise is effective and efficient in reducing cardiovascular risk(4-6). In
particular, exercise has been shown to reduce progression of atherosclerosis in patients with
coronary artery disease (7). Similarly, we and others have shown that regular exercise exerts
beneficial effect on atherosclerosis extension in a variety of animal models (8-11). It is
therefore not surprising that many national and international guidelines now consider regular
aerobic exercise for at least 30 minutes per day, most days of the week, to be a key element
in the management of cardiovascular risk reduction. Swimming is considered equally
effective as jogging, biking or walking as a recommended aerobic exercise. However,
although exercise has undoubtedly beneficial effects on cardiovascular risk reduction, little
is known as to whether exercise, and in particular swimming, may have an impact on
atherosclerotic plaque progression/stabilization. Therefore, the aim of this study was to
assess a putative beneficial effect of regular swimming on vulnerable plaque development.
For this purpose, the mouse model of Ang Il mediated vulnerable plaque, developed in our

laboratory (1), was used.
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RESULTS

Sedentary mice

Hemodynamic and hormonal results are summarized in Table 1. Exercised ApoE'/ " sham,
2K1C (2 kidney-one clip), and 1K1C (1 kidney-one clip) mice were analyzed. Sedentary
ApoE'/ “sham, 2K1C, and 1K1C animals served as controls. As expected, in sedentary
hypertensive 2K 1C mice plasma renin concentration (PRC) values were significantly above
normal (Ang II-dependent hypertension model) as compared to control normotensive sham.
In hypertensive 1K1C mice (Ang II-independent hypertension model) PRC levels were
within the normal range. Plasma angiotensinogen (Ang-N) in sedentary hypertensive 2K1C
mice was significantly decreased (due to substrate consumption following renin activation)
compared to sedentary normotensive sham and hypertensive 1K1C mice. In these two latter
groups plasma Ang-N levels remained normal. Heart rate (HR) and body weight (BW) were

not different among sham, 2K1C, and 1K1C sedentary animals.

Effect of exercise on MBP, HR, BW, PRC, total cholesterol, and citrate synthase levels
Five weeks of swimming training had no significant effect on mean blood pressure (MBP)
in any group of mice (Table 1). Analysis of systolic and diastolic blood pressure values
showed similar unchanged results between sedentary and exercised mice (data not shown).
Along the same line, as observed in sedentary animals, after exercise PRC remained
significantly higher in 2K 1C mice as compared to similarly trained sham, and 1K1C animals
(Table 1). Correspondingly, plasma Ang-N substrate significantly decreased in exercised
2K1C mice (Table 1). As expected, HR was significantly lower in animals after swimming
as compared to sedentary controls (p < 0.05; Table 1). Body weight was not affected by
swimming (Table 1). Likewise, plasma total cholesterol levels were not different among
exercised and sedentary mice (data not shown). To verify that indeed swimming mice

sufficiently exercised, muscle citrate synthase was measured and was found to be
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significantly increased after 5 weeks of swimming training in all three groups of mice (data

not shown).

Swimming prevents atherosclerosis progression in hypertensive 2K1C mice

Plaque analysis in sedentary mice showed in 2K 1C animals a more vulnerable phenotype
than plaques from similarly hypertensive 1K1C and normotensive sham mice as previously
described (decreased fibrous cap thickness, increased media degeneration, layering, and
adventitia inflammation, p < 0.05; Table 2) (1). Moreover, smooth muscle cells (SMC)
content was significantly decreased in plaques from 2K 1C mice as evidenced by the
decrease in a-smooth muscle actin (SMA) (p < 0.05; Figure 1). Along the same line, in
plaques from 2K 1C mice macrophage content was significantly increased (p < 0.05; Figure
2). Contrasting to sedentary 2K 1C mice, plaques from sedentary hypertensive 1K1C showed
a significantly more stable phenotype similar to that found in sedentary normotensive sham
animals (Table 2, Figures 1 and 2).

Analysis of plaques from exercised mice revealed prevention of atherosclerosis progression
in 2K1C animals. In fact, qualitative plaque evaluation from hypertensive 2K1C mice, after
5 weeks of swimming, showed a more stable phenotype as compared to equally
hypertensive sedentary 2K 1C animals (significantly thicker fibrous cap, decreased media
degeneration, layering and adventitia inflammation; Table 2 and Figure 3). Along the same
line, a-SMA content was significantly increased by 143% (p < 0.05) in exercised as
compared to sedentary 2K1C mice (Figure 1). In addition, macrophage plaque content was
significantly reduced by 35% (p < 0.05) in exercised as compared to sedentary 2K1C mice
(Figure 2).

Plaque phenotype of these exercised 2K 1C mice was similar to that found in sedentary

normotensive sham and sedentary hypertensive 1K1C animals.
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Plaque staging also differed among exercised and sedentary 2K 1C mice. Sedentary
hypertensive 2K 1C animals mainly developed advanced lesions (89% of mice) whereas only
25% of mice developed advanced plaques in the exercised hypertensive 2K1C group (p <
0.05; Table 2). Swimming exercise did not seem to affect significantly plaque phenotype of
sham and hypertensive 1K1C mice as compared to sedentary ones (Table 2, Figures 1 and
2). No difference in plaque staging was observed among exercised sham or 1K1C and

sedentary sham or 1K1C mice (Table 2).

Effect of swimming on ATL1 receptor expression, endothelial function, eNOS expression
and T cell phenotype

In the ApoE” 2K 1C mouse model, plaque vulnerability is Ang I mediated as we have
previously shown (1). Five weeks of regular swimming prevented development of
vulnerable plaques in ApoE” 2K 1C mice. Interestingly, in these animals MBP and PRC
were unaffected by exercise. Therefore, we investigated whether the beneficial effect of
swimming may be induced by modulating vascular Ang II AT1 receptor expression.
Quantitative mRNA analysis showed similar aortic AT1 expression levels among sedentary
sham, 2K 1C and 1K1C mice (Figure 4). After 5 weeks of swimming a downregulation in
aortic AT1 receptor expression was observed in all groups of mice (Figure 4). This reduction
was significant in exercised normotensive sham and hypertensive 2K 1C mice compared to
sedentary sham and 2K 1C, respectively (p < 0.05). In exercised 1K1C animals AT1
expression was reduced by 23%, but the reduction did not reach significance (Figure 4).
Notably, the decrease in aortic AT1 mRNA levels in 2K 1C animals correlated with the
reduction in plaque macrophage content (r = 0.80) and with the increase in SMC content (r
=0.58).

Ang 11, via the AT1 receptor, has been linked to endothelial dysfunction (12). Therefore, we

assessed whether aortic AT1 mRNA downregulation might be accompanied by improved
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endothelial function in our 2K 1C exercised mice. For this purpose, endothelium-dependent
and independent vasorelaxation in isolated aortic rings were studied. Five weeks of
swimming did not improve endothelial function in 2K1C mice (Figure 5). Similarly,
endothelium-independent SNP induced vasorelaxation as well as phenylephrine induced
vasoconstriction were unchanged between exercised and sedentary mice (data not shown).
Likewise, expression of eNOS, a key mediator of endothelial function and atherogenesis,
was not altered in exercised compared to sedentary 2K 1C mice (Figure 6).

Ang 11, via its AT1 receptor, is also known to modulate T cell phenotype thus playing a role
in atherogenesis. For this purpose, cell-type specific transcript expression was studied in
splenocytes of exercised and sedentary 2K 1C mice. Results showed unchanged CD4
expression after swimming (Figure 7A). Likewise, Tim-3 (Th1 lymphocyte-marker),
GATA3 (Th2-lymphocyte-marker), and Foxp3 (regulatory T cell-marker) appeared to be

unaffected by swimming exercise (Figure 7B-D).

Effect of swimming on plasma norepinephrine and aldosterone levels

Swimming is known to affect sympathetic tone. Therefore, plasma norepinephrine (NE) was
measured in sedentary and exercised mice. NE plasma levels decreased after 5 weeks of
swimming in all groups of mice and this reduction reached statistical significance in the
exercised 2K1C group (Table 1).

Aldosterone plays a pivotal role in blood pressure homeostasis and is a key element of the
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS). Therefore, plasma levels were determined
after exercise and compared to those found in sedentary animals. Mean plasma aldosterone
was consistently higher after 5 weeks of swimming, but in parallel to slightly increased

mean plasma renin, the increase was not significant.
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DISCUSSION

Our results show for the first time, in a mouse model of Ang II-mediated vulnerable
atherosclerotic plaques, that swimming can prevent atherosclerosis progression and plaque
vulnerability. Moreover, the pivotal and blood pressure-independent role of Ang Il in
atherogenesis is newly emphasized (1). The beneficial effect of swimming was likely
mediated by downregulating aortic Ang I AT1 receptor expression independently from any
hemodynamic change.

In sedentary ApoE'/' mice, aortic AT1 receptor expression was not significantly different
among sham, 2K 1C, and 1K1C animals. After 5 weeks of swimming all groups of mice
showed a similar decrease in Ang II receptor mRNA levels. These findings of reduced AT1
mRNA levels in aortas of exercising mice, to our knowledge, have not been shown before.
Alternatively, other authors showed: 1) reduced AT1 mRNA and protein levels in the central
nervous system of rabbits with chronic heart failure undergoing treadmill exercise (13); 2)
decreased AT1 receptors in mammary arteries of trained vs untrained individuals (14). It
may therefore be postulated that beneficial effects of exercise are mediated, at least partly,
by reduced ATI1 levels. Nevertheless, the universality of the observed exercise effect on
AT1 receptor expression will have to be assessed in various organs and vascular beds and
following various types of exercise to fully evaluate the potential role of this adaptation.
Decreased aortic AT1 expression in exercised 2K 1C mice was not accompanied by a
decrease in blood pressure. Conversely, the observed modest increase in renin and
aldosterone levels accompanied by a sizable reduction in Ang-N (- 42% in 2K 1C mice)
suggested a stimulated RAAS and enhanced substrate consumption. Thus, in our mice the
benefit of exercise cannot be explained by reduced Ang II production or a hemodynamic
effect.

After 5 weeks of swimming, 2K 1C mice showed also a diminished sympathetic tone

(significant decrease in plasma NE levels). This suppressive effect of exercise on
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sympathetic system has been observed also by others (13). These trends for swimming-
induced hormonal changes were seen in all 3 groups of exercised mice. An exercise-
mediated reduction in sympathetic drive (reduced heart rate and NE levels) may necessitate
a compensatory increase in RAAS activity in order to maintain adequate renal perfusion.
Reduced AT1 receptor expression would thus reflect increased Ang Il concentrations.

On the other hand, it is known that the RAAS and the sympathetic system work together in a
synergistic way to assure blood pressure homeostasis (15). A cross-talk between the RAAS
and the sympathetic system is therefore conceivable also at the receptor level. Reduced NE
levels may have indirectly or directly reduced aortic AT1 receptor expression in our
exercised mice.

The beneficial effect on plaque progression was clearly manifest only in exercised
hypertensive 2K 1C animals. This is not surprising. In young sham mice lesions are at an
early stage and spontaneously progress rather slowly in absence of stimuli (high fat diet,
hypertension, RAAS stimulation, etc.). Similarly, plaques from volume overload
hypertensive 1K1C mice, although at a more advanced stage than seen in sham
normotensive animals, are of a stable phenotype. On the contrary, 2K1C mice rapidly
develop advanced and vulnerable lesions during the 5 weeks after clipping due to increased
endogenous Ang II production (1, 16) and therefore, in these mice the beneficial effect of
exercise on atherosclerosis progression was readily demonstrated.

The question arises as to the possible mechanisms by which diminished vascular Ang II
receptor expression could affect plaque progression. Certainly, a lower local Ang II
signaling may protect the vessel wall from the pro-atherogenic effects of Ang II. One of the
most frequently claimed negative effects of Ang II is impaired endothelial function.
Therefore, we investigated whether exercise-induced AT1 downregulation could result in
improved aortic endothelial function. This was not the case and along the same line aortic

eNOS expression was not affected by swimming in our 2K 1C mice.
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Several lines of evidence suggest that regular aerobic exercise reduces established markers
and mediators of inflammation which are known to play a key role in the pathophysiology
of atherosclerosis (17). Exercise reduces pro-inflammatory cytokines while increasing anti-
inflammatory ones in patients with coronary syndromes (18, 19). Correspondingly, Ang II is
known to negatively affect these same mediators (12). Therefore, we assessed whether in
our exercised 2K 1C mice modulation of T cells phenotype may explain the beneficial effect
on plaque progression. However, no difference in balance among Thl, Th2, and T
regulatory cells was observed between sedentary and exercised mice.

Results reported here — if confirmed in clinical studies— should have clinical implications in
terms of cardiovascular event protection. In fact, for hypertensive patients with an activated
RAAS and presenting with clinical or subclinical atherosclerosis, swimming exercise may

be an attractive adjuvant therapy for prevention of atherosclerosis progression.
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MATERIALS AND METHODS

Mouse models of stable and vulnerable atherosclerotic plaques. ApoE'/ “mice (C57BL/6J
background, IFFA CREDO, L'Arbresle Cedex, France) were fed regular rodent chow and
water ad libitum throughout the study. Both male and female mice were used. All
experiments were approved by the local Institutional Animal Committee. Two models of
renovascular hypertension were generated as previously described in 14-16 week-old
animals: 1) the renin-dependent Ang II-mediated 2K 1C (2 kidney-one clip); these mice
develop vulnerable plaques as previously reported (1), and 2) the renin-independent 1K1C
(1 kidney-one clip); these mice develop stable plaques (1). Briefly, mice were anesthetized
by halothane inhalation (1% to 2% in oxygen), the left kidney was exposed and left renal
artery was clipped to reduce renal perfusion. In the 1K1C model, besides left renal artery
clipping, right nephrectomy was performed. Normotensive sham animals were used as

controls.

Endurance swimming protocol. ApoE”" mice were randomly assigned to either sedentary
or exercise group. The exercise group underwent a 5-week swimming program as previously
published (10). Briefly, swimming was performed always in the morning between 8 and 10
am. It consisted of a swimming period of 50 min/day, 5 days/week in water constantly kept
at 35-36°C. Animals were progressively trained before clipping: 10 min training on day 1
followed by daily 10 min increase up to 40 min training on day four. On day five, mouse
models of stable or vulnerable plaques were generated as described above. After surgery,
mice were allowed to recover for 2 days. Swimming training was then resumed at 50
min/day, 5 days/week during 5 weeks. After swimming sessions, wet animals were carefully
dried and placed in a warm environment to avoid additional cold physiological stress and

health problems.
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Blood pressure and heart rate. Mean blood pressure (MBP) and heart rate (HR) were
measured 5 weeks after clipping at the end of the experimental protocol in the six groups of
mice (sedentary and exercised sham, 2K1C and 1K1C ApoE'/ “mice) as previously described
(1). Briefly, left carotid artery was catheterized and catheter was tunneled subcutaneously to
exit at the back of the neck. Mice were allowed full recovery from anaesthesia. The arterial
line was connected to a pressure transducer and 30-45 min thereafter, MBP, systolic and
diastolic pressures, and HR were recorded using a computerized data acquisition system

(20).

Hormones, total cholesterol, and citrate synthase measurements. At the end of the
experimental period, right after blood pressure measurement, blood was drawn (100ul) from
non anesthetized mice via the arterial catheter into EDTA containing tubes. Plasma renin
concentration (PRC) and angiotensinogen (Ang-N) plasma levels were determined as
previously described using a modified microassay based on Ang I trapping by antibody
developed in our laboratory (16). Plasma norepinephrine (NE) levels were measured as
previously described (21). Briefly, blood was gently drawn via the arterial catheter
connected to a long (30 cm) PE-10 tube into heparin containing tubes. Plasma NE was
determined using a modified HPLC with amperometric detection technique. Plasma
aldosterone levels were measured by direct radioimmunoassay as previously described (22).
Total cholesterol in mouse plasma was measured using a commercially available kit (DiaSys
Diagnostic Systems GmbH, Germany) following manufacturer instructions. Citrate synthase
activity, a marker of mitochondrial content, was measured in gastrocnemius muscle

homogenates using spectrophotometric method as previously described (10).
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Evaluation of atherosclerotic plaque vulnerability and morphology. Analysis of plaque
morphology and morphometry were carried out in 3 um-thick serial histological sections of
formol fixed and paraffin embedded aortic sinus as previously described (1). Sections
obtained between the appearance and disappearance of the aortic valve were analyzed by
light microscopy for the identification of plaques. The 3 middle sections of the biggest
atherosclerotic plaque were used for atherosclerotic evaluation after staining with Movats
pentachrome. The preceding and following 3 um-thick sections were used for
immunohistochemisty. An independent investigator blinded to the study protocol evaluated
each section under a light microscopy using the morphometry software Qwin (Leica
systems, Wetzler, Germany). Following Movats staining, plaques were classified as early-
intermediate (esentially composed of foam cells or with a small lipid core) and advanced
(large necrotic/lipid core with multiple layers). Furthermore, the following characteristics of
plaque quality were evaluated: 1) fibrous cap thickness; 2) quantification of smooth muscle
cell content ([1-smooth muscle actin, a-SMA, staining); 3) presence of media degeneration
(invasion of media by plaque components, media thinning, elastic laminae rupture, and
media atrophy); 4) presence of layering (foam cells above or adjacent to the central lipid
core); 5) inflammation of the adventitia (> 20 polymorphonuclear cells); 6) plaque

macrophage content quantification (MAC-2 staining) (1).

Immunohistochemical analysis. Analysis was carried out as previously described (1).
Briefly, sections were stained with a biotinylated mouse monoclonal IgG2a a-SM actin
antibody (23) or with a monoclonal antibody to mouse macrophage marker Mac-2 (clone
M3/38; Cedarlane, Ontario, Canada). Samples were observed with a photomicroscope and
pictures were acquired with a high sensitivity color digital camera (Leica DC Camera, Leica
systems, Wetzler, Germany). Alfa smooth muscle actin (a-SMA) and Mac-2 positive areas

were quantified by means of the Qwin morphometry software (1).
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Ex vivo endothelial function assessment. Aortas of mice were excised, cleaned from
connective tissue, and cut into rings of approximately 2 mm in lenght. Each ring was
suspended between wires attached to force transducers in a Multi Myograph System (Model
610M) for the measurement of isometric tension. Rings were incubated in a chamber filled
with Krebs solution (NaCl 118 mM, KCl 4.65 mM, CaCl, 2.5 mM, KH,PO4 1.18 mM,
NaHCOj; 24.9 mM, MgS04 1.18 mM, glucose 12 mM, pH 7.4) bubbled with 95% O, - 5%
CO; at 37°C (pH 7.4) and allowed to stabilize for 60 min at 3-4 mN optimal resting tension.
To study endothelial function, the vasodilator response to endothelium dependent agonist
acetylcholine (Ach; 3x10™-10 mol/L) and endothelium independent agonist sodium
nitroprusside (SNP; 3x10™ to 10~ mol/L) were studied. The degree of vasodilatation was
expressed as percentage reduction from the precontracted state induced by 10™ mol/L

phenylephrine.

Real-time semi quantitative PCR. Total RNA from mouse spleens or thoraco-abdominal
aortas was extracted with TRI Reagent (MRC Inc., Cincinnati, Ohio) according to the
manufacturer’s instructions. Reverse transcription was performed using the Quantitect kit
(Qiagen). Real-time PCR (ABI Prism 7000 Sequence Detection System, Applied
Biosystems) was used to determine mRNA levels of CD4 (T helper-cell marker), Tim3
(Th1-cell marker), Gata3 (Th2-cell marker), and Foxp3 (regulatory T-cell marker) in spleens
whereas mRNA levels of eNOS, and AT]1 receptor were quantified in mouse aortas. The
following primers were used: for CD4: 5’-AGATCACAGTCTTCACCTGGAAGTT (sense),
5’-TGCCCCTTTTTTGGAATCAA (antisense); for Tim3: 5> GCCGGTGGACCTCAGTTTC
(sense), 5’-TGGGAGCCAGCACAGATCA (antisense); for Gata3: 5’-
CAGAACCGGCCCCTTATCA (sense), S’-CATTAGCGTTCCTCCTCCAGA (antisense), for
Foxp3: 5’-GGCCCTTCTCCAGGACAGA (sense), 5’-GCTGATCATGGCTGGGTTGT

(antisense), for eNOS: 5’-TTGTCTGCGGCGATGTCA (sense) , 5°-
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GAATTCTCTGCACGGTTTGCA (antisense) and for AT1a receptor: 5' GTC GCA CTC

AAG CCT GTC TA 3' (sense), 5' CCT GTC ACT CCA CCT CAG AA 3' (antisense).

Statistical Analysis. No significant differences between sexes were found and therefore,
results were averaged. Data are expressed as mean = SEM. The Mann-Whitney test was
used for comparison between two groups. For multiple comparisons, one-way ANOVA
followed by Tukey’s test was used. Dose—response relationships were analysed using two-
way ANOVA followed by Bonferroni test. Statistical analysis of plaque morphology was
carried out using the Chi squared test, if more than 20% of the expected frequencies were
less than 5 we used the Fisher’s exact test to evaluate the exact P-value. Values of p <0.05

were considered significant. The statistical software GraphPad was used for analysis.
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RESULTS

Table 1. Hemodynamic and hormonal characteristics in sedentary and 5-week exercised sham, 2K 1C and 1K1C ApoE-/- mice.

BW MBP HR Ang-N PRC NE Aldosterone
Exercise

(2) (mmHg) (bpm) (pmol/ml) (ng/ml per h) (nM) (pg/ml)
Sham No 25+ 1 118 +3 628 + 11 309 + 17 903 + 84 7.26+0.5 533+ 78
2K1C No 26+ 1 142+ 28 654 + 13 193 + 25 1987 + 184 5.76 £ 0.8 606 + 156
1K1C No 23+ 1 150+3 % 646 + 12 327 + 48 970 + 172 6.49 £0.7 1049 + 173
Sham Yes 25+ 1 118 +£2 570 £ 27° 248 + 14 1022 + 169 419+1.2 776 + 138
2K1C Yes 24+ 1 141 £ 5% 607 + 7° 111+£11¢ 2059 +470¢  4.381+0.3" 636+ 196
1K1C Yes 23+ 1 146 + 3% 590+ 1° 321 +23 994 + 456 541+0.7 1380 + 300

BW: body weight; MBP: mean blood pressure; HR: heart rate; Ang-N: angiotensinogen; PRC: plasma renin concentration; NE: norepinephrine.

N=11-19 in each group, for the NE measurements N=5-10 in each group

Ap<0.001 vs respective sham
Pp<0.05 vs respective sedentary group

©p<0.05 vs respective sham and 1K1C
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Table 2. Plaque quality assessment and staging in sedentary and 5-week exercised sham, 2K1C and 1K1C ApoE-/- mice. Number of mice

presenting the characteristic over total number of mice in the group.

Media Layering Thinned Adventitia Advanced
Exercise
degeneration fibrous cap inflammation  plaque staging
Sham No 2/7 2/7 2/7 0/7 2/7
2K1C No 9/9° 9/9%¢ 9/9%¢ 5/9°¢ 8/9"
IK1C No 7/8 2/8 4/8 0/8 4/8
Sham Yes 5/8 2/8 4/8 1/8 4/8
2KIC Yes 3/8" 3/8" 3/8% 0/8" 2/8"
IK1C Yes 6/7 4/8 4/8 0/8 4/8

N=7-9 in each group
Ap<0.05 vs sedentary 2K 1C mice
Bp<0.05 vs sedentary 1K 1C mice

“p<0.05 vs sedentary sham mice
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Figure 1

[ ] Sedentary
5-week swimming

p<0.05
60 p<0.01 p<0.05
$ 40-
Q
>
w
5 20-
Sham 2K1C 1K1C

Figure 1. Smooth muscle cell (SMC) plaque content. Fibrous cap SMC content was
immunohistochemically quantitated by a-smooth muscle actin (SMA) staining. Sedentary
hypertensive 2K 1C mice show significantly decreased SMC content, a sign of plaque
vulnerability, as compared to sedentary normotensive and similarly hypertensive 1K1C mice.
Sedentary normotensive and hypertensive 1K1C animals had similar SMC content. After 5
weeks of swimming hypertensive 2K1C mice presented significantly increased SMC content,
not different from that found in sedentary and trained normotensive and hypertensive 1K1C

mice. N = 7-12 in each group.
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Figure 2
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Figure 2. Macrophage plague content. Plaques macrophage content was
immunohistochemically quantitated by MAC-2 staining. Sedentary hypertensive 2K1C mice
show significantly increased macrophage content, a sign of plaque vulnerability as compared
to sedentary normotensive and similarly hypertensive 1K1C mice. Sedentary normotensive
and hypertensive 1K1C animals had similar macrophage content. After 5 weeks of swimming
hypertensive 2K 1C mice presented significant decrease in macrophage content, not different
from that found in sedentary and trained normotensive and hypertensive 1K1C mice. N = 7-

12 in each group.
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Figure 3

Figure 3. Representative plaques from sedentary sham, sedentary 2K1C, and exercised 2K1C mice. Phenotype of atherosclerotic plaques
from aortic sinus in mice was assessed by Movats staining. A, sedentary sham; B, sedentary 2K1C; C, exercised 2K 1C. Figure shows advanced

staging and signs of plaque vulnerability in sedentary hypertensive 2K1C mice (B). After 5 weeks of swimming plaques show a more stable

phenotype similar to that found in sedentary normotensive mice (C).
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Figure 4
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Figure 4. Aortic AT1 receptor mRNA expression. Real time PCR analysis showed a
significant decrease in aortic Ang II AT1 receptor mRNA levels in normotensive and
hypertensive 2K1C mice. This decrease was also present in hypertensive 1K1C animals
although it did not reach statistical significance. AT1 mRNA levels were not different among

the various groups of sedentary animals. N = 4 to 10.
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Figure 5
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Figure 5. Endothelial function in Apoe” 2K1C mice. Endothelium-dependent and
independent vasorelaxation in isolated aortic rings were studied. Five weeks of swimming did

not improve endothelial function in 2K1C mice. N=5to 7.
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Figure 6
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Figure 6. Aortic eNOS mRNA expression. Real time PCR analysis showed no difference in

eNOS expression among sedentary and exercised hypertensive 2K1C mice. N =5 to 7.
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Figure 7
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Figure 7. Spleen mRNA expression for T cell markers. The expression of transcripts for

markers of T helper cells (CD4, A), Thl cells (Tim 3, B), Th2 cells (Gata3, C), and regulatory

T cells (Foxp3, D) was analyzed by RT PCR in splenocytes from 2K1C mice. N =4 to 6.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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L'évolution des modes de vie de la société moderne a complétement modifié le
comportement des individus en matiére d’activité physique. On estime que 25 a 33% de
la population des pays industrialisés ménent une vie sédentaire. Paradoxalement, depuis
le début des années 1970, l'industrie du sport s’est considérablement développée et a
favorisé I'explosion de la pratique sportive. Le sport est devenu aujourd’hui un vecteur
incontournable de I'’économie occidentale. Pourtant, sa promotion n‘a apporté aucune
solution a I'explosion parallele de la sédentarité et des maladies chroniques.
Indépendamment de la corpulence et de I'age, un faible niveau d’activité physique est un
déterminant majeur du risque de développer certaines maladies chroniques
cardiovasculaires ou autres (cardiopathies ischémiques, cancer du c6lon, cancer du sein,
arthrose, ostéoporose). L'inactivité physique, seule, serait a 'origine de 10 a 16% des
cancers du sein, du célon et du rectum, et d’environ 22% des cardiopathies ischémiques.
Face aux conséquences individuelles et a l'‘accroissement des dépenses liés a la
sédentarité, le projet de loi relatif a la politique de santé publique (9 aolt 2004) identifie
I'activité physique comme I'un des déterminants majeurs de la santé publique. Dans le
cadre du 2°™ Programme National Nutrition Santé, la promotion de I’activité physique est
I'un des neuf objectifs prioritaires avec, pour but, la recommandation de pratiquer
quotidiennement I'équivalent d’au moins une demi-heure d’exercice, au minimum cing
jours par semaine. Malgré la prise de conscience des pouvoirs publics, les actions de
promotion et de sensibilisation restent timides et peu efficaces en terme de bénéfice
sanitaire. Nous sommes convaincus que la pleine efficacité de la promotion de l'activité
physique en temps qu’élément de prévention primaire aura lieu lorsque le monde de la
recherche scientifique aura démontré et décortiqué les mécanismes biologiques
responsables du bénéfice. En toute modestie, I'ensemble de notre travail apporte une
pierre a cet édifice. Nos résultats montrent que l’'exercice en endurance régulier est
capable de prévenir la dysfonction endothéliale qui est considérée comme l'une des
étapes précoces majeures de l‘athérogenése. Nous démontrons également, pour la
premiére fois, que |'exercice améliore la stabilité des plaques et ralentit le développement

de la plaque instable via une diminution de l'inflammation et une augmentation des CMLV
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au sein de la plaque. Ces résultats n’auraient pu étre obtenus sans la découverte et
I'utilisation d’'un modéle murin avec une hypercholestérolémie et une hypertension
rénovasculaire développant des plaques instables (Mazzolai et al., 2004). Ainsi, I'exercice
préviendrait la rupture de plaque et par conséquent la survenue des complications
cardiovasculaires fatales de |'athérosclérose. Ces résultats ont une forte relevance
clinique et pourraient expliquer pourquoi |I'exercice diminue la mortalité cardiovasculaire
et améliore la qualité de vie des patients a risque cardiovasculaire.

Notre travail éclaire aussi sur les mécanismes vasculaires et moléculaires sous-jacents a
I'origine de ces bénéfices. L'exercice prévient la dysfonction endothéliale, principalement
via une augmentation de la sensibilité des récepteurs a I'’Ach et une activation des
événements signalétiques récepteurs-dépendants spécifiques de I’Ach, favorisant ainsi
I'action biologique du NO. Concernant I'amélioration de la stabilité de la plaque avec
I’'exercice, il semblerait que la voie eNOS ne soit pas le mécanisme majeur tout au moins
avec |'exercice de longue durée. Ce résultat, pour le moins original, est contraire au
courant de pensée scientifique qui revendique le plus souvent |'augmentation de
I'expression de la eNOS comme le mécanisme clé a l'origine des effets vasculo-
protecteurs de |'exercice. Notre résultat relance la discussion sur la pertinence et le role
de la voie eNOS avec l'exercice. Nous suggérons que les adaptations moléculaires au
niveau des genes divergent selon la durée de I'exercice. De ce fait, I'laugmentation de
I'expression de la eNOS pourrait étre une adaptation uniquement transitoire qui
surviendrait uniquement pendant les premiéres semaines d’entrainement. A long terme,
I’'exercice pourrait provoquer un remodelage NO-dépendant qui normaliserait les forces
de cisaillement et I'expression de la eNOS. D’autres travaux sont nécessaires pour
vérifier cette hypothése et déterminer I’évolution chronologique des adaptations
moléculaires de la eNOS avec |'exercice.

Enfin, en présence d’une hypertension Ang II-dépendante, l'inhibition du développement
de la plaque instable est médiée par une sous-régulation de I'expression des récepteurs
AT1 indépendamment d‘un bénéfice sur les parameétres hémodynamiques. L’exercice

agirait comme un antagoniste des récepteurs AT1 de I’Ang II et serait, de ce fait, une

- 115 -



alternative avantageuse aux traitements pharmacologiques proposés aux patients
hypertendus qui ont le méme mode d’action biologique mais dont les effets secondaires
ne sont pas toujours bien connus. Toutefois, les voies signalétiques par lesquelles la
diminution de I'expression des récepteurs AT1 ameéne a prévenir le phénotype instable de
la plague restent a déterminer dans de futurs travaux.

Ainsi, I'exercice, en particulier la nage, serait une thérapie attractive en termes de
protection de I'athérosclérose et de la mortalité cardiovasculaire. Il est donc primordial
d’encourager dans notre société la pratique d’une activité physique adaptée a la forme

physique de chacun.
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