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Dans le système cardiovasculaire, une des découvertes majeures de

ces vingt dernières années est celle du rôle exercé par le monoxyde d’azote

(NO) d’origine endothéliale pour maintenir l’homéostasie vasculaire. De par

ses divers effets sur les cellules circulantes et vasculaires, le NO endothélial est

reconnu comme un facteur protecteur.

Malgré les progrès considérables réalisés dans le domaine de la

chirurgie et de la thérapeutique, les pathologies cardiovasculaires restent

encore aujourd’hui la première cause de mortalité dans les pays développés.

Les recherches réalisées au cours de ces dernières années, sur divers modèles

animaux mais aussi chez l’Homme, ont permis d’établir que les principaux

facteurs de risque prédisposant à l’athérosclérose (diabète,

hypercholestérolémie, hypertension artérielle, tabagisme, obésité) ainsi que

différentes pathologies établies comme l’insuffisance cardiaque, sont

associées à un dysfonctionnement de la voie du NO endothélial (concept de

‘dysfonction endothéliale’). Cette dysfonction endothéliale joue un rôle

important dans l’initiation et la progression du processus d’athérosclérose. Elle

est liée  en grande partie à un ‘stress oxydant’ qui conduit à une diminution

de l’effet protecteur du NO endothélial. Devant ces situations, différentes

stratégies ont été envisagées pour restaurer l’effet protecteur du NO

endothélial, par diminution du stress oxydant et/ou par supplémentation en

NO.
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Parmi les agents communément appelés ‘donneurs de NO’, certains

comme les nitrates organiques ont été utilisés en thérapeutique bien avant la

découverte du rôle du NO dans les vaisseaux. Les nitrates organiques

présentent l’inconvénient d’induire un phénomène de tolérance imputable,

au moins en partie, à un stress oxydant consécutif à la biotransformation de

ces composés dans la paroi vasculaire. D’une manière générale, l’intérêt des

donneurs de NO pour suppléer au NO endothélial pourrait être limité du fait

de la faible demi-vie du NO radicalaire produit à partir de ces composés. Des

travaux récents menés dans le laboratoire ont permis de montrer que certains

‘donneurs de NO’ peuvent exercer des effets persistants dans les vaisseaux,

par transfert de NO sur des groupements thiols, induisant ainsi la constitution

de stocks de NO sous forme de protéines S-nitros(yl)ées. Au début de notre

travail de thèse, ce mécanisme avait été décrit au laboratoire sur des

modèles d’artères ‘saines’, dépourvues d’endothélium. Aucune information

n’était disponible sur des modèles d’artères ‘pathologiques’, comme celles

présentant une tolérance à l’effet des nitrates organiques, ou celles

présentant une dysfonction endothéliale.

Selon différentes données épidémiologiques, il existe une corrélation

inverse entre risque cardiovasculaire et consommation de polyphénols

d’origine naturelle. Les effets potentiellement bénéfiques des polyphénols sur

le système cardiovasculaire pourraient être en partie dus à des effets directs

sur la paroi vasculaire. Il a été montré au laboratoire que des extraits
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polyphénoliques de vin rouge et des polyphénols d’autres origines

augmentent la production par l’endothélium de facteurs relaxants, et

notamment de NO. Ces composés étant aussi connus pour leurs propriétés

anti-oxydantes, une partie de leur effet protecteur pourrait ainsi être liée à la

restauration de la biodisponibilité du NO. Là encore, au début de notre

travail, les effets des polyphénols sur la fonction endothéliale avaient été

étudiés au laboratoire sur la fonction endothéliale dans des modèles

d’artères ‘saines’, et non pas sur les modèles ‘pathologiques’ cités

précédemment.

Ainsi, l’objectif général de ce travail de thèse a été d’évaluer l’intérêt, en

vue de prévenir et/ou de limiter l’évolution des pathologies vasculaires, de la

modulation de la biodisponibilité du NO par la formation de stocks

mobilisables de NO, ou par la consommation modérée d’un extrait

polyphénolique du vin rouge.
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  CHAPITRE 1

Données bibliographiques
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1ERE PARTIE : ROLE DU NO ENDOTHELIAL DANS LE CONTROLE DE

L’HOMEOSTASIE VASCULAIRE

I.1. Structure et fonctions de la paroi vasculaire

Tous les vaisseaux sanguins, à l’exception des capillaires, sont

structurellement et fonctionnellement compartimentés en 3 couches

cellulaires qui, de la lumière vers l’extérieur, comprennent l’intima, la média et

l’adventice.

           

adventice

Cellules musculaires lisses

Adventice

Media

Intima

Lame élastique externe 

endothélium

Lame élastique interne

Figure 1 : Microphotographie originale d’une coupe transversale d’aorte de rat (© Sarr et
Martins, 2004) et représentation schématique des différentes tuniques de la paroi vasculaire
(© www.lab.anhb.uwa.edu.au , modifiée).

L’intima, en contact direct avec le sang, est composée de cellules

endothéliales en monocouche. La monocouche endothéliale repose sur une

membrane basale pouvant être elle-même en contact étroit avec une

couche sous-endothéliale. L’endothélium a principalement des fonctions

fibrinolytiques, antithrombotiques, de transferts cellulaires et d’échanges

http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/
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liquidiens et de régulation du tonus vasculaire par la libération de facteurs

vasoactifs (voir I.2.).

La média (tunique médiane) contient les cellules musculaires lisses

arrangées de manière circulaire dans une matrice composée d’élastine et

de fibres de collagène. Les cellules musculaires lisses sont le siège des

mécanismes de contraction et de relâchement du vaisseau. Elles perçoivent

des signaux  provenant de l’endothélium et du tissu métaboliquement actif,

des terminaisons nerveuses adventitielles et de l’interstitium. La contraction

des cellules musculaires lisses survient suite à une augmentation de la

concentration cytosolique en ions calcium. Celle-ci peut être la

conséquence d’une libération de calcium à partir des stocks du réticulum

et/ou d’une entrée de calcium d’origine extracellulaire. Le calcium libre

cytosolique, en se liant à la calmoduline, va entraîner l’activation de la kinase

de la chaîne légère de la myosine (MLCK) qui, phosphorylée, va désinhiber

l’activité ATPasique de la chaîne lourde et permettre la phosphorylation de la

chaîne légère de la myosine (MLC) et la contraction, suite à l’interaction

entre les filaments d’actine et de myosine (Walker J.S., 1994). L’état de

contraction et de relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire réalise le

tonus vasomoteur, définissant ainsi le niveau de pression artérielle et

répartissant le flux en fonction des besoins métaboliques (Michel, 1998).

L’adventice est la couche la plus externe de la paroi vasculaire, en

contact avec le tissu environnant. Son épaisseur varie selon le type vasculaire
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et sa localisation. Elle est constituée d’un tissu conjonctif dense composé de

fibroblastes et de macrophages-résidents, de fibres de collagène, de fibres

élastiques et de varicosités nerveuses qui peuvent libérer différents facteurs

vasoactifs. La couche adventitielle des artères de gros calibre contient de

nombreux vaisseaux nourriciers (artérioles, veinules, capillaires, vaisseaux

lymphatiques) ou vasa vasorum qui apportent l’oxygène et les principaux

nutriments à la couche médiale. Des données récentes, obtenues dans le

laboratoire et par d’autres groupes, montrent que la production de facteurs

vasoactifs par l’adventice n’est pas limitée au varicosités nerveuses. Les

fibroblastes de l’adventice sont en effet capables de produire des

médiateurs vasoactifs comme le NO (Kleschyov et al., 1998; Kleschyov et al.,

2000b) ou les anions superoxydes (Pagano et al., 1997). De par la production

de divers médiateurs, les fibroblastes de l’adventice seraient ainsi capables

d’affecter le tonus et la structure des vaisseaux (Gutterman, 1999; Rey et al.,

2002).

I.2. Données générales sur les facteurs vasoactifs dérivés de l’endothélium

L’endothélium vasculaire ne constitue pas une simple barrière inerte

entre le sang et les tissus. Depuis les travaux menés par les équipes de Sir John

Vane (Bunting et al., 1976) et de Robert Furchgott (Furchgott and Zawadzki,

1980), il est bien établi que l’endothélium est capable de synthétiser et de

libérer différents médiateurs susceptibles d’exercer des effets sur les cellules

vasculaires et circulantes, et ainsi d’affecter les fonctions vasculaires par
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exemple le tonus et la prolifération, les interactions entre cellules circulantes

et cellules vasculaires et entre les cellules circulantes (adhésion, agrégation).

Divers facteurs dérivés de l’endothélium ont comme point commun

d’exercer un effet relaxant vasculaire : c’est le cas du NO (voir paragraphe

I.3.), de la prostacycline (qui inhibe également l’agrégation plaquettaire) et

du facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium ou ‘EDHF’ (Busse et al.,

2002). A ces facteurs relaxants synthétisés dans les cellules endothéliales et

secrétés par ces cellules (tout au moins en ce qui concerne le NO et la

prostacycline), s’ajoutent des substances vasoconstrictrices produites par des

enzymes présentes sur la face des cellules endothéliales au contact de la

circulation. Ainsi au niveau endothélial, l’activité de l’enzyme de conversion

produit de l’angiotensine II, un octapeptide qui est le principal peptide actif

du système rénine-angiotensine. Il intervient dans la régulation de la

vasomotricité et de l'équilibre hydrosodé. L’une des conséquences

fonctionnelles de l’action à long-terme de l’angiotensine II sur le système

vasculaire est l'hypertrophie des parois artérielles et ventriculaires gauches.

Bien que la production d'angiotensine II soit normale voire abaissée dans

l'hypertension essentielle, le rôle du système rénine/angiotensine s'explique

par une action favorisante sur la dysfonction endothéliale et une réponse

exacerbée des cellules musculaires lisses  à l'angiotensine II et à d'autres

facteurs de croissance, ce qui favorise l'hypertrophie (voir également

paragraphe II.3.2. ; [pour revue récente : (Schiffrin and Touyz, 2004)]. Parmi les
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facteurs vasoconstricteurs et mitogènes d’origine endothéliale, on peut

également citer l’endothéline-1.

Aux facteurs endothéliaux cités précédemment, s’ajoutent  les espèces

réactives dérivées de l’oxygène (ERO), même si celles-ci peuvent être

produites par d’autres types cellulaires de la paroi vasculaire, comme les

cellules musculaires lisses et les fibroblastes. Parmi les ERO de nature

radicalaire, les anions superoxide (O2°-) exercent des effets propres au niveau

de certaines voies de transduction dans les cellules vasculaires (Griendling et

al., 2000a; Ellis and Triggle, 2003). Ils exercent également des effets indirects,

en interagissent très rapidement avec le NO. Les effets qui découlent de

cette interaction sont consécutifs à la diminution de l’activité biologique du

NO et/ou à la formation de peroxynitrites (voir paragraphe 1.3.3.). Certaines

ERO, de nature non radicalaire comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2),

exercent un effet relaxant direct au niveau vasculaire. Le H2O2 produit au

niveau de l’endothélium à partir des anions superoxydes par l’activité

superoxyde dismutase a été identifié comme un ‘EDHF’ dans certaines artères

(Matoba et al., 2000; Matoba et al., 2002; Morikawa et al., 2003; Rabelo et al.,

2003). Il pourrait également intervenir comme facteur relaxant d’origine

endothéliale dans certains modèles de dysfonction endothéliale associée à

une hypertension systémique (Landmesser et al., 2003), voir (paragraphe

II.3.2.)
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I.3. Le monoxyde d’azote

Le rôle physiologique du NO a été découvert suite aux travaux

initialement menés par Furchgott et Zawadzki (1980) montrant la production

par l’endothélium d’un facteur relaxant de nature non prostanoïque appelé

endothelium derived relaxing factor ou ‘EDRF’. Le NO a été identifié quelques

années plus tard comme rendant compte des principales propriétés

biologiques de l’EDRF (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987).

I.3.1. Biosynthèse par les NO-synthases

La biosynthèse du NO est assurée par les NO-synthases (NOS) (Andrew

and Mayer, 1999). En présence de NADPH, d'oxygène, de

tétrahydrobioptérine (BH4), de FAD et de FMN, les NOS catalysent dans une

première étape l’oxydation de la L-arginine (acide aminé semi-essentiel) en

Nω-hydroxy-L-arginine. Cet intermédiaire peut être libéré du site actif de

l’enzyme et exercer des effets autocrines ou paracrines. Dans une deuxième

étape, la Nω-hydroxy-L-arginine est transformée en L-citrulline et NO [Pour

revue (Schini and Vanhoutte, 1993)](figure 2).
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              Figure 2 : Réaction catalysée par les NO-synthases

Les formes actives de NOS sont des homodimères. Chaque monomère

comprend un domaine réductase en C-terminal liant NADPH et flavines et un

domaine oxygénase en N-terminal comportant le site catalytique, le site BH4

et l’hème. Ce dernier joue un rôle important pour la dimérisation de l’enzyme,

tandis que la liaison du BH4 stabiliserait la forme dimère. Le complexe

calcium/calmoduline se fixe entre le domaine oxygénase et domaine

réductase et contrôle le transfert d’électron du domaine réductase vers le

domaine oxygénase pour permettre la réaction enzymatique [figure 3,

(Albrecht et al., 2003)].

Figure 3 : Représentation schématique de la structure des NOS et du transfert d’électron du domaine
réductase vers le domaine oxygénase de l’enzyme (Albrecht et al., 2003).
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I.3.1.1. Isoformes de NOS

Trois isoformes de NOS ont été bien identifiées. L'isoenzyme de type II

(NOS2 ou NOS-II, NOS inductible ou iNOS) peut être induite dans de très

nombreux types de cellules, dont les diverses cellules vasculaires, après

exposition à des composants bactériens (lipopolysaccharide, acide

lipotechoïque) ou des cytokines proinflammatoires telles que l’interleukine-1

bêta et le TNF alpha (Vanhoutte et al., 1989; Schini et al., 1994; Stoclet et al.,

1999b; Muller et al., 2000). Contrairement aux autres isoformes de NOS, la NOS

2 est susceptible de produire des quantités importantes de NO,

indépendamment des variations de la concentration en calcium cytosolique.

Une telle production de NO par la NOS-II peut avoir lieu au niveau de types

cellulaires ne produisant pas habituellement de NO, comme les fibroblastes

de l’adventice vasculaire (Stoclet et al., 1998; Kleschyov et al., 2000b).

L’isoenzyme de type I (NOS1 ou NOS-I, NOS neuronale ou nNOS) est

exprimée dans les neurones centraux et périphériques, mais aussi dans

d’autres cellules comme les cellules épithéliales ou les cellules musculaires

lisses de média, comme cela a été décrit dans l’artère carotide de rats

spontanément hypertendus (Boulanger et al., 1998). L'isoenzyme de type III

(NOS3 ou NOS-III, NOS endothéliale ou eNOS) est présente dans les cellules

endothéliales et les cardiomyocytes. Comme la NOS 1, la NOS 3 est exprimée

de façon constitutive. Elle produit de faible quantité de NO suite à
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l’activation réversible par le complexe calcium/calmoduline qui lève

l’inhibition exercée sur l’enzyme par la cavéoline-1(Michel and Feron, 1997).

Le NO produit par les NOS constitutives peut participer à des processus

physiologiques de neurotransmission, de vasodilatation et d’inhibition de

l’agrégation et/ou de l’adhésion plaquettaire, contribuant ainsi à

l’homéostasie vasculaire.

I.3.1.2. Régulation de l’expression et de l’activité de la NOS endothéliale

L’activité enzymatique de la NOS 3 peut être modulée [pour

revues :(Forstermann et al., 1998; Li et al., 2002a; Li et al., 2002b)]. Les

médiateurs circulants et les forces de cisaillement sont les deux facteurs

régulateurs majeurs non seulement de l’activité de cette enzyme, mais

également de la quantité de protéine et d’ARN messager correspondant

(Arnal et al., 1999). En effet, la stimulation de récepteurs spécifiques

d’agonistes variés (bradykinine, sérotonine, adénosine, ADP/ATP, histamine,

thrombine) peut augmenter l’activité de la NOS-III (Schini et al., 1990; Castro

et al., 1998). La phosphorylation des résidus sérine de la NOS 3 est essentielle

pour sa régulation. Les conséquences de cette phosphorylation sont soit une

augmentation soit une réduction de son activité en fonction du type de

kinase (Protéine kinase A, Protéine kinase B encore appelée sérine/thréonine

kinase Akt, de même que la Protéine Kinase C) et du résidu sérine impliqués

(Hirata et al., 1995; Chen et al., 1999; Fulton et al., 1999; Gallis et al., 1999). En
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outre, plusieurs facteurs peuvent augmenter l’expression et/ou l’activité de la

NOS 3, incluant le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Kroll and

Waltenberger, 1998; Bouloumie et al., 1999), l’insuline (Fleming et al., 2003), le

Transforming Growth Factor (TGF-�), l’ Epidermal Growth Factor (EGF) ou de

concentrations faibles de LDL oxydées ou son facteur athérogénique majeur

le lysophosphatidylcholine (lysoPC). D’autres facteurs sont connus pour

réduire l’expression de la NOS 3, en particulier le TNF-�, l’érythropoïétine,

l’hypoxie et des concentrations fortes de LDL oxydées (Fleming and Busse,

1999; Govers and Rabelink, 2001).

I.3.1.3. Inhibiteurs de NO synthases

Il existe différents inhibiteurs de NOS (Stoclet et al., 1999b). Les premiers

inhibiteurs de NOS ont été les analogues de la L-arginine (L-Nω-methylarginine,

Nω-diméthylarginine, L-Nω-nitroarginine, L-Nω-aminoarginine), les mêmes

dérivés de la série D étant inactifs. Ces dérivés sont des inhibiteurs efficaces

mais peu sélectifs d’une classe particulière de NOS. Ils sont utilisés comme

outils dans les études in vitro, mais peuvent se révéler délétères dans des

études in vivo (Henrion et al., 1996; Bartunek et al., 2000; Ciani et al., 2001).

Même dans le cas du choc septique où les résistances vasculaires sont

dangereusement basses du fait notamment de l’induction de NOS2, leur

administration s’est révélée néfaste. D’autres molécules plus sélectives ont été

évaluées. C’est le cas notamment du composé 1400 W qui présente une
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bonne affinité et une sélectivité pour la NOS 2 (Stoclet et al., 1999b). La

dimethylarginine asymétrique (ADMA) est un inhibiteur endogène la NOS 3.

Des concentrations plasmatiques élevées en ADMA constituent  un nouveau

facteur de risque pour le développement d’une dysfonction endothéliale

(Boger, 2003).

I.3.2. Rôle physiologique du NO d’origine endothéliale

Le NO d'origine endothéliale exerce localement des effets multiples

(figure 4). Il peut diffuser vers les couches cellulaires sous-jacentes. Le NO

inhibe le tonus vasculaire, la migration et la prolifération des cellules

musculaires lisses ainsi que la synthèse de protéines de la matrice

extracellulaire (Schini-Kerth, 1999a). Le NO peut aussi diffuser vers le lumen du

vaisseau sanguin où il contribue au maintien de la fluidité du sang. Le NO

inhibe l'adhésion des plaquettes sanguines et des leucocytes aux cellules

endothéliales. De plus, il prévient l'agrégation plaquettaire et facilite la

dissolution d'agrégats plaquettaires. Le NO exerce vraisemblablement son

rôle régulateur sur l'hémostase uniquement à l'interface de la surface

luminale des cellules endothéliales et du sang, car il est rapidement capté

par l'hémoglobine des érythrocytes et est inactivé par les radicaux oxygénés

tels que les anions superoxyde. Le NO peut également affecter l’activité du

système fibrinolytique en régulant la libération de l'activateur du

plasminogène (t-PA) et de son inhibiteur le PAI-1, mais aussi inhiber

l’expression de divers gènes pro-athérosclérotiques comme le monocyte
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chemoattractant protein-1 (MCP-1) et le facteur tissulaire. L'importance du

NO d'origine systémique sur le contrôle de la fluidité du sang a été

démontrée in vivo chez l'homme par la régulation du temps de saignement

(Schini-Kerth, 1999b).

                                Figure 4 : Effets multiples du NO endothélial (Schini-Kerth, 1999).

I.3.3. Mécanismes des effets du NO

Les effets biologiques du NO découlent de l’interaction de l’une ou

l’autre de ses formes rédox (NO radical, NO+, NO-) avec différentes cibles

biologiques. On distingue classiquement des effets GMPc (Guanosine

3’,5’-MonoPhosphate cyclique)-dépendants et indépendants du NO.
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Une grande part des effets du NO dans les vaisseaux est liée à la liaison

réversible de NO radical au fer héminique de la guanylyl cyclase cytosolique.

Cette dernière constitue la cible la plus sensible du NO produit par la NOS 3

(Boulanger et al., 1990). Cette hémoprotéine soluble activée en présence de

50 à 100 nM de NO, transforme la guanosine triphosphate (GTP) en un

composé cyclique, la guanosine-3’,5’ monophosphate (GMPc). En dehors de

certains canaux ioniques et des phosphodiestérases des nucléotides

cycliques (qui non seulement hydrolysent le GMPc en 5’GMP inactif, mais

peuvent également, selon les isoformes être soit activées soit inhibées par le

GMPc), une des cibles principales du GMPc sont les protéines-kinases

dépendantes des nucléotides cycliques (Lincoln and Cornwell, 1993; Lucas et

al., 2000). Dans les vaisseaux, l’activation de la protéine-kinase GMPc

dépendante va induire une relaxation, par diminution de la concentration en

calcium cytosolique (avec pour conséquence la déphosphorylation de la

chaîne légère de la myosine) et/ou diminution de la sensibilité des

myofilaments pour le calcium par activation de la phosphatase des chaînes

légères de la myosine (Carvajal et al., 2000; Hofmann et al., 2000; Lincoln et

al., 2001).

Les effets indépendants du GMPc découlent de l’interaction de NO

avec d’autres cibles que la guanylyl cyclase cytosolique. Le NO peut interagir

avec les anions superoxydes produits par diverses oxydases dont les NOS

elles-mêmes dans certaines conditions (voir paragraphe II.2.3.). Beaucoup
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d’effets cytotoxiques du NO sont attribués aux peroxynitrites formés suite à

l’interaction entre NO et anions superoxydes. La cyclooxygénase est une des

cibles vasculaires du peroxynitrite. Ce dernier constitue le principal peroxyde

capable d’activer la cyclooxygénase in vivo (Landino et al., 1996; Marnett et

al., 2000). La prostacycline synthase est inhibée par les peroxynitrites (Zou et

al., 1997). Il résulte de ces deux mécanismes une augmentation de la

prostaglandine H2 (PGH2), puissant agent vasoconstricteur agissant par

activation des récepteurs TP.

La S-nitrosation de résidus cystéine a été décrite comme un mécanisme

de régulation ou de modulation de la fonction de plusieurs récepteurs,

canaux ioniques, enzymes, transporteurs et facteurs de transcription (Ahern et

al., 2002). Il a récemment été montré, dans divers cellules et tissus dont des

artères isolées et des cellules endothéliales en culture, que l’activation de

toutes les isoformes de NOS est associée à la S-nitrosation de protéines (Gow

et al., 2002). Cela conforte l’hypothèse que la S-nitrosation est un mécanisme

universel dans la voie de signalisation du NO et peut être responsable de

certains de ses effets biologiques. Dans les vaisseaux, il a été montré que la S-

nitrosation de certaines familles de canaux potassiques (canaux potassiques

à large conductance activés par le calcium, ou BKCa) entraîne leur

activation, conduisant ainsi à une hyperpolarisation des cellules musculaires

lisses et à un relâchement vasculaire (Bolotina et al., 1994). Un certain nombre

d’autres études montrent le rôle de S-nitrosation dans des effets du NO
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indépendants du GMPc au niveau vasculaire (Plane et al., 1996; Mistry and

Garland, 1998b; Mistry and Garland, 1998a; Sun et al., 2001). Il a été montré

récemment au laboratoire que la S-nitrosation de résidus cysteine est

responsable de la diminution persistante du tonus vasculaire induite par

certains donneurs de NO sur des artères dépourvues d’endothélium (Alencar

et al., 2003a; Alencar et al., 2003b; Alencar et al., 2003c). Par analogie avec

la circulation sanguine, dans laquelle la S-nitrosation de l’albumine ou de

l’hémoglobine pourrait intervenir dans les phénomènes de transport de NO

(Muller et al., 2002), il a été proposé que la S-nitrosation de protéines pourrait

représenter une forme de stockage de NO dans les vaisseaux (voir

paragraphe III.1.2.).
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2EME PARTIE : DYSFONCTION ENDOTHELIALE

II.1. Données générales

Le NO d’origine endothéliale exerce des effets protecteurs multiples sur

les cellules vasculaires et sur les cellules circulantes. Expérimentalement, la

fonction endothéliale peut être évaluée relativement aisément par l’étude

des propriétés vasorelaxantes immédiates d’agonistes endothélium-

dépendants comme l’acétylcholine (ou carbachol, métacholine) ou la

bradykinine. Ces études sont réalisées ex vivo, sur des artères issues

d’animaux (voire sur des artères d’origine humaine dans certains cas) servant

de modèles aux pathologies humaines. La fonction endothéliale peut être

évaluée in vivo chez l’Homme, suite à l’injection d’acétylcholine ou de

métacholine dans l’artère brachiale. Quelque soient les modèles, l’effet d’un

donneur de NO (nitroprussiate de sodium, trinitrine) se doit d’être étudié en

parallèle, afin d’évaluer la réponse du muscle lisse au NO exogène.

Il est clair à l’heure actuelle que la dysfonction endothéliale est associée

aux facteurs de risque qui prédisposent aux maladies ischémiques tels le

tabagisme (Hutchison, 1998), le diabète (Angulo et al., 2003), l’hypertension

artérielle ou l’hypercholestérolémie (John and Schmieder, 2000) de même

que le vieillissement (Andrawis et al., 2000), et à des pathologies installées

telles que l’athérosclérose ou l’insuffisance cardiaque (Badimon et al., 1992;
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Busse and Fleming, 1996; Barton, 2000; Bousette and Giaid, 2003; Davignon

and Ganz, 2004). Des situations cliniques telle que la tolérance aux dérivés

nitrés sont également associés à une dysfonction endothéliale (Warnholtz et

al., 2002; Fayers et al., 2003; Leopold and Loscalzo, 2003). Dans ces divers

modèles, l’analyse des mécanismes qui sous-tendent la dysfonction

endothéliale a permis de mettre en évidence d’une part le rôle d’une

réduction de la biodisponibilité du NO endothélial (par déficit de sa

production ou par augmentation de sa dégradation) et d’autre part le rôle

joué par le stress oxydant dans ces altérations. Néanmoins, le stress oxydant

ne saurait à lui seul expliquer la dysfonction endothéliale. D’autres

mécanismes sont probablement impliqués, comme altération de l’expression

et de l’activité des NOS par exemple, la production accrue d’ADMA, des

altérations de l’interaction NOS/cavéoline, des altérations de la voie GMPc

[pour revue : (Maxwell, 2002)].

II.2. Espèces réactives dérivées de l’oxygène

II.2.1.Nature et localisation des espèces réactives dérivées de l’oxygène

Les ERO sont constituées principalement par des radicaux libres

oxygénés dont la production se trouve notablement augmentée au cours du

stress oxydatif. Les principaux radicaux libres oxygénés sont l’anion

superoxyde (O2-.) et le radical hydroxyle (OH.). D’autres ERO telles que le
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peroxyde d’hydrogène (H2O2), le peroxynitrite (ONOO-), le dioxyde d’azote

(N2O) et l’acide hypochloreux (HOCl) ne sont pas considérées per se comme

des radicaux libres, mais elles ont des pouvoirs oxydants contribuant ainsi au

stress oxydatif.

Dans une situation normale, l’anion superoxyde se forme de façon

continue au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale comme résidu

de la réduction imparfaite de l’oxygène. Il apparaît aussi au cours du

fonctionnement de certaines enzymes telles que les monoamines oxydases et

des prostaglandines synthases à des concentrations qui normalement

devraient être réduites par les superoxydes dismutases (SOD) (Ducrocq et al.,

2001). Les SOD représentent un mécanisme de défense important vis-à-vis des

O2-. Trois isoenzymes ont été identifiées : une forme cytosolique (CuZnSOD),

une forme d’origine mitochondriale (MnSOD) et une isoenzyme extracellulaire

qui est également une CuZnSOD et représentant environ 50% de l’activité

totale des SOD (Stralin et al., 1995; Fukai et al., 2002). Les SOD dismutent les

anions superoxydes en (H2O2), qui lui-même peut être dégradé en H2O par la

catalase, ou former le radical hydroxyle (OH.) par la réaction de Fenton. Dans

certaines situations pathologiques, en dehors de la chaîne respiratoire

mitochondriale, des enzymes de la voie de l’acide arachidonique

(lipoxygénase et cyclooxygénase), de la xanthine oxydase, de certaines

peroxydases et d’autres hémoprotéines, deux sources particulièrement

importantes de ERO ont été bien étudiées au niveau du système
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cardiovasculaire. Il s’agit de la NADPH oxydase et de la NOS (Cai and

Harrison, 2000) (voir paragraphe II.2.2. et II.2.3.). La production cellulaire d’une

ERO peut entraîner la formation de plusieurs autres à travers des réactions en

cascade. Par exemple, la réaction de ces radicaux avec les acides gras

polyinsaturés peut former des radicaux peroxydes (R-COO.) qui, par l’attaque

radicalaire des acides gras adjacents, entraînent la peroxydation des lipides

dont l’accumulation au niveau cellulaire a de nombreuses conséquences

cytotoxiques (Cai and Harrison, 2000).

Parmi les moyens de détection des ERO, l’utilisation des techniques

d’immunofluorescence présente l’avantage de permettre de les localiser

dans la paroi vasculaire dans des modèles pathologiques (Munzel et al.,

2002). Plusieurs études ont montré la présence d’ERO au niveau de tous les

types cellulaires, en particulier fibroblastes de l’adventice, cellules musculaires

lisses et endothéliales (Mori et al., 2001; Li and Shah, 2002; Brennan et al.,

2003). La localisation vasculaire de ces ERO dépend de la nature du stimulus

et de la pathologie associée (Wolin et al., 2002). En effet, une production

importante de ces ERO a été observée au niveau de l’endothélium dans des

modèles de rat diabétique, chez des patients au cours du diabète (Hink et

al., 2001; Guzik et al., 2002) mais également dans des modèles d’hypertension

artérielle « DOCA + sel » (Cai and Harrison, 2000). Cependant, dans d’autres

modèles d’hypertension artérielle comme celle induite par infusion chronique

d’angiotensine II, les fibroblastes de l’adventice ont été considérées comme

une source importante de ces ERO (Wang et al., 1998). Une production
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accrue d’ERO par les cellules musculaires lisses a été rapportée dans des

modèles d’athérosclérose chez le lapin (Miller et al., 1998). Ces différences de

localisation de la production d’ERO pourraient aussi refléter l’hétérogénéité

des sources enzymatiques.

II.2.2. Rôle de la NADPH oxydase comme source d’anions superoxydes

De nombreuses études ont montré, notamment par l’utilisation

d’inhibiteurs d’enzymes à flavine telle que le diphénylène iodinium (DPI), que

la NADPH oxydase est une source importante d’anions superoxydes aussi bien

au niveau de vaisseaux humains que dans de modèles animaux associés à

des pathologies vasculaires (Rajagopalan et al., 1996; Griendling et al.,

2000b). De plus, le niveau de production d’anions superoxydes par la NADPH

oxydase détermine la sévérité de la dysfonction endothéliale et pourrait

permettre de caractériser expérimentalement et cliniquement le profil du

risque cardiovasculaire (Guzik et al., 2000). Cette production explosive

d’anions superoxydes par la NADPH oxydase est en rapport avec l’activité de

l’enzyme et le niveau d’expression des sous-unités qui la composent peut

également être augmenté [pour revues récentes : (Griendling et al., 2000b;

Cai et al., 2003; Lassegue and Clempus, 2003)]. En effet, l’activation du

complexe NADPH oxydase s’accompagne de certaines modifications

conformationnelles de son composant redox, la flavoprotéine b558 [protéine

membranaire hétérodimérique avec une sous-unité glycosylée de masse

91 kDa portant deux composants héminiques, les sites FAD et NADPH

(gp91phox) et une autre sous-unité de 22 kDa (p22phox)]. Les deux facteurs
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cytosoliques présents ont des masses moléculaires de 67 et 47 KDa (p67phox

et p47phox, respectivement). Une autre protéine de 40 KDa est également

présente dans le complexe et  semble jouer un rôle de régulateur du niveau

d’activation de l’enzyme (Sorescu et al., 2002; Touyz et al., 2002).

                                   
Figure 5 : Représentation schématique de la structure de la
NADPH oxydase des cellules musculaires lisses [modifié
d’après (Griendling et al., 2000b)]. La distribution des
différentes sous-unités de la NADPH oxydase dans les cellules
vasculaires a été également étudiée comme montré au niveau
du tableau 1.

Tableau 1 : Niveau d’expression des sous-unités de la NADPH oxydase dans les
cellules vasculaires (modifié d’après Griendling et al., 2000b).

II.2.3. Rôle des NO synthases comme source d’anions superoxydes

La NOS 3 est également considérée comme une source potentielle

d’ERO, lorsqu’elle fonctionne en mode appelé ‘découplé’. En effet, les

études réalisées à l’aide des enzymes purifiées ou recombinantes ont montré
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que la NOS 3, tout comme les NOS 1 et NOS 2, est capable de générer des

anions superoxydes dans des situations de déficit de son substrat, la L-

arginine, ou de ces cofacteurs d’activation, en particulier la

tétrahydrobioptérine (BH4). Inversement, dans des systèmes déplétés en BH4,

la supplémentation en BH4 augmente la production de NO et diminue celle

d’anions superoxydes (Wever et al., 1997; Vasquez-Vivar et al., 1998; Xia et al.,

1998). Il semble que lors d’un déficit en BH4, les électrons ne sont pas

correctement transférés du domaine réductase vers le site catalytique du

domaine oxygénase, et réagissent avec l’oxygène pour former des anions

superoxydes. Lorsque la NOS 3 fonctionne en mode partiellement découplé,

la production locale d’anions superoxydes et de NO pourrait conduire à une

production significative de peroxynitrites [figure 6 : (Goligorsky et al., 2002;

Kawashima and Yokoyama, 2004)].

Figure 6 : Représentation schématique du fonctionnement normal et découplé de la NOS, et de ses
conséquences (Kawashima and Yokoyama, 2004).
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II.3. Rôle du stress oxydant dans la dysfonction endothéliale : exemple de

l’hypertension artérielle systémique

L’hypertension artérielle est caractérisée par une augmentation

chronique de la pression artérielle. Les complications vasculaires liées à cette

pathologie sont à la base des conséquences organiques qui sont

essentiellement les accidents ischémiques cardiaques et cérébraux,

l’insuffisance rénale, l’hypertrophie cardiaque et le remodelage pariétal.

Plusieurs modèles d’hypertension artérielle expérimentale ont été

développés, dans lesquels existe une dysfonction endothéliale liée à un stress

oxydant.

II.3.1. Modèles expérimentaux d’hypertension artérielle systémique

De l’implication physiologique du NO endothélial dans la régulation de

la pression artérielle découle un modèle d’inhibition chronique de l’activité

des NOS, soit par l’administration chronique d’inhibiteurs de NOS, soit par

invalidation spécifique du gène de la NOS 3. Un modèle ancien

d’hypertension expérimentale est l’hypertension rénovasculaire de Goldblatt

(pour historique, (Basso and Terragno, 2001). Il s’agit de provoquer une

sténose unilatérale par clampage d’une artère rénale et d’exposer de ce fait

le rein controlatéral à l’hypertension. Un autre modèle est l’hypertension

secondaire à un surdosage en minéralocorticoïde et en sel encore appelé

« DOCA + sel » qui consiste à administrer l’acétate de désoxycorticostérone

(DOCA) en présence de concentrations élevées de chlorure de sodium.
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L’hypertension qui en découle est le reflet d’une rétention hydrosodée

entraînant une hypervolémie.

Aux modèles d’hypertensions secondaires précédents s’ajoutent un

certain nombre de modèles génétiques. Les rats spontanément hypertendus

(SHR) sont des rats génétiquement hypertendus. Ils présentent un syndrome

d’hypertension spontanée avec une surcharge de pression chronique dans

toute la durée de leur vie. Ces rats sont obtenus par croisement successif de

souches hypertendues dont la tension était supérieure à celles des

précédentes. La souche SHR se caractérise également par une hypertrophie

ventriculaire gauche comme observée dans le modèle DOCA + sel. Il est

alors important de prendre comme témoin la souche normotendue Wistar

Kyoto (Okamoto and Aoki, 1963) qui présente la même hypertrophie

cardiaque apparaissant très tôt au cours de son développement. Un autre

modèle expérimental de rat spontanément hypertendu est la souche

« stroke-prone » ou SHR-SP. Elle dérive de la souche SHR avec des niveaux de

pression artérielle plus élevés et des risques d’accidents vasculaires plus

sévères. Les mécanismes génétiques responsables de l'hypertension artérielle

de ces différentes  lignées ne sont pas encore établis. Cependant, des études

récentes ont montré l’existence d’un stress oxydatif qui pourrait contribuer

comme facteur aggravant dans la pathogénicité de ces types

d’hypertension artérielle (Kishi et al., 2004; Lee et al., 2004; Tanito et al., 2004).
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D’autres souches de rats hypertendus peuvent être également citées :

la souche de Dahl, qui de modifications génétiques, est devenue

hypersensible à l’apport sodé ; la souche de rat New England Diaconness

Hospital (NEDH) qui  présente spontanément au cours de son développement

des médullosurénalomes malins ou phéochromocytomes. Les conséquences

physiopathologiques sont une hypersécrétion de catécholamines et une HTA.

Enfin, un autre modèle d’hypertension génétique est constitué par les rats

lyonnais hypertendus (LH) avec leurs 2 souches témoins LN (à pression

normale) et LL (à basse pression).

II.3.2. Stress oxydant et hypertension artérielle systémique

Il existe de nombreuses évidences qui supportent l’implication des

anions superoxydes dans divers modèles d’hypertension systémique. Ces

anions superoxydes réagissent très rapidement avec le NO endothélial, qui,

dans les conditions physiologiques, réduit en permanence les résistances

vasculaires. La conséquence de l’interaction entre les anions superoxydes et

le NO est la baisse de la biodisponibilité en NO, contribuant ainsi à l’élévation

de la pression artérielle. Bien que le stress oxydatif soit impliqué dans différents

modèles, les résultats de nombreuses études sont en accord avec la notion

selon laquelle il intervient plus dans l’aggravation que dans la genèse de la

pathologie hypertensive (Nakazono et al., 1991; Thomas et al., 2003). Il est

également à noter que la production accrue d’ERO pourrait aussi,

directement ou indirectement, altérer les mécanismes responsables de l’effet

relaxant du NO sur les cellules musculaires lisses. Dans le modèle de rats SHR
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ou de rats traités de façon chronique par l’AngII, il existe un phénomène de

‘down regulation’ de la guanylyl cyclase cytosolique et une diminution de

l’activité de la voie GMPc au niveau vasculaire (Kloss et al., 2000; Mollnau et

al., 2002). Ceci pourrait expliquer la diminution de l’effet relaxant d’un

donneur de NO comme la trinitrine, qui est aussi observée dans certains de

ces modèles (Rajagopalan et al., 1996; Mollnau et al., 2002).

La production vasculaire d’anions superoxydes est augmentée dans les

modèles SHR (Wu et al., 2001), DOCA-salt (Somers et al., 2000; Beswick et al.,

2001), par clampage de l’artère rénale (Heitzer et al., 1999; Dobrian et al.,

2001), par inhibition chronique de NOS (Kitamoto et al., 2000) et par infusion

chronique d’Ang II (Rajagopalan et al., 1996; Landmesser et al., 2002a). Cette

production accrue d’anions superoxydes a une importance fonctionnelle,

car l’administration d’anti-oxydants de diverses natures permet de normaliser

la pression artérielle des animaux (Laursen et al., 1997; Mizutani et al., 2000;

Beswick et al., 2001; Chen et al., 2001; Dobrian et al., 2001; Nishiyama et al.,

2001; Noguchi et al., 2001; Wu et al., 2001; Park et al., 2002; Cuzzocrea et al.,

2004; Negishi et al., 2004). Certaines études rapportent également que le

traitement anti-oxydant permet de corriger la dysfonction endothéliale

(Rajagopalan et al., 1996; Cuzzocrea et al., 2004).

Dans de nombreuses études, le rôle de NADPH oxydase comme source

d’anions superoxyde a été démontré à l’aide d’inhibiteurs, ou de modèles de
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souris déficientes pour l’une des sous-unités de la NADPH oxydase

(Rajagopalan et al., 1996; Beswick et al., 2001; Landmesser et al., 2002b).

Dans certains modèles comme celui de l’hypertension induite par infusion

chronique d’Ang II, une augmentation de l’expression de diverses sous-unités

de la NADPH oxydase a été rapporté (Fukai et al., 2002; Mollnau et al., 2002).

La production accrue d’ERO par la NADPH oxydase pourrait aussi initier

le phénomène de découplage de la NOS (Mollnau et al., 2002; Griendling

and FitzGerald, 2003). Des travaux récents menés dans le modèle ‘DOCA –

salt’ (à l’aide de souris déficientes ou non en NOS 3 ou en sous-unité p47phox

de la NADPH oxydase) ont mis en évidence que la production d’ERO par la

NADPH oxydase conduit à l’oxydation de la BH4 et au découplage de la NOS

endothéliale. Ceci entraîne une diminution de la production de NO et une

augmentation de la production d’ERO par la NOS-3. Une supplémentation en

BH4 diminue la production vasculaire d’ERO, augmente la production de NO

par cette enzyme, et réduit la pression artérielle. La fonction endothéliale des

aortes issues de souris ‘DOCA-salt’ n’est que faiblement altérée, mais semble

être médiée par l’H2O2 formé par la NOS découplée (Landmesser et al.,

2003). Des résultats très similaires ont été décrits chez des souris mutantes

présentant une réduction très importante en GTP cyclohydrolase I, l’enzyme

limitante dans la synthèse de BH4 (Cosentino et al., 2001), ce qui supporte

l’importance du rôle du déficit en BH4 dans les modifications de la fonction

endothéliale observée dans certains modèles d’hypertension.
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3EME PARTIE : APPROCHES PHARMACOLOGIQUES POUR

AUGMENTER LA BIODISPONIBILITE EN NO

La dysfonction endothéliale peut être considérée comme une

manifestation précoce de beaucoup de pathologies vasculaires. En clinique

humaine, de nombreuses approches pharmacologiques, aussi bien

préventives que curatives, incluant l’administration de L-arginine (Andrasi et

al., 2003; Bilgen et al., 2003; Ahlers et al., 2004), d’hypocholestérolémiants,

d’acide folique ou d’agents antioxydants (Andrews et al., 2001; Fang et al.,

2002; Hornig, 2002) ont été évaluées dans le but de restaurer la fonction

endothéliale (Bell et al., 1998; Abeywardena and Head, 2001; Adamopoulos

et al., 2002). De nombreuses études expérimentales et cliniques ont montré

l’intérêt potentiel d’agents pharmacologiques à propriétés antioxydantes ou

capables de reproduire par divers mécanismes les effets biologiques du NO

endogène sur le système vasculaire [figure 7 ; (Ignarro et al., 2002)]. Parmi ces

agents, divers  donneurs exogènes de NO  pourraient être utilisés pour

suppléer au déficit ou à la diminution de l’activité biologique du NO d’origine

endothéliale, et ainsi restaurer l’effet protecteur vasculaire (Megson and

Webb, 2002). Parmi les autres approches évaluées, on peut aussi citer le

transfert du gène de la NOS 3 dans les cellules vasculaires (Chen et al., 1998).
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Figure 7 : Mécanismes d’agents modulant indirectement l’activité biologique du NO
endothélial. Abréviations : CCB : bloqueurs des canaux calciques, ACEI : inhibiteurs
de l’enzyme de conversion, AI : angiotensine I ; AII : angiotensine II ; BK :
bradykinine, BKDP : produits de dégradation de la bradykinine ; FMD : dilatation
médiée par le flux (Ignarro et al., 2002).

III.1. Supplémentation en NO

III.1.1. Les donneurs de NO

III.1.1.1. Données générales

Le terme « donneur de NO » se réfère à des composés appartenant à

différentes familles chimiques qui libèrent directement le médiateur actif NO,

mais il inclut aussi les composés qui ne donnent pas le NO directement, mais

sous une forme intermédiaire qui est convertie en NO après sa libération.

L’efficacité et l’amplitude des réponses biologiques au NO changent en

fonction du temps d’exposition et de la concentration finale en donneur de

NO utilisé (Feelisch, 1998). Dans les milieux biologiques, toutes ses formes

rédox (NO•, NO+, ou NO-) peuvent être libérées. Ces différentes formes

présentent chacune des propriétés et des réactivités différentes par rapport
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aux molécules cibles. En plus, la proportion de NO+ ou NO- formés dépend de

l’environnement réactionnel et du profil enzymatique du tissu ou de la

préparation d’organe utilisés (Feelisch, 1998). Les mécanismes par lesquels

ces composés induisent la formation de NO ne sont pas toujours clairement

définis. Ils sont complètement différents d’un composé à l’autre, de même

que leur réactivité chimique et la cinétique de libération de NO. Certains

d’entre eux comme par exemple, la trinitrine (un nitrate organique)

requièrent l’intervention catalytique d’une enzyme (Ahlner et al., 1991;

Bennett et al., 1994; Chen et al., 2002), tandis que d’autres comme le 3-

morpholinosydnonimine (SIN-1) et les diazeniumdiolates (NONOates) peuvent

donner du NO spontanément en solution (Feelisch et al., 1989; Morley and

Keefer, 1993). D’autres comme le nitroprussiate de sodium (SNP) ou les RSNO

nécessitent l’intervention d’autres espèces chimiques ou de processus rédox

pour la formation de NO (Arnelle and Stamler, 1995; Butler et al., 1995;

Hughes, 1999; Hogg, 2000).

III.1.1.2. Nitrates organiques

Les nitrates organiques sont des esters d’alcools mono- ou poly-

hydroxylés. Utilisés depuis plus d’un siècle pour soulager très rapidement les

symptômes d’une ischémie ou d’une insuffisance myocardique aiguë, ils

représentent les plus anciens donneurs de NO utilisés en thérapeutique. Parmi

eux, on peut citer le trinitrate de glycéryle ou trinitrine, le tétranitrate de
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pentaerythrytyle, le dinitrate d’isosorbide et le 5-mononitrate d’isosorbide. Il a

été montré que certains de ces composés, comme le tétranitrate de

pentaerythrytyle, sont capables après traitement chronique de réduire la

progression des lésions et la dysfonction endothéliale dans un modèle animal

d’athérosclérose liée à un régime hypercholestérolémique (Hacker et al.,

2001).

III.1.1.2.1.  Biotransformation des nitrates organiques

La capacité des nitrates organiques à activer la guanylyl cyclase

cytosolique et à élever la concentration tissulaire en GMPc a été mise en

évidence par les travaux de Ferid Murad (Katsuki et al., 1977). Récemment,

l’implication du radical libre NO dans l’activation de la guanylyl cyclase et

l’effet relaxant exercés par de faibles concentrations de trinitrine a été

cependant remise en question (Kleschyov et al., 2003). Quoiqu’il en soit, un

processus de biotransformation enzymatique semble être nécessaire à

l’activité biologique des nitrates organiques. Plusieurs familles d’enzymes

semblent être impliquées, comme la glutathion-transférase et les

cytochromes P-450 (Bennett et al., 1994; Braun et al., 1995). Cependant, les

études utilisant des inhibiteurs dits sélectifs de ces différents systèmes

enzymatiques n’ont pas pu réellement démontrer leur implication dans l’effet

relaxant de faibles concentrations de nitrates organiques. Des travaux

récents ont mis en évidence le rôle de l’aldéhyde déshydrogénase
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mitochondriale (ALDH2) dans la biotransformation des nitrates organiques, in

vitro (Chen et al., 2002) et in vivo (Zhang et al., 2004). Il apparaît que cette

enzyme est impliquée dans l’effet des nitrates organiques les plus puissants

(trinitrine, tétranitrate de pentaerythrytyle) mais pas dans celui d’autres

composés moins puissants (dinitrate d’isosorbide, 5-mononitrate d’isosorbide)

(Daiber et al., 2004). L’activité de l’ALDH-2 nécessite la présence de thiols

réducteurs comme cofacteurs (Chen et al., 2002). Le nitrite produit lors de

cette réaction est vraisemblablement transformé en NO• au niveau de la

mitochondrie, par un mécanisme encore inconnu.

                             

Figure 8 : Représentation schématique des principales voies impliquées dans
la relaxation vasculaire induite par le NO endothélial et par la trinitrine.
Abbréviations : sCC : guanylyl cyclase cytosolique ; mtALDH : aldehyde
deshydrogenase mitochondriale ; GTN : trinitrine (glyceryl trintrate) ; 1,2-GDN :
glyceryl dinitrate (Mayer, 2003).
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III.1.1.2.2. Mécanismes de tolérance

Malgré des effets bénéfiques incontestables après administration aiguë,

l’utilisation au long cours des nitrates organiques est limitée par une

diminution de l’effet vasodilatateur, phénomène communément appelé

‘tolérance’. Ce phénomène est plus marqué avec la trinitrine qu’avec le

dinitrate d’isosorbide. Les mécanismes impliqués dans le phénomène de

tolérance à la trinitrine sont complexes, et impliquent en partie des réponses

systémiques d’origine neuro-humorale capables de contrebalancer les effets

hémodynamiques de la trinitrine (Parker et al., 1991). Cependant, le fait de

pourvoir observer une tolérance in vitro, sur des vaisseaux isolés pourvus ou

dépourvus d’endothélium préalablement exposés à la trinitrine, montre

l’implication de mécanismes purement vasculaires.

La déplétion en groupements sulfhydryls a été initialement proposée

comme mécanisme responsable de la tolérance. Elle pourrait être

responsable d’une diminution de la biotransformation de la trinitrine

(Needleman et Johnson, 1973). Cependant, cette hypothèse a beaucoup

été controversée (Fung and Bauer, 1994). L’une des principales objections

formulées en son encontre est que la mesure des groupements thiols lors de

nombreuses études n’est pas corrélée au degré de tolérance observée tant

in vivo qu’in vitro (Gruetter and Lemke, 1985; Boesgaard et al., 1994; Haj-

Yehia and Benet, 1996). Une autre objection est que les thiols ont des effets

propres, indépendamment de la formation de NO à partir des nitrates
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organiques. En effet, des travaux ont montré que la trinitrine et les thiols, en

interagissant au niveau extracellulaire, peuvent former des S-nitrosothiols

capables d’élever directement le GMPc intracellulaire (Noack and Feelisch,

1991). Il a été également montré que la N-acétylcystéine était capable de

potentialiser les réponses vasodilatatrices à la trinitrine avec ou sans état de

tolérance (Horowitz et al., 1983; Fung et al., 1988; Levy et al., 1988). Ces

différentes observations ont permis à de nombreux auteurs de conclure que

les effets de la supplémentation de groupements thiols sont d’avantage dus

à une potentialisation non spécifique, qu’à une amélioration de l’état de

tolérance (Holtz et al., 1989). Néanmoins, même si la tolérance n’est

probablement pas due à une déplétion en thiols tissulaires, une altération de

la biotransformation de la trinitrine a été mise en évidence dans divers

modèles, y compris chez l’Homme (Sage et al., 2000).

La démonstration du rôle des ERO dans les altérations des effets du NO

endothélial (voir paragraphe II.3.) a conduit à analyser le rôle du stress

oxydant dans la tolérance aux nitrates organiques. La capacité d’un

traitement chronique par la trinitrine à augmenter la production d’anions

superoxydes dans les cellules vasculaires a été démontrée dans des modèles

in vitro et in vivo (Munzel et al., 1995; Dikalov et al., 1998a; Dikalov et al.,

1998b; Dikalov et al., 1998c), de même que la capacité d’agents

antioxydants à prévenir la tolérance dans certaines études, y compris chez

l’Homme (Watanabe et al., 1997; Bassenge et al., 1998; Dikalov et al., 1999).
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Une NADPH oxydase endothéliale et la NOS 3 découplée ont été identifiées

comme sources d’anions superoxydes après traitement chronique par la

trinitrine (Munzel et al., 1996; Munzel et al., 2000a; Gori and Parker, 2002).

Selon ces données, la tolérance serait liée à une diminution de la

biodisponibilité du NO formé à partir des nitrates organiques, induite par un

excès d’anions superoxydes probablement d’origine endothéliale.

La découverte du rôle de l’ALDH2 dans le processus de biotransformation

des nitrates organiques a conduit à analyser son implication dans le

phénomène de tolérance. La tolérance in vitro semble être associée à un

dysfonctionnement de cette enzyme mitochondriale, conduisant à une

diminution de l’effet vasorelaxant de la trinitrine (Chen et al., 2002). De

même, un traitement continu in vivo à la trinitrine est associé à une diminution

de la biotransformation de la trinitrine par l’ALDH2 mitochondriale (Sydow et

al., 2004). De plus, cette altération est associée à une augmentation de la

production d’ERO par les mitochondries (Sydow et al., 2004). L’efficacité

d’antioxydants à réduire la production mitochondriale d’ERO et à restaurer

l’activité ALDH2 suggère un rôle inhibiteur des ERO d’origine mitochondriale

sur l’ALDH2, par oxydation des groupements thiols de son site catalytique par

exemple (Sydow et al., 2004). Ce mécanisme, associé à une augmentation

de la production endothéliale d’anions superoxydes consécutive à

l’activation du système rénine/angiotensine, pourrait rendre compte de la

tolérance in vivo [figure 9 ; (Parker, 2004)]. Dans les modèles in vivo
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d’induction de tolérance à la trinitrine, la production endothéliale d’anions

superoxydes pourrait être responsable d’une tolérance croisée avec les

agents relaxants endothélium-dépendants (Munzel et al., 2000a). Tant au

niveau expérimental que clinique, il existe un lien entre tolérance aux nitrates

organiques et installation d’une dysfonction endothéliale (Warnholtz et al.,

2002; Fayers et al., 2003; Leopold and Loscalzo, 2003).

Figure 9 : Représentation schématique des voies impliquées dans le
développement de la tolérance à la trinitrine (Parker, 2004).

Dans les vaisseaux tolérants, d’autres types d’altérations ont été

rapportés au niveau de la voie NO/GMPc. Le traitement continu à la trinitrine

conduit par exemple à une augmentation de l’expression et de l’activité de

la phosphodiestérase 1A1 (De Garavilla et al., 1996; Kim et al., 2001). Après un
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traitement chronique par la trinitrine, des altérations ont également été

rapportées au niveau de la guanylyl cyclase cytosolique [désensibilisation,

(Molina et al., 1987) ; augmentation d’expression des sous-unités α1 et β1

(Mulsch et al., 2001)] et de la protéine kinase G de type I [(diminution de

l’activité mais non de l’expression (Mulsch et al., 2001)]. Certaines de ces

altérations pourraient être responsable de la diminution de l’effet d’autres

agents relaxant NO et GMPc-dépendants (tolérance croisée).

III.1.1.3. Sydnonimines

Les sydnonimines sont des composés hétérocycliques initialement

utilisés dans le traitement de l’angine de poitrine. Les plus étudiées sont la

molsidomine (N-ethoxylcarbonyl-3-morpholinosydnonimine) et le SIN-1 (3-

morpholino-sydnonimine). La molsidomine présente une faible activité

vasodilatatrice, alors que le SIN-1 est beaucoup plus puissant. La molsidomine

est en fait une prodrogue qui doit être convertie par les estérases hépatiques

pour former le SIN-1, le métabolite actif (Feelisch et al., 1989). En présence

d’oxygène moléculaire, le SIN-1 est oxydé en N-morpholino-aminoacetonitrile

qui lui-même produit simultanément NO et O2-. Comme la réaction entre ces

deux espèces radicalaires peut conduire à la formation de ONOO-, le SIN-1

est plutôt considéré actuellement comme un donneur de ONOO- (Hermann

et al., 1999). Il a été démontré par exemple que c’est par la formation de

ONOO- que le SIN-1 induit la peroxydation de lipides (Hogg et al., 1992).
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III.1.1.4. Diazeniumdiolates (NONOates)

Les NONOates sont des composés synthétisés par l’exposition d’agents

nucléophiles (X- ; normalement une amine) au NO. Un « dimère de NO » est

relié via un atome d’azote, ce qui donne leur structure générale X-[N(O)NO]-

(Morley and Keefer, 1993Ê; Feelisch, 1998). Les NONOates se décomposent

spontanément en NO en solution, sans subir de biotransformations. Par

contre, leur vitesse de décomposition dépend extrêmement de l’agent

nucléophile relié, de la température et du pH (Keefer et al., 2001). Ce fait

rend possible la prévision de l’efficacité et de la durée de leurs effets

biologiques. Sur la base de ces caractéristiques, il a été synthétisé toute une

gamme de composés présentant des vitesse de décomposition différente, ce

qui permet de choisir le composé selon l’effet désiré, d’une durée qui varie

de quelques secondes à des heures d’activité biologique (Megson and

Webb, 2002). Les NONOates semblent exercer la majorité de leurs effets

biologiques par activation de la guanylyl cyclase cytosolique. Dans certaines

expériences cependant, leurs effets se sont montrés qualitativement

dépendants de la vitesse de libération du NO, probablement du fait de la

concentration de NO atteinte dans les cellules.
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III.1.1.5. Composés porteurs d’un groupement C=NOH

Le groupement C=NOH de divers composés est susceptible d’être

oxydé en oxydes d’azote, dont NO lui-même. Ce type de biotransformation a

été décrit initialement pour la Nω-hydroxy-L-arginine, l’intermédiaire dans la

réaction catalysée par la NOS (Stuehr et al., 1991; Klatt et al., 1993). Il a été

montré que la transformation de la Nω-hydroxy-L-arginine en oxyde d’azote

peut être catalysée non seulement par la NOS, mais aussi par d’autres

hémoprotéines comme des peroxydases (Boucher et al., 1992a) et les

cytochromes P450 (Boucher et al., 1992b). Ces dernières assurent également

la conversion en oxydes d’azotes d’autres composés porteurs d’un

groupement C=NOH (N-hydroxyguanidines, amidoximes, kétoximes) : [pour

revue : (Mansuy and Boucher, 2002)].

Dans les vaisseaux, il a été montré au laboratoire que la Nω-hydroxy-L-

arginine et d’autres composés porteurs d’un groupement C=NOH induisent

une relaxation sur des anneaux d’aorte isolée, dépourvus d’endothélium

(Vetrovsky et al., 2002; Chalupsky et al., 2004). Cet effet relaxant est du à la

libération de NO (ou d’un composé apparenté) par des voies indépendantes

des NOS et qui se sont révélées insensibles aux inhibiteurs classiques de

cytochromes P450 (Vetrovsky et al., 2002; Chalupsky et al., 2004). Il a aussi été

montré que la conversion en NO des dérivés de type oximes est assurée par

des voies distinctes de celles des nitrates organiques (Chalupsky et al., 2004).
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La possibilité d’obtenir une formation de NO par des voies indépendantes de

l’endothélium et des NOS est particulièrement intéressante dans des situations

de dysfonctions endothéliales.

III.1.1.6. Complexes inorganiques Metal-NO

Le complexe de fer le plus étudié à ce jour est le nitroprussiate de

sodium (SNP, ou pentacyanonitrosyl ferrate (II) de sodium). Il s’agit d’un

complexe inorganique où le fer est sous forme ferreux et est lié au NO (lequel

est sous forme NO+). Malgré de nombreuses études sur la réactivité chimique

du SNP (en particulier avec des thiols), le(s) mécanisme(s) de libération du NO

reste(nt) mal connu(s). Cependant, il est bien établi que la libération du NO à

partir du SNP requiert une irradiation lumineuse ou une réduction du type un-

électron. Dans les systèmes biologiques, le SNP peut libérer NO par des

mécanismes enzymatiques ou non-enzymatiques. Il a été proposé par

plusieurs auteurs qu’une enzyme membranaire serait impliquée dans la

dégradation du SNP. Cette enzyme nécessite du NADH ou NADPH comme

co-facteur (Mohazzab et al., 1999). Par l’attaque des ions thiolates, le SNP

peut se décomposer en NO et cyanure (CN-), avec la formation de disulfure

(RSSR). Le CN- produit lors de la décomposition du SNP peut s’accumuler dans

l’organisme lors d’un usage de longue durée et induire des effets toxiques.

Pour cela, l’usage clinique du SNP est relativement limité (Feelisch, 1998Ê;



59

Wang et al., 2002a). En raison du caractère NO+ du NO coordonné à l’atome

de fer du SNP, il peut réagir avec des thiols pour former des RSNO.

III.1.1.7. S-nitrosothiols

Les S-nitrosothiols (RSNO) sont des composés susceptibles d’être formés

de manière endogène dans la circulation et les tissus. C’est le cas de la S-

nitrosocystéine (Scharfstein et al., 1994; Richardson and Benjamin, 2002), du S-

nitrosoglutathion (Gaston et al., 1993), de la S-nitrosoalbumine (Stamler et al.,

1992; Jourd'heuil et al., 2000) et de la S-nitrosohémoglobine (Jia et al., 1996;

Jourd'heuil et al., 2000). Les RSNO de faible poids moléculaire présentent une

stabilité moindre que celle des S-nitrosoprotéines. Il a été démontré que les

RSNO peuvent être décomposés de manière homolytique produisant le

radical thiyl (RS•) et le NO radicalaire. Cependant, cette réaction semble ne

pas avoir lieu dans des systèmes biologiques à pH physiologique (Mathews

and Kerr, 1993). Les RSNO peuvent être aussi décomposés par clivage

hétérolytique catalysé par des ions métalliques, produisant NO+ ou NO-. Ce

mécanisme, plus efficace pour la libération du NO, semble prédominer dans

les milieux biologiques (Singh et al., 1996; Al-Sa'doni et al., 1997; Stamler and

Toone, 2002; Vanin et al., 2002). L’intermédiaire NO+ est susceptible d’être

rapidement transféré sur d’autres résidus cystéines, par transnitrosation. Les

RSNO et en particulier le S-nitrosoglutathion (GSNO), peuvent également être

décomposés par diverses enzymes, notamment par la thioredoxine
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réductase (Nikitovic and Holmgren, 1996), la xanthine oxydase (Trujillo et al.,

1998), l’alcool déshydrogénase (Jensen et al., 1998) ou la formaldéhyde

déhydrogénase (Liu et al., 2001). De plus, il n’est pas clairement établi que la

production de NO, lorsqu’elle a lieu, résulte de l’activité enzymatique ou de

la transformation du NO par les métaux de transition inclus dans les

métalloprotéines (Gordge et al., 1996). Le rôle de composants tissulaires de

type enzymatique dans la libération de NO à partir des RSNO est suggéré par

le fait que certaines activités pharmacologiques des RSNO ne sont pas

corrélées avec leur liposolubilité, leur charge, leur stabilité en solution ni avec

la quantité de NO libérée en solution (Feelisch, 1998).

III.1.1.8. Complexes fer-dinitrosyls

Comme les RSNO, les DNIC sont des composés qui peuvent être formés

dans les milieux biologiques (Vanin, 1998). Les DNIC les plus étudiés comme

‘donneurs de NO’ sont les complexes de faible poids moléculaire liés à la

cystéine (DNIC-CYS) et liés au glutathion (DNIC-GSH). Ces DNIC sont

relativement instables, et leur vitesse de décomposition semble varier en

fonction du thiol lié (Vanin et al., 1996). Les DNIC peuvent libérer NO sous

forme radicalaire et ainsi exercer des effets liés à l’activation de la guanylyl-

cyclase soluble (Mulsch et al., 1991). Ce mécanisme rend probablement

compte des propriétés inhibitrices de l’agrégation plaquettaire,

vasodilatatrice et hypotensive des DNIC de faible poids moléculaire
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(Manukhina et al., 1998 ; Muller et al., 1998 ; Mulsch, 1994; Vanin, 1991 ). Les

DNIC sont au même titre que les RSNO (et le SNP) des agents S-nitrosant

(Boese et al., 1995), probablement du fait du caractère NO+ du groupement

NO lié à l’atome de fer des DNIC. Enfin, en plus de libérer NO sous forme

radicalaire et de transférer NO+, les DNIC peuvent également transférer le

groupement Fe(NO)2 sur d’autres cibles présentant des groupements thiols

(Mulsch, 1994; Vanin and Kleschyov, 1998).

III.1.2. Formation de stocks mobilisables de NO

Malgré des structures chimiques très diverses et des processus très

différents de formation de NO, tous ces composés induisent un effet relaxant

immédiat lorsqu’ils sont appliqués sur des artères isolées. Cet effet

vasorelaxant est généralement considéré comme étant dû à la libération de

NO radicalaire et à l’activation consécutive de la voie GMPc. Cependant,

tous les effets des donneurs de NO ne peuvent être expliqués par la libération

de NO et d’autres mécanismes participent probablement à leurs effets.

Dans les vaisseaux, des composés comme le SNP, certains RSNO et

DNIC sont capables d’induire une diminution persistante de la réponse à des

agonistes vasoconstricteurs sur des artères isolées dépourvues d’endothélium

(Kanagy et al., 1996; Terluk et al., 2000). Très récemment, il a aussi été

démontré chez des lapins soumis à une angioplastie expérimentale, qu’un

RSNO (S-nitroso-N-valerylpenicillamine) induit une diminution persistante de



62

l’adhésion plaquettaire sélectivement au niveau du segment soumis à

angioplastie, avec un effet négligeable sur la pression artérielle (Miller et al.,

2003). Il est peu probable que ces effets persistants soient dus à la simple

libération de NO radicalaire, activant de façon réversible la guanylyl cyclase

cytosolique.

Les travaux menés récemment dans le laboratoire sur la contraction

d’artères dépourvues d’endothélium ont permis de distinguer deux

catégories de ‘donneurs de NO’. La première comprend la trinitrine, le SIN-1,

le DEA-NO, la S-nitrosocystéine (CysNO) et les complexes fer-dinitrosyls liés à la

cystéine (DNIC-CYS). Ces composés exercent une effet relaxant immédiat (lié

à l’activation de la guanylyl-cyclase par le NO) et réversible. La seconde

catégorie comprend le SNP, le GSNO, la S-nitroso-N-acétylpenicillamine

(SNAP), la S-nitroso-N-acétylcystéine (SNAC) et les complexes fer-dinitrosyls liés

au glutathion (DNIC-GSH). Ces agents exercent un effet relaxant qui persiste

même après élimination des composés. Cet effet est associé à une

augmentation persistante du contenu vasculaire en NO et en résidus CysNO

(déterminé à l’aide d’un anticorps reconnaissant ces épitopes). Il peut être

amplifié de façon transitoire par ajout de chlorure de mercure (qui est

capable de cliver la liaison CysNO (Saville, 1958) ou de thiols de faible poids

moléculaire comme la N-Acétylcystéine. Ces derniers sont capables de

déplacer NO de S-nitrosoprotéines ou de DNIC liés aux protéines. (Mulsch et

al., 1991Ê; Scharfstein et al., 1994Ê; Vanin, 1998; Vanin and Kleschyov, 1998).
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Figure 10: Représentation schématique des effets de thiols de faible poids moléculaire (R-SH) sur
des protéines S-nitrosées et sur des complexes fer-dinitrosyls liés à des protéines (d’après Stoclet et
al., Exp. Opin. Invest. Drugs  1998 ; 7 : 1769-1779, Muller et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. 2002 : 962 :
131-139). sGC : guanylyl cyclase soluble

Ainsi, les effets persistants de donneurs de NO ‘S-nitrosants’ (c’est à dire

ceux capables de transférer NO sur des résidus cystéines libres) sur le tonus

vasculaire pourraient être dus à la formation de stocks de NO sous forme de

RSNO dans les vaisseaux. La libération de NO à partir de ces stocks peut être

continue, ou stimulée par l’ajout de thiols de faible poids moléculaire comme

la NAC. De tels stocks de NO pourraient également contribuer à

l’hyporéactivité induite par l’activité de la NOS inductible exprimé au niveau

de l’adventice vasculaire (Muller et al., 1996; Muller et al., 1998; Kleschyov et

al., 2000b).



64

III.2. Les antioxydants naturels et les composés polyphénoliques du vin rouge

III.2.1. Effets des antioxydants sur le système cardiovasculaire

Différentes interventions thérapeutiques à visée ‘antioxydantes’ ont été

envisagées et évaluées en clinique dans le but d’améliorer la fonction

endothéliale et l’évolution de certaines pathologies touchant le système

vasculaire. Elles incluent des statines, des inhibiteurs d’enzyme de conversion,

des antagonistes des récepteurs AT1 à l’angiotensine II, mais aussi des

antioxydants naturels comme la vitamine C, la vitamine E, des flavonoïdes

provenant de jus de raisin et la supplémentation en BH4 (Woodman, 2001).

Au moins deux types de traitements, largement utilisés dans la prise en

charge de pathologies vasculaires et dont les effets bénéfiques en terme de

morbidité/mortalité cardiovasculaires sont largement reconnus, se sont

montrés capables de limiter la production de radicaux libres oxygénés au

niveau vasculaire : les statines d’une part, les IEC et antagonistes des

récepteurs AT1, d’autre part (Hornig, 2002; Ignarro et al., 2002). Les statines se

sont révélées être capables d’inhiber l’activité de la petite protéine G Rac-1,

composant essentiel de la NADPH oxydase, source vasculaire de radicaux

libres (Wassmann et al., 2002). L’inhibition de la synthèse de l’Ang II ou de ces

récepteurs AT1 conduit également à une baisse importante de la production

d’anions superoxydes (Rajagopalan and Harrison, 1996; Rajagopalan et al.,
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1996; Hornig et al., 1998a; Goto et al., 2000; Enseleit et al., 2001). Ainsi, même

si les statines, les IEC et les antagonistes des récepteurs AT1 présentent des

activités antioxydantes, ces effets ne reposent pas sur une élimination directe

des radicaux libres et font aussi intervenir des mécanismes additionnels

indépendants de l’endothélium. Il serait alors difficile de conclure que les

effets bénéfiques observés à long-terme sur la morbidité et la mortalité

cardiovasculaire avec les statines ou les IEC soient dus à leurs propriétés

antioxydantes ou à une amélioration directe de la fonction endothéliale.

Il a été montré que la dysfonction endothéliale pouvait être corrigée

par l’administration d’antioxydants ne présentant entre eux aucune

homologie de structure chimique, tels que la superoxyde dismutase (Mugge

et al., 1991), le probucol (Inoue et al., 1998; Merchan Herrera et al., 1999;

Jiang et al., 2002), la vitamine C (Heitzer et al., 1996; Hornig et al., 1998b;

Ceriello et al., 1999; Frei, 1999; Ulker et al., 2003) et le glutathion (Prasad et al.,

1999). Les résultats de nombreuses études cliniques, en particulier l’étude

HOPE, Heart outcomes Prevention Evaluation (Yusuf et al., 2000) ont montré

que la vitamine E n’exerçait aucun effet bénéfique chez des patients à haut

risque cardiovasculaire. Il en est de même de l’étude GISSI (Hopper et al.,

1999) qui a montré que, contrairement aux acides gras polyinsaturés n-3

(encore appelés omega-3), la vitamine E ne diminue pas de façon

significative la fréquence des événements cardiovasculaires chez des

patients ayant survécu à un infarctus du myocarde. Ces résultats décevants
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devraient conduire à reconsidérer l’utilisation des vitamines antioxydantes, en

particulier la vitamine E, dans le développement des pathologies vasculaires.

Cependant d’autres études ont rapporté qu’une des limites de l’efficacité de

ces composés est liée à leur faible biodisponibilité suite à une administration

orale ou à des problèmes de compartimentalisation. En effet, la vitamine E,

du fait de sa liposolubilité, peut se concentrer dans les lipides membranaires

et les lipoprotéines et ne pas présenter d’actions antioxydantes sur des

processus se déroulant dans les milieux extracellulaires et cytosoliques. Une

autre limite des vitamines antioxydantes est leur capacité à produire des

radicaux libres après avoir réagit avec des molécules réactives. La vitamine E

est capable de produire un radical tocophéroxyle et dans le cas de la

vitamine C, un radical ascorbyle peut être produit (Carr et al., 2000). Ces

radicaux peuvent entraîner la peroxydation des lipides et présenter des effets

cytotoxiques (Cai and Harrison, 2000). Dans la mesure où jusqu’aujourd’hui les

résultats obtenus avec les différentes classes de composés antioxydants ne

sont pas vraiment satisfaisants, la réalisation d‘études complémentaires avec

d’autres composés demeure justifiée.

III.2.2. Les polyphénols du vin rouge

Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les

végétaux et sont particulièrement abondants au niveau des fruits et légumes.

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur

consommation sur la santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre  de
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prévenir de nombreuses pathologies comme les cancers (Yang and Wang,

1993; Ahmad and Mukhtar, 1999; Brown, 1999; Mukhtar and Ahmad, 2000;

Lambert and Yang, 2003), les maladies dégénératives et cardio-vasculaires

(German and Walzem, 2000). Un encouragement à la consommation de

fruits et légumes constitue désormais une des principales recommandations

en santé publique. Parmi les antioxydants végétaux, les polyphénols

apparaissent parmi les plus efficaces quant à leurs effets protecteurs dans

l’organisme.

III.2.2.1. Nature chimique

La classe des polyphénols végétaux comprend plus de 8000

composés : des flavonoïdes ; des tanins qui sont des produits de la

polymérisation des flavonoïdes et des lignanes ou phyto-oestrogènes. Plus de

la moitié des polyphénols sont composés par les flavonoïdes, également

abondants au niveau du vin rouge, dont  les effets protecteurs au niveau du

système cardiovasculaire, aussi bien leurs propriétés anticancéreuses,

antivirales ou antiallergiques ont été rapportées au cours de nombreuses

expérimentations (Middleton et al., 2000). Six grandes classes de flavonoïdes

peuvent être mentionnées :

- les flavanols : Catéchine

- les flavonols : Quercétine, kaempférol, Myricétine, Fisétine, Morine

- les flavanones : Naringénine, Naringine, Hespérétine, Hespérédine
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- les flavones : Apigénine, Diosmine, Lutéoline

- les chalcones : Phlorétine, Phloridzine

- Les anthocyanidines : Cyanidine, Pélargonidine

III.2.2.2. Effets vasculaires des polyphénols du vin rouge

De nombreuses études épidémiologiques ont montré une corrélation

inverse entre risque cardiovasculaire et consommation des composés

polyphénoliques d’origine naturelle. Ainsi, il a été proposé que la faible

incidence du risque coronarien observée en France pourrait être due aux

propriétés bénéfiques des composés polyphénoliques présents dans le vin

rouge, phénomène encore connu sous le nom de “Paradoxe français”

(Renaud and Gueguen, 1998; Renaud et al., 1998; Rimm et al., 1999;

Gronbaek et al., 2000; Zenebe and Pechanova, 2002).

Les mécanismes des effets protecteurs du vin rouge sur les maladies

coronariennes ne sont que partiellement élucidés (Chataigneau et al., 2003).

Ces effets protecteurs pourraient s’expliquer, en partie, par le fait que le vin

rouge est capable de ralentir la progression du processus d’athérosclérose. Il

est en effet capable de s’opposer au passage d’un stade de lésions

précoces, comme on peut l’observer dans les artères coronaires à l’âge

infantile, à un stade de plaques évoluées, promptes à se rompre et

entraînant la formation instantanée d’un thrombus mural aboutissant à une

ischémie tissulaire. La consommation de vin rouge et de composées

polyphénoliques du vin s’oppose à la progression des lésions dans des
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modèles expérimentaux d’athérosclérose mais semble ne pas pouvoir agir

contre l’athérosclérose « installée ». Ces effets protecteurs peuvent être

attribuées à la composante polyphénolique du vin rouge, puisque les produits

dérivés non alcoolisés de raisin et des composés polyphénoliques du vin tels

que la quercetine et la catéchine préviennent eux aussi la progression des

lésions d’athérosclérose (Hayek et al., 1997; da Luz et al., 1999; Bentzon et al.,

2001).

Les effets protecteurs du vin pourraient être attribués, au moins en

partie, à leur capacité d’améliorer le profil lipidique, à inhiber l’activation

plaquettaire (Beretz et al., 1982), et à empêcher l’expression de molécules

pro-athérosclérotiques comme le monocyte chemoattractant protein-1, le

vascular cell adhesion molecule-1 et le vascular endothelial growth factor

(Stoclet, 2001; Dell'Agli et al., 2004; Stoclet et al., 2004). De nombreux travaux

au sein du laboratoire ont permis d’étudier les effets directs des polyphénols

du vin rouge sur les vaisseaux  et les cellules vasculaires [pour revue : (Stoclet

et al., 2004)]. Les polyphénols du vin rouge ont des propriétés anti-

angiogéniques, anti-athérosclérotiques (Oak et al., 2003; Oak et al., 2004) et

vasorelaxantes. Cette dernière propriété implique la production par les

cellules endothéliales de NO (Andriambeloson et al., 1997; Stoclet et al.,

1999a) et d’un facteur hyperpolarisant de type EDHF (Ndiaye et al., 2003;

Ndiaye et al., 2004b). Un mécanisme d’activation de la NOS 3 par les

polyphénols du vin rouge a récemment été démontrée. Il est indépendante

du calcium et fait intervenir la voie phosphoinositide-3 kinase (PI3-Kinase)/Akt
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aboutissant à la phosphorylation de la NOS sur le résidu sérine 1177. Cette

voie PI3-Kinase/Akt est impliquée dans l’activation de la NOS 3 en réponse

aux forces de cisaillement qu’exercent le flux sanguin sur la surface luminale

des cellules endothéliales (Dimmeler et al., 1999) et aussi en réponse aux

oestrogènes et à certains facteurs de croissance tels que le vascular

endothelial growth factor. Récemment, il a été montré que dans les cellules

endothéliales d’artère coronaire de porc, les composants polyphénoliques

du vin induisent une phosphorylation rapide de Akt et de la NOS 3 (Ndiaye et

al., 2004b). En plus des effets résultant de l’augmentation de l’activité de la

NOS, certains polyphénols contenus dans le vin sont également capables

d’augmenter la production de NO par stimulation de l’expression de

l’enzyme (Leikert et al., 2002; Wallerath et al., 2002; Wallerath et al., 2003).

Les effets protecteurs du vin pourraient également être liées aux

propriétés antioxydantes des polyphénols, qui seraient susceptibles

d’augmenter la biodisponibilité du NO endothélial en empêchant sa

dégradation par les ERO. Les vins rouges ont la plus grande capacité anti-

oxydante (Lopez-Velez, Martinez-Martinez & Del Valle-Ribes, 2003) variant, in

vitro, de 13,8 à 25,2 mmol/L et cet effet est directement proportionnel à leur

concentration en polyphénols (Landrault et al., 2001). Les propriétés

antioxydantes des polyphénols s’expliquent en partie par leur aptitude à

réagir directement avec les anions superoxydes, les radicaux hydroxyles et les

radicaux produits par la peroxydation lipidique (Robak and Gryglewski, 1988;

Nijveldt et al., 2001). Les autres effets antioxydants des polyphénols incluent



71

l’inhibition de la xanthine oxydase et une stimulation des systèmes

antioxydants endogènes [Pour revue :(Nijveldt et al., 2001)]. Une autre source

enzymatique importante d’anions superoxydes est la NADPH oxydase dont

l’expression et l’activité pourrait être diminuée par les polyphénols (Seo et al.,

2001; Wei et al., 2004).

De par ses différents mécanismes (effet anti-oxydant, production de

facteurs comme le NO et l’EDHF, augmentation ou inhibition de l’expression

de certains gènes), l’administration aigue ou chronique de polyphénols du

vin est susceptible d’exercer des effets protecteurs sur la paroi vasculaire. Ces

mécanismes sont mis en jeu par des composés polyphénoliques de structure

bien spécifique, mais les déterminants structuraux semblent être différents

d’un effet à l’autre (Stoclet et al., 2004).
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CHAPITRE 2

Objectifs et Conduite du travail
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I. OBJECTIFS

L’objectif général de ce travail de thèse est d’évaluer l’intérêt, en vue de

prévenir et/ou de limiter l’évolution de pathologie vasculaire, de la

modulation de la biodisponibilité du NO par la formation de stocks

mobilisables de NO, ou par la consommation modérée d’un extrait

polyphénolique du vin rouge.

Une première partie du travail (mémoires 1 et 2) a porté sur l’étude des

conditions de formation de stocks mobilisables de NO dans la paroi

vasculaire, à partir de sources exogènes.

Nous nous sommes attachés plus particulièrement à évaluer la possibilité

d’induire la formation de stocks de NO dans des vaisseaux qui présentent :

- un état de tolérance aux nitrates organiques ;

- une dysfonction endothéliale (modèle d’hypertension artérielle induite par

administration chronique d’Ang II.

Dans une seconde partie du travail (mémoire 3), nous avons caractérisé

les effets protecteurs des polyphénols du vin dans un modèle de pathologie

vasculaire associée à une dysfonction endothéliale. Nous avons plus

particulièrement cherché à mettre en évidence :

- une potentialité antihypertensive des polyphénols du vin,  dans le

modèle d’hypertension artérielle induite par une administration

chronique d’Ang II.
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- La capacité de ces polyphénols à prévenir la dysfonction

endothéliale dans ce modèle, sur la base de leurs effets vasodilatateurs

propres et de leur pouvoir antioxydant.

- que ces effets protecteurs pourraient être liés à leur pouvoir antioxydant

direct ou indirect par l’inhibition de systèmes enzymatiques impliqués

dans la production d’ERO.

II. APPROCHES EXPERIMENTALES

Les effets des polyphénols et la formation de stocks de NO à partir de

NO exogène ont été évalués dans un modèle d’hypertension artérielle

induite par une infusion chronique d’Ang II à l’aide d’une minipompe

osmotique implantée par voie sous-cutanée (mémoires 2 et 3). Dans ce

modèle :

-  la pression artérielle systolique et la fréquence cardiaque ont été suivies par

mesures non invasives par la méthode du manchon caudal (tail-cuff

method), proche de la méthode pléthysmographique utilisée en clinique

humaine. Cette mesure est effectuée au niveau de l'artère caudale sur

l'animal éveillé, légèrement contraint dans une cage de contention ;

-  la mesure de l’activité rénine angiotensine plasmatique a été réalisée par

dosage radioimmunologique ;

-  des expérimentations ex vivo de réactivité vasculaire ont été réalisées, afin

d’étudier la formation de stocks de NO (cf. ci-dessous), les effets
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vasorelaxants directs des composés polyphénoliques et leur capacité à

améliorer les réponses relaxantes d’agonistes endothélium-dépendants

(acétylcholine) ou indépendants (donneurs de NO).

La formation de stocks de NO à partir de NO exogène a également

été évaluée dans un modèle de tolérance aux nitrates organiques. La

tolérance a été induite par exposition in vitro d’anneaux d’aorte de rat

dépourvus d’endothélium à de fortes concentrations de trinitrine pendant

une heure (mémoires 1).

La caractérisation du stress oxydatif associé à ces deux modèles a été

faite par immunohistochimie et microscopie confocale, à l’aide de la

dihydroéthidine comme sonde de fluorescence.

La formation de stocks mobilisables de NO a été évaluée sur des aortes

isolées, par des études de :

- réactivité vasculaire dans des chambres à organes isolés : réponse d’une

part aux agonistes vasoconstricteurs et d’autre part aux thiols de faible

poids moléculaire et aux ions mercuriques (capables de libérer NO à partir

de S-nitrosothiols) sur des artères exposées in vitro à des agents donneurs

de NO ;
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- immunofluorescence et microscopie confocale : analyse de la formation

de S-nitrosothiols dans les vaisseaux à l’aide d’anticorps dirigés contre des

résidus cystéines nitrosylés.

La caractérisation du stress oxydatif associé à ces deux modèles a été

faite par immunohistochimie et microscopie confocale, à l’aide de la

dihydroéthidine comme sonde de fluorescence.
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CHAPITRE 3

Résultats expérimentaux

Les principaux résultats obtenus au cours de ce

travail sont présentés sous forme de manuscrits

soumis ou en préparation
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Mémoire 1

Article soumis pour publication : Mamadou Sarr a, Irina Lobysheva a, Aminata S. Diallo b,

Jean-Claude Stoclet a,Valérie B. Schini-Kerth a, and Bernard Muller *c Formation of

releasable NO stores by S-nitrosoglutathione in arteries exhibiting tolerance to glyceryl-

trinitrate

Les travaux antérieurs menés dans le laboratoire avaient permis de

montrer que les donneurs de NO S-nitrosants, comme le S-nitrosoglutathion,

pouvaient induire une diminution persistante de la contraction sur divers types

d’artères dépourvues d’endothélium, par la formation de stocks mobilisables

de NO. Dans cette étude, l’objectif était d’évaluer la formation de stocks

mobilisables de NO dans des vaisseaux qui présentent une tolérance à l’effet

des nitrates organiques.

La tolérance a été induite en pré-exposant des anneaux d’aorte dépourvus

d’endothélium à des concentrations relativement élevées de trinitrine. Dans

ce modèle, nous avons ensuite évalué :

- la production de NO à partir de la trinitrine, par résonance

paramagnétique électronique (RPE) en utilisant le complexe Fer-

diethyldithiocarbamate comme capteur de spin ;

- le stress oxydatif, par microscopie confocale en utilisant la dihydroéthidine

comme sonde de fluorescence.

- la formation de stocks mobilisables de NO après exposition au S-

nitrosoglutathion (GSNO), en étudiant l’effet de la noradrénaline et de la

N-acétylcysteine (NAC).

Les résultats obtenus montrent que dans ce modèle :

- la tolérance à la trinitrine est liée non pas à une tolérance à NO lui-même,

mais à une diminution de la biotransformation de la trinitrine en NO. En
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effet, bien que l’effet de la trinitrine soit diminué sur des aortes

préalablement exposées à la trinitrine, celui d’un donneur de NO

radicalaire (DEA-NO) n’est pas affecté. D’autre part, les résultats de la

quantification de la production de NO par RPE montrent une réduction

significative de la quantité de NO produit par la trinitrine sur des anneaux

d’aorte tolérants, en comparaison aux anneaux non tolérants ;

- la tolérance à la trinitrine est associée à une augmentation de la

production d’espèces radicalaires dérivées de l’oxygène ;

- le S-nitrosoglutathion (GSNO) peut induire la constitution de formes de

stockage de NO dans des anneaux d’aortes de rat dépourvus

d’endothélium et présentant une tolérance à l’effet de la trinitrine. En

effet, l’exposition au GSNO d’anneaux tolérants entraîne une inhibition de

la réponse contractile à la noradrénaline, associée à une réponse

relaxante après ajout de NAC.
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Abstract

S-nitrosating NO donors like S-nitrosoglutathione (GSNO) induce a

persistent inhibition of vascular tone, through the formation of releasable NO

stores. In the present study, we investigate whether GSNO also induces NO

stores-related effects in vessels exhibiting tolerance to glyceryl-trinitrate (GTN).

Treatment of rat aortic rings with GTN (100 µM for 1 h, followed by washout)

resulted in an increase in dihydroethidium staining of superoxide and in a

decrease of NO elevation and relaxation induced by subsequent addition of

GTN. In GTN-treated rings as in untreated ones, pre-exposure to GSNO (1 µM

for 30 min, followed by washout) induced a persistent hyporesponsiveness to

noradrenaline and a relaxant response to N-acetylcysteine (a low molecular

weight thiol which can displace NO from NO stores). These data indicate that

GSNO can promote the formation of releasable NO stores in arteries

exhibiting increased level of superoxide and tolerance to GTN. Formation of

releasable NO stores is of potential interest to restore the protective effect of

NO in organic nitrate-tolerant blood vessels.

Keywords: N-acetylcysteine, nitric oxide,  nitric oxide stores, organic nitrates,

superoxide anions, tolerance.

1. Introduction

NO delivery to blood vessels from NO donating agents is of particular

interest in pathologies associated with impaired production of endogenous

NO. NO donors like organic nitrates require enzymatic biotransformation, and

despite acute vasodilating properties, their long-term use is limited by

development of tolerance (Feelisch, 1998). Reduced biotransformation by

mitochondrial aldehyde deshydrogenase (ALDH-2) plays a role in tolerance to

glyceryl trinitrate (GTN), and increased mitochondrial production of reactive
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oxygen species (ROS) contributes to inhibition of GTN biotransformation by

vascular ALDH-2 (Chen et al., 2002 ; Sydow et al., 2004).

Low molecular weight S-nitrosothiols (RSNO), unlike GTN, do not induce

tolerance, and their relaxant effect is retained in GTN-tolerant arteries (Miller et

al., 2000). Moreover, unlike GTN, S-nitrosoglutathione (GSNO) and other S-

nitrosating agents induce a persistent hyporesponsiveness to vasoconstrictors

(Megson et al., 1997; Terluck et al., 2000) which is associated with a relaxant

effect of low molecular weight thiols like N-acetylcysteine (Alencar et al.,

2003ab). Evidence was obtained by our group that formation of releasable NO

stores accounts for the persistent effect of S-nitrosating agents on arterial tone

(Alencar et al., 2003ab). Formation of releasable NO stores is of potential

interest not only to surrogate impaired production of endogenous NO, but also

in organic nitrate-tolerant vessels. Thus, in the present study, we investigate

whether GSNO also induces NO stores-related long lasting effects in arteries

exhibiting tolerance to GTN.

2. Materials and methods

2.1. Preparation of arteries

Endothelium-denuded aortic rings (from 11-14 weeks old male Wistar rats)

were prepared and mounted in organ chambers as previously described

(Alencar et al., 2003ab). Acetylcholine (1 µM) was applied to noradrenaline

(NA, 1 µM)-precontracted rings to assess the absence of functional

endothelium. Rings were then exposed to 100 µM GTN (or its solvent) for 1 h for

tolerance induction. After washout (during at least 1 h during which time the

Krebs solution was replaced four times), they were processed as described

below.

2.2. Dihydroethidium staining

Rings were embedded and frozen as previoulsy described (Alencar et al.,

2003b). Serial sections (30 µm-thick) were cut on a crystat microtome and
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thaw mounted onto silanated glass slides. After air drying, slides were

incubated (30 min at room temperature) with 2.5 µM dihydroethidium (DHE) in

phosphate-buffered saline (PBS). DHE produces red fluorescence when

oxidized to ethidium bromide (EtBr) by superoxide (Mulsch et coll, 2001). After

staining, sections were rinsed, air dried, mounted in Vectashield® (Vector

Laboratories Inc., Burlingame, CA), coverslipped and examined under a Bio-

Rad MRC-1024 laser scanning confocal microscope with a 60 x

epifluorescence objective. Images were obtained as previoulsy described

(Alencar et al., 2003b). Emission signal was recorded with a Zeiss 573-637 nm

filter.

2.3. NO spin-trapping and EPR spectroscopy

The NO content was assayed after formation of EPR-detectable

[Fe(II)NO(diethyldithiocarbamate)2] ([Fe(II)NO(DETC)2]) as described by

Kleyschyov et al. (2000). Rings (6 to 8 mm length) were exposed for 30 min at

37 °C to GTN (0.5 mM or its solvent) and colloid [Fe(II)(DETC)2] (0.5 mM) and

then rapidly frozen in liquid nitrogen. EPR spectra were recorded as previously

described (Alencar et al., 2003ab).

2.4. Isometric tension recordings

GTN or 2-(N,N-diethylamino)-diazenolate-2-oxide (DEA-NO) was added

cumulatively to NA (0.1 µM)-precontracted rings. In some experiments, rings

were exposed or not to GSNO for 30 min as previously described (Alencar et

al., 2003ab). After washed out (for 1 h, during which time the Krebs solution

was changed every 20 min) they were contracted with increasing

concentrations of NA. N-acetylcysteine (NAC) was added cumulatively to

NA-precontracted rings.

2.5. Drugs and reagents

Drugs were purchased from Sigma Chemical Co or Aldrich (Saint Quentin-

Fallavier, France), except GTN (LENITRAL® from Besins International), NAC



84

(Fluimucil®,  generous gift from Zambon laboratory, Antibes, France) and

DEA-NO (from Alexis Corporation, Läufelfingen, Switzerland). GSNO was

prepared as previously described (Alencar et al., 2003).

2.6. Statistical Analysis.

Results are expressed as mean ± s.e. mean of n experiments.

Concentration-response curves were compared by MANOVA. Other

statistical comparisons were performed with one-way ANOVA. P values less

than 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

An increase in dihydroethidium staining was detected in segments of

rat aortic rings previously exposed to GTN (100 µM for 1 hour) (figure 1A).

Ethidium bromide red fluorescence was predominantly localized in the

media. GTN induced by itself an increase in NO content in aortic rings. Pre-

exposure to GTN resulted in a decrease of the amplitude of NO elevation

induced by subsequent addition of GTN (figure 1B).

GTN-treated rings exhibited a decrease of the relaxant effect of

subsequent addition of GTN (figure 2A) but not of DEA-NO (figure 2B). In GTN-

treated or untreated rings, pre-exposure to GSNO resulted in a decrease of

NA contraction (figure 2C) and in a relaxant response to NAC (figure 2D). The

effect of NA and NAC after exposure to GSNO was not significant different in

GTN-treated and untreated rings.
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4. Discussion

The present study shows that GSNO retains its ability to induce long

lasting hyporesponsiveness to NA and relaxant effect of NAC in GTN-treated

aortic rings which exhibited elevation of superoxide level and impairment of

GTN-induced NO elevation and relaxation.

The increase of DHE staining in GTN-treated rings was attributed to

superoxide. DHE is considered as relatively specific for superoxide (Münzel et

al., 2002). Moreover in GTN-treated rings, DHE staining was decreased by the

cell permeant superoxide dismutase mimetics (not shown). An increase in

superoxide was also demonstrated using the same probe in rat aorta after

chronic in vivo treatment with GTN (Müslch et al., 2001). GTN-treated rings

showed altered relaxant response to GTN, but not to DEA-NO. This lack of

cross-tolerance between GTN and other NO donating agents is consistent

with some previous data obtained in isolated arteries (Unger et al., 1993;

Hasegawa et al., 1999; Miller et al., 2000; Chen et al., 2002). The lack of

alteration of the relaxant effect of DEA-NO despite elevated superoxide level

in GTN-treated rings suggests that NO fluxes coming from spontaneous

decomposition of DEA-NO in the bathing solution largely exceeded those of

superoxide, and thus masked the influence of NO degradation by superoxide.

It also indicates that, contrary to what was observed in in vivo model of

tolerance (Mülsch et al., 2001), the cyclic GMP pathway remained

unaffected in GTN-treated rings. The lack of cross-tolerance between GTN

and DEA-NO also suggests that GTN biotransformation was altered in GTN-

treated aortic rings, as previously proposed (Unger et al., 1993; Hasegawa et

al., 1999). The lower elevation of NO induced by GTN in GTN-treated rings

compared to control ones supports this possibility. According recent reports,

mitochondrial ALDH-2 plays a key role in GTN biotransformation and

vasorelaxant effect (Chen et al., 2002 ; Sydow et al., 2004). Moreover,

reduced ALDH-2 activity accounts for nitrate tolerance (Chen et al., 2002)
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and increased production of ROS by mitochondria contributes to inhibition of

vascular ALDH-2 activity (Sydow et al., 2004).

GSNO induced an hyporesponsiveness to NA which persisted after drug

removal, and a relaxant effect of NAC. Several lines of evidence indicate

that these effects of GSNO (and of other S-nitrosating agents) are due to

formation of NO stores by S-nitrosation of cysteine residues in aortic tissue, and

to subsequent release of NO (or NO-related species) activating the cGMP

pathway (Alencar et al., 2003ab). The main finding of the present study is that

GSNO fully retained its ability to induce these NO stores-related changes of

contraction in GTN-tolerant arteries which exhibited increased superoxide

levels. This implies that in this model, elevated superoxide impaired neither the

formation of NO stores, nor the effect of NO released from stores. This might

be explained by differential localisation of NO stores and superoxide

production. Eventhough the localisation of S-nitrosated proteins is not

elucidated, indirect evidence argues for localization in the extracellular

space, or at the external side of cell membranes (Alencar et al., 2003ab). As

discussed above for DEA-NO, the effect of extracellularly generated NO was

not affected in GTN-tolerant arteries, despite increased superoxide levels.

NAC can reverse tolerance to GTN in isolated arteries (Torresi et al., 1985). It is

unlikely that this property accounts for the relaxant effect of NAC seen here,

since NAC did not affect tone in arteries exhibiting tolerance to GTN which

were not exposed to GSNO.

In conclusion, this study shows that GSNO can promote the formation of

releasable NO stores in arteries exhibiting increased level of superoxide and

tolerance to GTN. Formation of releasable NO stores is an alternative way of

NO delivery to blood vessels exhibiting tolerance to organic nitrates.



87

5. Acknowledgements

This work was partially supported by a grant from Fondation de France. IL is a

visitor scientist from Institute of Chemical Physics, Russian Academy of Science

(Moscow) and is recipient of a fellowship from the Collège Doctoral Européen.

6. References

Alencar, J.L., Lobysheva, I., Chalupsky, K., Geffard, M., Nepveu, F., Stoclet, J.C.,

Muller, B. 2003a. S-nitrosating nitric oxide donors induce long-lasting

inhibition of contraction in isolated arteries. J. Pharmacol. Exp. Ther. 307,

152-159.

Alencar, J.L., Lobysheva, I., Geffard, M., Sarr, M., Schott, C., Schini-Kerth, V.B.,

Nepveu, F., Stoclet, J.C., Muller, B. 2003b. Role of S-nitrosation of cysteine

residues in long-lasting inhibitory effect of nitric oxide on arterial tone. Mol.

Pharmacol. 63, 1148-1158.

Chen, Z., Zhang, J., Stamler, J.S. 2002. Identification of the enzymatic

mechanism of nitroglycerin bioactivation. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99,

8306-8311.

Feelisch, M. 1998. The use of nitric oxide donors in pharmacological studies.

Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 358, 113-122.

Hasegawa, K., Taniguchi, T., Takakura, K., Goto, Y., Muramatsu, I. 1999. Possible

involvement of nitroglycerin converting step in nitroglycerin tolerance. Life

Sci. 64, 2199-2206.

Kleschyov, A.L., Mollnau, H., Oelze, M., Meinertz, T., Huang, Y., Harrison, D.G.,

Munzel, T. 2000. Spin trapping of vascular nitric oxide using colloid Fe(II)-

diethyldithiocarbamate. Biochem. Biophys. Res. Commun. 275, 672-677.

Megson, I.L., Greig, I.R., Gray, G.A., Webb, D.J., Butler, A.R. 1997. Prolonged

effect of a novel S-nitrosated glyco-amino acid in endothelium-denuded

rat femoral arteries: potential as a slow release nitric oxide donor drug. Br.

J. Pharmacol. 122, 1617-1624.



88

Miller, M.R., Roseberry, M.J., Mazzei, F.A., Butler, A.R., Webb, D.J., Megson, I.L.

2000. Novel S-nitrosothiols do not engender vascular tolerance and

remain effective in glyceryltrinitrate-tolerant rat femoral arteries. Eur. J.

Pharmacol. 408, 335-343.

Mulsch, A., Oelze, M., Kloss, S., Mollnau, H., Topfer, A., Smolenski, A., Walter, U.,

Stasch, J.P., Warnholtz, A., Hink, U., Meinertz, T., Munzel, T. 2001. Effects of in

vivo nitroglycerin treatment on activity and expression of the guanylyl

cyclase and cGMP-dependent protein kinase and their downstream

target vasodilator-stimulated phosphoprotein in aorta. Circulation 103,

2188-2194.

Munzel, T., Afanas'ev, I.B., Kleschyov, A.L., Harrison, D.G. 2002. Detection of

superoxide in vascular tissue. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 22, 1761-

1768.

Sydow, K., Daiber, A., Oelze, M., Chen, Z., August, M., Wendt, M., Ullrich, V.,

Mulsch, A., Schulz, E., Keaney, J.F. Jr, Stamler, J.S., Munzel, T. 2004. Central

role of mitochondrial aldehyde dehydrogenase and reactive oxygen

species in nitroglycerin tolerance and cross-tolerance. J. Clin. Invest. 113,

482-489.

Terluk, M.R., Da Silva-Santos, J.E., Assreuy, J. 2000. Involvement of soluble

guanylate cyclase and calcium-activated potassium channels in the

long-lasting hyporesponsiveness to phenylephrine induced by nitric oxide

in rat aorta.   Naunyn Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 361, 477-483.

Torresi, J., Horowitz, J.D., Dusting, G.J. 1985. Prevention and reversal of

tolerance to nitroglycerin with N-acetylcysteine. J. Cardiovasc.

Pharmacol. 7, 777-783.

Unger, P., Berkenboom, G., Brekine, D., Fontaine, J. 1993. Nitrate tolerance and

aging in isolated rat aorta. Eur. J. Pharmacol. 248, 145-149.



FIGURE LEGEND

                                   Control       GTN-pretreated

Figure 1A : Dihydroe

treated (100 µM for 1 h

segments. Respectiv

Representative picture

media and A, adventiti
a

thidium staining for s

our, followed by wash

e light transmission

s from 3 independen

a.
b

a’
 b’
A

L

M

A

up

-ou

 fi

t e
L

eroxid

t) in 

gures

xper
M

e in

endo

 are

iment
A

89

 (a) control and (b) GTN-

thelium denuded  rat aortic

 shown in a’ and b’.

s. L indicates lumen ; M,



90

Figure 1B : Effect of GTN (0.5 mM) on NO content in endothelium-denuded rat aortic

rings previously exposed or not to GTN (100 µM for 1 hour followed by wash-out).

ns : not significant , * P < 0.05, *** P < 0.001 (ANOVA, n = 3-4 separate

experiments).
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Figure 2 : Relaxant effect of GTN (A) and DEA-NO (B) in endothelium-denuded rat aortic

rings previously exposed or not to GTN (100 µM for 1 hour, followed by wash-out). ** P <

0.01 (MANOVA) compared with control (n = 4-5 separate experiments). (C) Contractile effect

of noradrenaline (NA) and (D) relaxant effect of N-acetylcysteine (NAC) in endothelium-

denuded rat aortic rings previously exposed or not to GTN (100 µM for 1 hour, followed by

wash-out). Rings were then exposed or not to GSNO (1 µM, 30 min, followed by wash-out)

before compelling concentration-response curve to NA and NAC. ** P < 0.01 (MANOVA)

compared with the appropriate control  (n = 6 separate experiments).
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Mémoire 2
Article en préparation : Mamadou Sarr a, Marta Chataigneau a, Christa Schott a, Aminata S.
Diallo b, Michel Geffard c , Jean-Claude Stoclet a, Bernard Muller * d ,Valérie B. Schini-Kerth
a. Targeted and sustained effect of NO by S-nitrosation of cysteine residues in arteries
exhibiting endothelial dysfunction

Les travaux menés dans le laboratoire ayant permis de mettre en

évidence la constitution de stocks mobilisables de NO avaient été réalisés sur

des artères dépourvues d’endothélium. L’objectif de ce travail était d’évaluer

la formation de stocks mobilisables de NO dans des artères pourvues

d’endothélium, et dans celles qui présentent une dysfonction endothéliale.

La dysfonction endothéliale a été induite par un traitement chronique in vivo

à l’angiotensine II chez le rat, que nous avons mis en place au laboratoire. A

l’issue de ce traitement, nous avons évalué sur des anneaux d’aorte pourvus

ou dépourvus d’endothélium:

- l’effet relaxant endothélium-dépendant de l’acétylcholine

- l’effet relaxant endothélium-indépendant du nitroprussiate de sodium

- la formation de stocks mobilisables de NO après exposition au S-

nitrosoglutathion (GSNO), en étudiant l’effet de la phénylephrine et de la

N-acétylcysteine (NAC) et du chlorure de mercure (HgCl2)

- le stress oxydatif, par microscopie confocale en utilisant la dihydroéthidine

comme sonde de fluorescence.

- la formation de résidus Cys-NO, par immunofluorescence et microscopie

confocale, à l’aide d’un anticorps dirigés contre ces épitopes
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Les principaux résultats montrent que :

comme attendu, l’infusion chronique d’angiotensine II entraîne une

hypertension systolique, une baisse importante de l’activité rénine

plasmatique, une réduction de l’effet relaxant endothélium-dépendant de

l’acétylcholine, mais ne modifie pas l’effet relaxant endothélium-

indépendant du nitroprussiate de Na. Au niveau de l’aorte, le traitement

chronique à l’angiotensine II provoque une augmentation des espèces

réactives dérivées de l’oxygène dans toutes les tuniques.

sur des anneaux d’aortes de rat dépourvus d’endothélium issus soit de rats

contrôles, soit de rat traités à l’angiotensine II, l’exposition ex vivo au GSNO

entraîne une inhibition de la réponse contractile à la phénylephrine, associée

à une réponse relaxante après ajout de NAC.

sur des anneaux d’aortes de rat pourvus d’endothélium issus de rats

contrôles, l’exposition au GSNO n’entraîne pas de telles modifications.

sur des anneaux d’aortes de rat pourvus d’endothélium issus de rats traités à

l’angiotensine II, le GSNO entraîne une inhibition de la réponse contractile à

la phénylephrine, ainsi qu’une réponse relaxante à la NAC et au HgCl2. Sur

ces anneaux, l’exposition au GSNO entraîne également une augmentation

de l’immunomarquage pour les résidus Cys-NO, et celui-ci est inhibé après

exposition à la NAC ou HgCl2.
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Abstract

Objectives: S-nitrosating nitric oxide (NO) donors like S-nitrosoglutathione

(GSNO) induce a persistent inhibition of tone in endothelium-denuded arteries,

through the formation of releasable NO stores on tissue thiols. The aim of the present

study was to investigate whether such effects of GSNO could be obtained in arteries

exhibiting endothelial dysfunction. Methods: Rats were sham-operated or implanted

with a minipump delivering Angiotensin II (Ang II, 0.4 mg/kg/day for 14 days). Aortic

rings from these rats were suspended in organ chambers for isometric tension

recordings or processed for detection of reactive oxygen species (with

dihydroethidine as fluorescent probe) and cysteine-NO residues (with anti-cysteine-

NO antiserum). Results: Ang II-induced hypertension was associated with increased

level of superoxide anion and with reduced relaxation to acetylcholine in the aorta. In

aortic rings with endothelium from sham controls, pre-exposure to GSNO neither

induced persistent inhibition of the contractile effect of phenylephrine, nor a relaxant

effect upon addition of N-acetylcysteine (NAC), a low molecular weight thiol which

can displace NO from NO stores. By contrast, in rings with endothelium obtained

from Ang II-infused rats, GSNO induced persistent hyporeactivity to phenylephrine,

and a relaxant effect of both NAC and HgCl2 (which cleaves cysteine-NO bond). In

these rings, GSNO induced a persistent increase in cysteine-NO residues, which was

blunted both by NAC and HgCl2. Conclusion: Arteries presenting endothelial

dysfunction and increased superoxide level, unlike control ones, exhibit after

exposure to GSNO a long lasting inhibition of tone which was mediated by persistent

S-nitrosation of tissue thiols. Thus, S-nitrosating NO donating agents offer the
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possibility of targeted protective effects at sites of endothelial dysfunction, through

the formation of releasable NO stores.

Keywords : angiotensin II; endothelial dysfunction; hypertension; nitric oxide; nitric

oxide stores; oxygen radicals; S-nitrosoglutathione.

1. Introduction

Endothelium-derived nitric oxide (NO) is a major regulator of vascular

homeostasis. It prevents platelet adhesion and aggregation, leucocyte adhesion, and

smooth muscle proliferation and contraction [1-4]. All major risks factors predisposing

to atherosclerosis, i.e. hypercholesterolemia, diabetes, smoking and hypertension, are

associated with a decrease of endothelium-derived NO bioactivity. Endothelial

dysfunction plays a major role in both formation and progression of atherosclerotic

lesions [5-6]. Multiple evidence supports a role of oxidative stress in various models of

endothelial dysfunction, in which increased vascular level of superoxide led to a

decrease of endothelial NO bioavailability [6-9].

NO supplementation is a potential interesting approach for restoration of

vasculoprotective effects in pathological situations in which endothelial NO

bioavailability is decreased [10]. Among NO donors, organic nitrates like glyceryl

trinitrate, despite acute vasodilatory effect, have the major drawback of inducing

tolerance during long-term use. Increased oxidative stress likely contributes to

development of nitrate tolerance and cross tolerance to endothelium-derived NO [19].

S-nitrosating agents like sodium nitroprusside or some S-nitrosothiols like S-

nitrosoglutathione (GSNO) induce a relaxant effect which persisted several hours after

washing out the drug in endothelium-denuded arteries [11-14,17]. Evidence was
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recently obtained by our group that S-nitrosation of cysteine residues accounts for

long-lasting inhibitory effect of S-nitrosating agents on the contraction of endothelium-

denuded arteries, and represents a mechanism of formation of local NO stores from

which biologically active NO can subsequently be released [15,17, 20].

In the present study, we investigate the formation of NO stores in arteries

exhibiting endothelial dysfunction. For this purpose, rat were chronically-treated or not

with Angiotensin II (Ang II). The Ang II-mediated hypertension is well known to be

associated with endothelial dysfunction and increase of superoxide production in the

aorta [8,21]. Aortic rings from these rats were exposed or not to GSNO and, after

careful washout, were processed for immunostaining of cysteine-NO residues and for

assessment of contractility. The low molecular weight thiol N-acetylcysteine (NAC)

was used to displace NO from cysteine-NO bonds [15,17,20, 22] as well as mercuric

chloride (HgCl2, which is known to cleave the cysteine-NO bond, Saville, 1958 [23]).

2. Materials and Methods

The investigation conforms with the Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,

revised 1996). Agreement (number B 67900) was obtained by French authorities.

2.1. In vivo experiments

Male wistar rats (12-14 weeks old) were implanted subcutaneously for 14 days

with osmotic minipumps (Alzet, purchased from Charles Rivers Laboratories) after 1

cm incision and filled with either Ang II (0.4 mg/kg per day) or NaCl (0.9 %) for sham-

treated rats, as previously described [24]. Systolic blood pressure and heart rate
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were determined in conscious animals, at the same time every 28 consecutive days

using tail cuff plethysmography connected to a cumputerized system (LE 5002®,

BIOSEB). Forteen days after minipumps implantation, rats were euthanized, and

their thoracic aorta was removed, cleaned of connective tissue and cut in rings (3

mm length) for organ chambers experiments. In some rings, the endothelium was

removed by rubbing the intimal surface of the rings with forceps. Rapildy after death,

blood was taken from the abdominal aorta for the latter determination of the plasma

renin activity.

2.2. Determination of plasma renin activity

Plasma renin activity was measured as previously described [25] by determining

the level of Ang I produced during a 30 min incubation of plasma at 37°C in the

presence of 5 mM 8-hydroxyquinoline. Ang I was measured by radioimmunoassay

(Perkin Elmer NEN Life Sciences) and plasma renin activity is expressed as

nanograms of Ang I per milliliter of plasma per hour.

2.3. In situ detection of superoxide

Detection of superoxide was performed using the oxidative fluorescent dye

dihydroethidium (DHE) [26] which is freely permeable to cells and is oxidized into

ethidium bromide in the presence of superoxide. Ethidium bromide intercalates with

DNA and produces a red fluorescence. Rings were embedded in OCT compound

and snap-frozen on dry ice in isopentane at -50° C. Serial sections (30 µm-thick)

were cut on a crystat microtome, air-dried for 1 hour and stored at – 80 untill use.

They were then thawed and mounted onto silanated glass slides. Slides were

incubated with 2.5 µM DHE in phosphate-buffered saline (PBS) for 30 min in a light
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protected humidified chambre at 37°C. Slides were rinsed with PBS, air dried,

mounted in Vectashield® (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA), coverslipped

and examined under a Bio-Rad MRC-1024 laser scanning confocal microscope

equipped with a krypton/argon laser. Ethidium bromide was excited at 488 nm with

an emission wavelenght at 610 nm. Tissues from sham-operated or Ang II-infused

rats were processed and imaged in parallel.

2.4. Detection of cysteine-NO residues

Cysteine-NO residues were detected as previously described [15]. Aortic rings were

exposed or not to 100 µM GSNO for 30 min (at 37°C in 95% O2 / 5% CO2-aerated

Krebs solution, in the dark) and then extensively washed out (over a 60 min period,

during which time the Krebs solution was changed every 20 min). Some preparations

were subsequently treated with NAC (1 mM) or HgCl2 (0.1 mM) for 5 min, followed by

washout. Preparations were then fixed, embedded and frozen as previously

described [15]. Cross sections (about 14 µm thick) were thaw-mounted on gelatin

coated slides. Slices were incubated overnight at room temperature with rabbit

polyclonal antibodies (1:100 dilution in PBS-Triton 0.5% (v/w)) directed against

conjugated NO-cysteine [27-28]. The secondary antibody was goat anti-rabbit IgG

(Alexa Fluor 488, 1/200 dilution in PBS-Triton). The sections were mounted and

examined under laser scanning confocal microscope as described below (section

2.3.). After excitation using an Argon laser 488 nm beam, emission signal was

recorded with a Zeiss 515-565 nm filter. Nonspecific fluorescence was assessed after

incubating slices with the secondary antibody and measuring the average intensity

value of fluorescence. All images were corrected for nonspecific fluorescence.



100

Tissues from sham-operated or Ang II-infused rats were processed and imaged in

parallel.

2.5. Organ chamber experiments

Rat aortic rings (with or without endothelium) from sham control and Ang II-infused

rats were mounted in organ chambers as previously described [15]. Following 90 min

equiibration, rings were preconstricted with phenylephrine (PHE) to 80% of the

contraction elicited by 80 mmol/l KCl. The relaxant effects of acetylcholine (Ach) and

sodium nitroprusside (SNP) were determined in rings with and without endothelium,

respectively. Some rings were exposed to 1 µM GSNO for 30 min in the dark. All

subsequent experimental procedures were also performed in the dark. After a 60 min

washout period (during which time the Krebs solution was changed every 20 min) for

drug removal, rings were submaximally contracted with increasing concentrations of

PHE. Once contraction reached a steady state level, NAC or HgCl2 was added in a

cumulative manner.

2.6. Reagents and drugs

Unless otherwise indicated, drugs were purchased from Sigma Chemical Co or

Aldrich (Saint Quentin-Fallavier, France). Rabbit polyclonal antibodies directed

against conjugated NO-cysteine were obtained as previously described [27-28].

Alexa Fluor 488® was purchased from Molecular Probes (Leiden, The Netherlands).

NAC (Fluimucil®) was a generous gift from Zambon laboratory (Antibes, France).

GSNO was prepared as previously described [15]. Angiotensin I was purchased from

Perkin Elmer NEN  Life Sciences.
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2.7. Statistical analysis

Results are expressed as mean ± s.e. mean of n experiments. Concentration-

response curves were compared by the multi-analysis of variance (MANOVA). Other

statistical comparisons were performed with one-way ANOVA. P values less than

0.05 were considered to be statistically significant.

3. Results

3.1. Model of Ang II-induced hypertension

As expected, infusion of Ang II resulted in a progressive increase of systolic blood

pressure (Figure 1A), from 121 ± 4 mmHg before infusion of Ang II to  205 ± 8 mmHg

after 2 weeks of Ang II infusion (n = 5). Ang II-increase in systolic blood pressure was

not associated with significant changes of heart rate (Figure 1B). No significant

variation of systolic blood pressure or HR was observed in sham controls (Figure 1B).

As expected, infusion of Ang II also led to a marked decrease of plasma renin activity

from 51.62 ± 5.38 in sham controls to 4.7 ± 1.05 after 2 weeks of Ang II infusion (n =

5).

In comparison to aortic sections obtained from sham controls; a marked increase in

ethidium fluorescence (about 4 fold) was observed in those obtained from Ang II-

infused rats, in the endothelial, medial, and the adventitial layers (Figure 2). Aortic

rings with endothelium removed from Ang II-infused rats exhibited a significant

decrease of the amplitude of the relaxant effect of acetylcholine, when compared to

sham controls (Figure 3A). By contrast, the relaxant effect of the endothelium-

independent NO donating agent sodium nitroprusside was unaffected in rings

obtained from Ang II-infused rats, in comparison to those from sham controls (Figure

3B).
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3.2. Effects of GSNO in aortic rings from sham control and Ang-II infused rats

In endothelium-denuded aortic rings from both sham controls or Ang II-infused rats,

pre-exposure to GSNO (1 µM for 30 min, followed by a 60 min washout period for

GSNO removal) resulted in a marked decrease of the contractile effect of

phenylephrine and in a relaxant response to NAC (Figure 4AB). In rings with

endothelium obtained from sham controls, the contractile effect of phenylephrine was

not diminished after pre-exposure to GSNO, and NAC failed to elicit a significant

relaxant effect (Figure 4C). However in rings with endothelium obtained from Ang II-

infused rats, pre-exposure to GSNO induced a decrease of phenylephrine-induced

contraction (Figure 4C) and a relaxant effect of both NAC (Figure 4D) and HgCl2

(Figure 4E). The relaxant effect of NAC was not significantly different in rings with or

without endothelium prepared from Ang II-infused rats. Furthermore, HgCl2

completely abrogated the effect of subsequent addition of NAC in GSNO-exposed

aortic rings (data not shown), indicating the existence of a common pool of S-

nitrosothiols in tissues, with which NAC and HgCl2 can interact and thus promote the

release of vasoactive NO.

Immunostaining using an antiserum that recognizes cysteine-NO residues was

applied to aortic segments with endothelium obtained from Ang II–infused rats. DHE

fluorescence was also evaluated in the same segments for simultaneous detection of

superoxide (figure 5a ,d, g and j). Pre-exposure to GSNO resulted in a persistent

increase in cysteine-NO residues in aorta with endothelium (Figure 5e). GSNO-

induced increase in cysteine-NO content was diminished both by HgCl2 (Figure 5h)

and NAC (Figure 5k). NAC also diminished DHE fluorescence in aortic segments

from Ang II-infused rats (figure 5j).



103

4. Discussion

The present study shows that after exposure to GSNO, arteries with endothelium

from sham controls (unlike endothelium-denuded ones) exhibited neither persistent

hyporeactivity to vasoconstrictors, nor a relaxant effect of the low molecular weignt

thiol, NAC. However, in arteries removed from rats chronically infused with Ang II

which displayed endothelial dysfunction and increased level of superoxide, GSNO

induced a persistent attenuation of contraction and a relaxant effect of both NAC and

HgCl2. In these arteries, GSNO induced also a persistent increase in S-nitrosated

cysteine residues, which was blunted both by NAC and HgCl2.

In accordance with previous studies [21,24], infusion of rats for several days with Ang

II induced a marked increase in systolic blood pressure and in superoxide level in all

aortic layers (as detected by ethidium fluorescence) and a reduction of the relaxant

effect of the endothelium-dependent agonist acetylcholine in the isolated aorta. The

Ang II-induced impairement of endothelium-dependent vasorelaxation is dependent,

at least partially, on increased production of superoxide by all vascular cells, thus

promoting inactivation of endothelium-derived NO [21,24,29]. Both NADPH oxidase

[21,29] and uncoupled eNOS (Mollnau et al., 2002) were identified as sources of

superoxide in Ang II-induced models of hypertension. Consistent with a role of

NADPH oxidase, an increased level of expression of p22phox and gp91-phox were

found in aortic sections of Ang II-infused rats (not shown). It is shown in the present

study that the relaxation elicited by the endothelium-independent NO-donating agent

sodium nitroprusside remained unaffected in aorta from Ang II-infused rats. This

contrasts with some previous studies showing that chronic treatment with Ang II
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diminishes the relaxant effect of NO donors like glyceryl trinitrate (although to a

lesser extent than the relaxant effect of acetylcholine) and downregulates soluble

guanylyl cyclase in the aorta [21,24]. The use of a relatively low dose of Ang II over

more prolonged period in the present investigation might explain such apparent

discrepancy. Moreover, unlike sodium nitroprusside, the relaxant effect of organic

nitrate is dependent on mitochondrial aldehyde deshydrogenase activity [18], the

activity of which being altered by increased vascular level of reactive oxygen species

[19].

The present study shows that after exposure to GSNO, endothelium-denuded aortic

rings from both sham-operated or Ang-II rats exhibited a persistent inhibition of the

contractile effect of phenylephrine, which was associated with a relaxant response to

the low molecular weight thiol, NAC. As previously shown by our group

[15,17,20,33,34] an others [30], NAC is able to release NO from preformed vascular

stores. GSNO also induced a sustained increase in contents of NO and S-nitrosated

cysteine residues in endothelium-denuded arteries [15,17]. Several lines of evidence

were brought in these studies to support the idea that S-nitrosation of tissue thiols is

a mechanism of formation of local NO stores in endothelium-denuded arteries, from

which biologically active NO can be subsequently released, activating the cyclic GMP

pathway [15,17]. The present study shows that formation of NO stores and bioactivity

of NO subsequently released from stores were not markedly affected in endothelium-

denuded rings from rats treated with Ang II, eventhough these arteries exhibited

higher levels of superoxide than those from sham-controls. By transnitrosation

mechanisms, NO biological activity may be released from stores in the form of a S-

nitrosothiol, being protected from superoxide-induced inactivation. This deserves

further investigations. The effect of the endothelium-independent NO-donating agent
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sodium nitroprusside was also unaffected by Ang II-treatment. The absence of

alteration of the relaxant effect of sodium nitroprusside- or NO stores-derived NO

despite elevated superoxide level suggests that NO fluxes largely exceeded those of

superoxide, and thus masked the influence of NO degradation by superoxide.

In the present study, an important observation is that, unlike endothelium-denuded

aortic rings, rings with endothelium from sham-operated rats did not exhibit persistent

hyporesponsiveness to phenylephrine after exposure to GSNO. This is consistent

with data showing that the presence of the endothelial layer markedly reduces the

long-lasting hyporesponsiveness to vasoconstrictors induced by some S-nitrosothiols

in isolated arteries [11,14]. The mechanisms underlying this inhibitory effect of

endothelium are not elucitated. An increased release of vasoconstrictors (superoxide

anion, cyclooxygenase-, lipoxygenase-, and cytochrome P450-derived products,

endothelin or Ang II) that would counteract NO-mediated vasorelaxation appears

unlikely [14]. A major finding of the present study is that, in contrast to rings with

endothelium removed from sham-operated rats, those removed from rats infused with

Ang exhibited persistent hyporeactivity to phenylephrine and relaxant effect of both

NAC and HgCl2 (which cleaves the S-NO bond, Saville, 1958 [23]) after exposure to

GSNO. Moreover, a persistent S-nitrosation of cysteine residues in rings with

endothelium from Ang II-infused rats is directly demonstrated here with an anti-

cysteine-NO antiserum [15,17]. The high selectivity of this antiserum for cysteine-NO

residues from proteins compared to low molecular weight species [15,32] suggests

that the immunolabeling originated from S-nitrosated proteins and not from low

molecular weight S-nitrosothiols. Specificity of cysteine-NO labeling in aortic tissue

has been verified previously by inhibition of immunolabeling after blockade of thiol

groups prior to nitrosation [17] and with mercuric chloride or dithiothreitol to cleave
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the SNO linkage following nitrosation [15,32]). It is shown here that in aortic rings

with endothelium pre-exposed to GSNO obtained from Ang II-infused rats, NAC and

HgCl2 not only elicited vasorelaxant responses, but also both blunted persistent

increase in cysteine-NO residues. Taken together, these data indicate that persistent

S-nitrosation of cysteine residues not only accounts for the long-lasting effects of

GSNO in arteries with endothelium removed from Ang II-infused rats, but also

remains an effective mechanism of formation of releasable NO stores in these

arteries, despite increased level of superoxide. Moreover, the present data also

indicate that the influence of releasable NO stores is unmasked by endothelial

dysfunction. Elucidation of the mechanisms underlying this phenomenon requires

further investigations. Since the influence of releasable NO stores on arterial tone is

unmasked by both endothelium removal and dysfunction, it is unlikely that

endothelium represent a barrier preventing formation of NO stores.

In conclusion, the present study shows that, unlike endothelium-denuded arteries,

arteries with endothelium did not exhibit persistent inhibition of contraction after

exposure to GSNO. By contrast, arteries presenting endothelial dysfunction and

increased superoxide exhibited a sustained inhibition of tone, which was due to S-

nitrosation of tissue thiols. Endothelial dysfunction is characterized by a loss of

endothelial NO bioactivity, and is a common feature of various vascular diseases and

risks factors predisposing to atherosclerosis. In these situations, formation of

releasable NO stores from exogenous NO donating agents represents a novel

approach for NO supplementation. It offers the possibility of targeted effects of NO at

sites of endothelial dysfunction, thus allowing restoration of the vasculoprotective

effects of NO.
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Figure 1 : Systolic blood pressure (panel A) and heart rate (panel B) from sham

controls and AngII (0.4 mg/kg/day for 14 days)-infused rats. Values are means ±

S.E.M. of n = 4-5 experiments.
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Figure 2 : Dihydroethidium staining for superoxide in aortic segments with

endothelium from sham controls and AngII (0.4 mg/kg/day for 14 days)-infused rats.

Ethidium bromide fluorescence was visualized using confocal microscopy.

Respective light transmission figures are shown at the bottom. E indicates

endothelium ; M, media and A, adventitia. Representative pictures from 3

experiments.
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Figure 3 : Relaxant effect of acetylcholine (Ach; panel A) and sodium nitroprusside

(SNP; panel B) in aortic rings from sham controls (n = 4) and AngII (0.4 mg/kg/day for

14 days; n = 5)-infused rats. * P < 0.05; ns: not significant.
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Figure 4 : Effect of phenylephrine (Phe; panels A and C), N-acetylcysteine (NAC;

panels B and D) and HgCl2 (panel E) in rings with (panels C,D and E) or without

endothelium (panels A and B) from sham controls (n = 4) and AngII (0.4 mg/kg/day

for 14 days; n = 5)-infused rats. Aortic rings were pre-exposed or not to GSNO (1 µM

for 30 min, followed by washout) before compelling concentration-response curves to

Phe, NAC and HgCl2 . * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; ns: not significant.
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Figure 5 : Staining for dihydroethidium (panels a, d, g and j) and cysteine-NO

residues (panels b, e, h and k) in aortic segments with endothelium from AngII (0.4

mg/kg/day for 14 days)-infused rats. Aortic rings were pre-exposed (panels d-k) or

not (panels a and b) to GSNO (100 µM for 30 min, followed by washout) before bei

processed for staining. Some rings were exposed to HgCl2  (0.1 mM; panels g and 

or NAC (1 mM; panels j and k) after GSNO washout. Staining  was visualized using

confocal microscopy. Respective light transmission figures are shown in panels c-j.

Representative pictures from 2 experiments.
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Mémoire 3
Article en préparation : SARR M, CHATAIGNEAU M, MARTINS S, OAK MH, SCHOTT C,

EL BEDOUI J, MULLER B, CHATAIGNEAU T, SCHINI-KERTH VB (2004). Red wine

polyphenols prevent the angiotensin II-induced hypertension and endothelial dysfunction by

inhibiting the vascular expression of NADPH oxidase.

De nombreuses études épidémiologiques indiquent que la

consommation modérée de vin rouge a des effets protecteurs sur le système

cardiovasculaire. Les travaux menés dans le laboratoire avaient permis de

mettre en évidence la capacité des composés polyphénoliques du vin à

stimuler la production par l’endothélium d’un facteur protecteur, le NO.

Compte tenu du rôle du stress oxydant vasculaire dans le développement de

diverses pathologies touchant le système cardiovasculaire, les effets

bénéfiques des polyphénols pourraient aussi découler de leurs propriétés

antioxydantes. L’objectif de cette étude était d’analyser l’influence d’un

extrait polyphénolique de vin l’hypertension artérielle et sur les altérations

vasculaires induites par un traitement chronique par l’angiotensine II chez le

rat.

Dans ce modèle pathologique, l’influence des extraits polyphénoliques

de vin a été étudié sur :

- l’élévation de la pression artérielle systolique et l’activité rénine

plasmatique ;
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- l’effet relaxant endothélium-dépendant de l’acétylcholine et l’effet

relaxant endothélium-indépendant du nitroprussiate de sodium, sur des

anneaux  d’aortes isolés ;

- le stress oxydatif au niveau de segments d’aorte, par microscopie

confocale en utilisant la dihydroéthidine comme sonde de fluorescence ;

- l’expression de différentes sous-unités de NADPH oxydase au niveau de

segments d’aorte, par microscopie confocale en utilisant des anticorps

dirigés contre ces différentes sous-unités.

Les principaux résultats montrent que l’administration par voie orale

d’un extrait polyphénolique de vin est capable de :

- prévenir l’élévation de la pression artérielle systolique et la diminution de

l’activité rénine plasmatique induites par administration chronique

d’angiotensine II ;

- prévenir la diminution de l’effet relaxant de l’acétylcholine au niveau de

l’aorte induite par administration chronique d’angiotensine II ;

- prévenir l’augmentation de la production d’anions superoxydes et

l’augmentation de l’expression des sous-unités de la NADPH oxydase

gp91phox-like et p22phox au niveau de l’aorte par administration

chronique d’angiotensine II.
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Abstract                                                              

Background Chronic administration of moderate amounts of red wine has been associated

with a protective effect on the cardiovascular system. This study examined whether red wine

polyphenols prevent the angiotensin II-induced endothelial dysfunction in rats, and, if so, to

elucidate the underlying mechanism. Methods and Results Hypertensive rats were obtained by

a 14-day infusion of angiotensin II (Ang II). Red wine polyphenols were administered in the

drinking water one week before the Ang II infusion. Arterial pressure was measured in

conscious rats. In vitro vascular relaxation was assessed in organ chambers, vascular

superoxide anions production by dihydroethidine, and NADPH oxidase subunit expression by

immunohistochemistry. Ang II-induced hypertension was associated with decreased

relaxations to acetylcholine, and increased vascular superoxide anion production and

expression of p22phox and gp91phox-like proteins. Red wine polyphenol treatment prevented

the Ang II-induced hypertension and endothelial dysfunction and normalized vascular

superoxide anions production and NADPH oxidase expression. Red wine polyphenol

treatment alone did not affect blood pressure. Conclusions Intake of red wine polyphenols

prevents the Ang II-induced hypertension and endothelial dysfunction by inhibiting the

vascular expression of NADPH oxidase and formation of superoxide anions. The ability of

red wine polyphenols to prevent excessive vascular oxidative stress may contribute to explain

their protective effect on the cardiovascular system.

Key Words: Red wine – hypertension – angiotensin II – reactive oxygen species – NADPH

oxidase
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Introduction

Epidemiological studies have indicated that regular intake of moderate amounts of wine, in

particular red wine, is associated with a reduced risk in overall motality (St Leger et al., 1979;

Renaud and de Lorgeril, 1992; Renaud et al., 1998; Gronbaek, 2000). This effect has been

attributable to a reduction in death from cardiovascular disease and cancer (Renaud et al.,

1998; Gronbaek, 2000). Although the alcohol component may contribute to the protective

effect by increasing the concentration of high density lipoproteins, and by decreasing

fibrinogen level and platelet reactivity (Pellegrini et al., 1996; Rimm, 1996; Rimm et al.,

1999), several recent lines of evidence indicate a key role of polyphenolic compounds, which

are found at high level in some red wine. Indeed, intake of red wine polyphenols reduced the

developpement of atherosclerosis in several experimental models of atherosclerosis but was

without effect on mature atherosclerosis (Bentzon et al., 2001; Vinson et al., 2001; Auger et

al., 2002; Stocker and O'Halloran, 2004; Waddington et al., 2004). Red wine polyphenols and

a grape skin extract also reduced blood pressure in NG-nitro-L-arginine methyl ester- and

desoxycortocosterone acetate salt-induced experimental models of hypertension (Bernatova et

al., 2002; Soares de Moura et al., 2002). In humans and in experimental models of

atherosclerosis and hypertension, endothelium-dependent relaxations are impaired (Mombouli

and Vanhoutte, 1999; Rudic and Sessa, 1999; Schiffrin, 2001; Taddei et al., 2001; Schiffrin,

2002). The endothelial dysfunction is observed early in the development of the pathology and

is due, at least in part, to an excessive vascular formation of reactive oxygen species in

particular superoxide anions, with the subsequent degradation of nitric oxide.(Rajagopalan et

al., 1996; Miller et al., 1998; Taddei et al., 2001; Spiekermann et al., 2003). Although red

wine polyphenols have antihypertensive properties, the possibility that they prevent the

oxidative stress-induced endothelial dysfunction remains to be determined. Amongst

experimental models of hypertension, that induced by angiotensin II has been well



121

characterized and is of potential clinical importance. Indeed, a variety of pathologic states,

including certain forms of hypertension, congestive heart failure, and nitrate tolerance, are

associated with elevated plasma renin activity and circulating levels of angiotensin II (Kurz et

al., 1999; Shinozaki et al., 2004). The hypertensive response to chronic administration of

angiotensin II is rats is mediated by an upregulation of vascular NADPH oxidase resulting in

an increased production of superoxide anions, which in turn degrades endothelium-derived

nitric oxide (Rajagopalan et al., 1996; Laursen et al., 2001).  Therefore, the aim of the present

study was to examine whether red wine polyphenols prevent the angiotensin II-induced

hypertension and if so, to determine whether the protective effect is related to the restoration

of the endothelial protective function by preventing NADPH oxidase expression and the

formation of superoxide anions.

Methods

Materials

All chemicals were from Sigma Chemical Co unless specified. Alzet osmotic minipumps

were from Charles Rivers Laboratories. Antibodies directed against either gp91phox-like

proteins and p22phox were from Santa Cruz.

Preparation of Red Wine Polyphenols

Red wine polyphenols dry powder was obtained from French red wine (Corbières A.O.C.)

and provided by Dr. M. Moutounet (Institut National de la Recherche Agronomique,

Montpellier, France) and analyzed by Dr. P.-L. Teissedre (Département d’Oenologie,

Université de Montpellier, France). The procedures used to prepare and analyze red wine

polyphenols have been described previously.18,19 One liter of red wine produced 2.7 g of red

wine polyphenols, which contained 471 mg/g of total phenolic compounds expressed as gallic

acid.
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In vivo Treatment of Rats

Male Wistar rats (12 to 15 weeks-old) were anesthetized with intraperitoneal ketamine (80

mg/kg) and xylamine (10 mg/kg). A 1-cm incision was made in the midscapular region, and

an osmotic minipump (Alzet model 200X) was implanted. Pumps contained angiotensin II

dissolved in 0.15 mol/L NaCl containing 0.01 N acetic acid, and the infusion rate was 0.4

mg/kg per day. Sham-operated rats underwent an identical surgical procedure but no pump

was implanted. On day 14 of angiotensin II infusion, the rats were euthanized, and their aortas

were harvested for study. Rapidly after death, blood was taken from the abdominal aorta for

the latter determination of the plasma renin activity. As indicated, red wine polyphenols (50

or 150 mg/kg/day, 10% ethanol, pH 3.3) or solvent (10% ethanol, pH 3.3) was given in the

drinking water beginning 7 days before pump implantation.

Blood Pressure Measurement

Systolic blood pressures and heart rates were measured in conscious rats by tail-cuff

plethysmography connected to a cumputerized system (LE 5002®, BIOSEB). Before the

administration of red wine polyphenols, the rats were trained in the blood pressure device to

accustom them to the procedure for 1 week. On each day of blood pressure determination, 10

measurements were obtained and averaged for each rat.

Vascular Reactivity Studies

Aortas were cleaned of connective tissue and cut into rings (3-4 mm in length). As indicated

the endothelium was removed by rubbing the intimal surface of rings with a pair of forceps.

Rings were suspended in organ baths containing oxygenated (95% O2; 5% CO2) Krebs
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bicarbonate solution (mmol/L: NaCl 119, KCl 4.7, KH2PO4 1.18, MgSO4 1.18, CaCl2 1.25,

NaHCO3 25 and D-glucose 11, pH 7.4, 37°C) and the cyclooxygenase inhibitor indomethacin

(10 µmol/L), for the determination of changes in isometric tension. Following equilibration

for 90 minutes under a resting tension of 2 g, rings were contracted with phenylephrine (1

µmol/L). Thereafter, the rings were preconstricted with phenylephrine (1 µmol/L) to about

80% of the maximal constriction and the relaxation to acetylcholine (1 µM) was determined.

After washout and a 30-minute equilibration period, rings were again constricted with

phenylephrine before a concentration-relaxation curve to either red wine polyphenols,

acetylcholine or sodium nitroprusside was constructed.

Determination of Plasma Renin Activity

Plasma renin activity was measured by determining the level of angiotensin I generated

during a 30-min incubation of plasma at 37°C in the presence of 1-hydroxyquinoline (5 mM).

Angiotensin I was measured by radioimmunoassay.

Determination of the Vascular Formation of Reactive Oxygen species

The oxidative fluorescent dye dihydroethidine was used to evaluate in situ formation of

reactive oxygen species by use of a method described by Miller et al (Miller et al., 1998).

Aortic rings (3 to 4 mm length) from the control group, the angiotensin II group, the red wine

polyphenols group and the red wine polyphenols plus angiotensin II group were embedded in

OCT compound (Tissue-Tek) and frozen in a pentane/liquid nitrogen bath for cryostat

sections. In addition, rings from the angiotensin II group were also incubated in MEM

containing 0.1% of bovine serum albumin in the absence or presence of an inhibitor for 60
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min at 37°C before being embedded. These unfixed frozen aortic rings were cut into sections

30 µm thick and placed on polylysine-coated-plus glass slides. Dihydroethidine (2.5 µmol/L)

was applied to all tissue sections on the slide, which were then incubated in a light-protected

humidified chamber at 37°C for 30 min before being sealed with coverslips. Images were

obtained with a Bio-Rad MRC-1024 laser scanning confocal microscope equipped with a

krypton/argon laser. Fluorescence was detected with a 605-nm pass filter. Laser settings for

image acquisition were identical for all specimens.

Immunohistochemical Determination of NADPH oxidase subunit Expression

Aortas were removed, embedded in OCT compound, and snap-frozen. Frozen aortas were

cysectionned at 14 µm. The sections were air-dried for 1 h and stored at -80°C untill use. The

slides were first treated with 10% normal serum in PBS containing 0.1% BSA and 0.05%

Tween-20 for 45 min to block any nonspecific binding. After rinsing, the sections were then

incubated overnight at 4°C with control nonimmune serum or with the previously

characterized antibodies (Archer et al., 1999; Meyer et al., 1999; Suh et al., 1999). The

antibodies used were a rabbit polyclonal gp91phox (sc-20782 ; directed against a recombinant

protein corresponding to amino acids 231-290 of gp91phox ; this region presents 43% of

identity with nox-1 and 49% of identity with nox3, 1:100 dilution) and a goat polyclonal

p22phox (sc-11712, 1:100 dilution). Sections were washed with PBS, incubated with the

secondary antibodies (goat anti-rabbit alexia fluor 488-conjugated, donkey anti-goat alexia

fluor 567-conjugated, 1:200) diluted in the same buffer for 2 h at room temperature in the

dark, and washed before being mounted and coverslipped. Negative controls included

omission of primary antibodies.
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Statistical Analysis

Values are expressed as mean ± SEM. Statistical evaluation was performed with Student’s t

test for paired data or ANOVA followed by Fischer’s protected least significant difference

test where appropriate. Values of  P < 0.05 were considered statistically significant.

Results

Red wine polyphenols prevent the angiotensin II-induced hypertension

Infusion of angiotensin II at a rate of 0.4 mg/kg/day to rats caused a significant increase in

systolic blood pressure, which reached a plateau after 3 days and thereafter remained elevated

throughout the study (Figure 1A). In contrast to systolic blood pressure, heart rate was

unaffected by the angiotensin II treatment (Figure 1A). The increased systolic blood pressure

was associated with a pronounced reduction of the plasma renin activity (Figure 1B).

Administration of 150 mg/kg/day red wine polyphenols in the drinking water to rats 7 days

before the infusion of angiotensin II prevented the increase in systolic blood pressure and the

decrease in plasma renin activity  elicited by angiotensin II (Figure 1A and 1B). In contrast,

administration of 50 mg/kg/day of red wine polyphenols to rats did not affect the angiotensin

II-induced hypertension (data not shown). The red wine polyphenols treatment alone affected

neither systolic blood pressure nor heart rate, and also not the plasma renin activity (Figure

1A and B).

Red wine polyphenols prevent the angiotensin II-induced endothelial dysfunction

Acetylcholine caused concentration-dependent relaxations in aortic rings with endothelium,

which were markedly reduced in the angiotensin II-treated group compared to the control
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group (Figure 2A). In contrast, the direct red wine polyphenols-induced endothelium-

dependent relaxations were only slightly but not significantly shifted to the right and the

maximal response was unaffected by the angiotensin II treatment (Figure 2B). The inhibitory

effect of the angiotensin II treatment on acetylcholine-induced relaxations was completely

prevented by administration of red wine polyphenols to rats before the infusion of angiotensin

II (Figure 2A). The red wine polyphenols treatment alone did not affect relaxations to

acetylcholine (Figure 2A). Relaxations to sodium nitroprusside in aortic rings without

endothelium were affected neither by the angiotensin II treatment nor the red wine

polyphenols treatment (Figure 2C).

Red wine polyphenols prevent the angiotensin II-induced vascular formation of reactive

oxygen species and expression of NADPH oxidase

Previous studies have indicated that the angiotensin II-induced endothelial dysfunction is

associated with an excessive NADPH oxidase-dependent vascular formation of reactive

oxygen species, which scavenge nitric oxide (Rajagopalan et al., 1996; Laursen et al., 2001).

Therefore, experiments were planned to test whether the protective effect of red wine

polyphenols on the angiotensin II-induced endothelial dysfunction is associated with a

reduced vascular pro-oxidant response as assessed using the redox-sensitive fluorescent probe

dihydroethidine. The angiotensin II treatment caused a marked increase of the low basal

fluorescence signal throughout the entire aortic wall (Figure 3). The stimulatory effect was

markedly reduced by the membrane permeant mimetic of superoxide dismutase MnTMPyP

and the inhibitor of NADPH oxidase, diphenylene iodonium whereas it was not affected by

the membrane permeant analogue of catalase, polyethyleneglycol catalase (Figure 4). In

contrast to the angiotensin II treatment, no such increase in fluorescence was observed in rats,

which have received red wine polyphenols before the infusion of angiotensin II (Figure 3).
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Administration of red wine polyphenols alone did not affect the low basal fluorescence signal

(Figure 3).

The in vivo angiotensin II-induced vascular formation of reactive oxygen species has been

associated with the vascular upregulation of the NADPH oxidase subunits gp91phox,

p22phox, nox1 and nox4 in rats (Ushio-Fukai et al., 1996; Fukui et al., 1997; Mollnau et al.,

2002). Moreover, angiotensin II increased the expression of p22phox, nox1, p40phox,

p47phox and p67phox in vascular smooth muscle cells (Fukui et al., 1997; Lassegue et al.,

2001; Mollnau et al., 2002; Touyz et al., 2002). Therefore, the possibility that red wine

polyphenols prevent the angiotensin II-induced vascular expression of NADPH oxidase

subunits was assessed by immunohistochemistry. In the control group, a low signal for

p22phox and gp91phox-like proteins was detected throughout the aortic wall (Figure 5).

These signals were markedly increased in the aortas of angiotensin II-treated rats (Figure 5).

The stimulatory effect was prevented by the administration of red wine polyphenols prior to

the infusion of angiotensin II to rats (Figure 5). The red wine polyphenols treatment alone did

not affect the low basal expression level of gp91phox-like proteins but it decreased that of

p22phox (Figure 5).

Discussion

The present findings demonstrate that chronic administration of red wine polyphenols in the

drinking water effectively prevented the angiotensin II-induced hypertension in rats. Previous

studies have also shown that oral intake of a grape skin extract prevented NG-nitro-L-arginine

methyl ester-induced hypertension (Soares de Moura et al., 2002). Moreover, the grape skin

extract and a grape-derived polyphenol extract were also able to rapidly decrease established

hypertension in desoxycorticosterone acetate-salt- and NG-nitro-L-arginine methyl ester-

induced hypertension, respectively (Bernatova et al., 2002; Soares de Moura et al., 2002).
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Antihypertensive actions of grape-derived polyphenols have also been observed in stroke-

prone spontaneously hypertensive rats (Negishi et al., 2004) and in hypertensive insulin-

resistant fructose-fed rats (Al-Awwadi et al., 2004). In addition, polyphenols from cocoa

reduced blood pressure in elderly individuals with mild isolated hypertension (Taubert et al.,

2003) and a similar effect was observed with black and green tea polyphenols in stroke-prone

spontaneously hypertensive rats (Negishi et al., 2004). Altogether, these studies indicate that a

variety of polyphenolic extracts are able not only to retard effectively the development of

several types of experimental hypertension but also to normalize blood pressure once

hypertension is established in humans and in experimental animals.

The antihypertensive effect of the grape-derived polyphenols and the grape skin extract in

experimental models of hypertension was observed following administration of 40 and 100

mg/kg/day, respectively (Bernatova et al., 2002; Soares de Moura et al., 2002). In the present

study, no such protective effect was observed with 50 mg/kg/day of red wine polyphenols

whereas a three times higher dose (150 mg/kg/day) completely prevented the angiotensin II-

induced hypertension. Since polyphenols were provided in the drinking water, the difference

in potency is most likely due to the different composition of the polyphenolic extracts studied

(red wine versus grape skin versus grape-derived polyphenols) and possibly also to the

different experimental models of hypertension studied.

The angiotensin II-induced hypertension has been shown to be associated with an endothelial

dysfunction as indicated by an impairment of endothelium-dependent relaxations to agonists

such as acetylcholine, and an increased vascular formation of reactive oxygen species

(Rajagopalan et al., 1996; Wang et al., 2003). Similarly, patients with essential hypertension

also present a decreased endothelium-dependent relaxation and a diminished effect of NO

synthase inhibitors (Taddei et al., 2001). Moreover several lines of evidence support the
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concept that the vascular pro-oxidant response is responsible the endothelial dysfunction by

rapidly inactivating endothelium-derived nitric oxide. Indeed, administration of exogenous

antioxidants, such as the superoxide dismutase mimetic tempol improves endothelium-

dependent relaxation, oxidative markers and hypertension in angiotensin II- and DOCA-salt-

induced hypertension (Kawada et al., 2002; Zheng et al., 2003). Dietary antioxidant vitamins

C and E also improved the endothelial formation of NO and blood pressure in experimental

models of hypertension (Chen et al., 2001; Maffei et al., 2002). The present studies indicates

that chronic administration of red wine polyphenols prevented the angiotensin II-induced

endothelial dysfunction to acetylcholine and that is effect is associated with a marked

reduction of the vascular pro-oxidant response. The protective effect may be explained by

their direct antioxidant properties through their interaction with superoxide anions and other

reactive oxygen species such as hydroxy and peroxy radicals (Torel and Cillard, 1986;

Frankel et al., 1993; Hu et al., 1995). In addition, changes in the expression pattern of

endogenous pro-oxidant and antioxidant enzymes may also be involved. Indeed, tea

polyphenols have been shown to up-regulate the expression of catalase and to down-regulate

the NADPH oxidase subunits p22phox and p67phox in endothelial cells and the vasculature

(Ying et al., 2003; Negishi et al., 2004). The present findings also indicate that although the

angiotensin II treatment caused an impairment of endothelium-dependent relaxations to

acetylcholine those induced by the direct application of red wine polyphenols were

unaffected. Since these relaxations to red wine polyphenols are abolished by inhibitors of NO

synthase, they can be attributed solely to endothelium-derived nitric oxide (data not shown).

Thus, the ability of red wine polyphenols to stimulate the endothelial formation of NO

appears to be maintained in pathologic arteries presenting an excessive oxidative stress. Such

a unique property may be due to the fact that red wine polyphenols have direct antioxidant

properties and also that they can activate endothelial cells to cause the redox-sensitive
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activation of the phosphatidylinositol3-kinase/akt pathway with subsequent phosphorylation

of endothelial NO synthase resulting in an increased formation of NO (Ndiaye et al., 2004a).

Several studies have indicated a key role of NADPH oxidase-derived superoxide anions in the

vascular oxidant stress-induced endothelial dysfunction and development of hypertension to

angiotensin II in vivo. Indeed, the angiotensin II treatment-induced vascular formation of

reactive oxygen species and endothelium-dependent relaxation were normalized by analogues

of superoxide dismutase (Rajagopalan et al., 1996; Laursen et al., 1997) (present findings).

The angiotensin II treatment also increased membrane-bound NADH/NADPH oxidase

activity and up-regulated the expression of several NADPH oxidase subunits including nox1,

nox4 and p22phox in the arterial wall (Rajagopalan et al., 1996; Fukui et al., 1997; Mollnau et

al., 2002). Moreover, the hypertensive response to angiotensin II was markedly blunted in

mice deficient in p47phox, a cytosolic subunit of the NADPH oxidase (Landmesser et al.,

2002a). Consistent with these previous findings are the present ones indicating that the

angiotensin II-treatment caused an upregulation of both p22phox and gp91phox-like proteins

in the arterial wall, which was associated with an increased NADPH oxidase-dependent

vascular formation of superoxide anions. Moreover, these stimulatory effects were markedly

reduced by the administration of red wine polyphenols to rats prior to the infusion of

angiotensin II. Thus, the beneficial effect of red wine polyphenols on angiotensin II-induced

hypertension and endothelial dysfunction appears to be due to the prevention of the excessive

vascular formation of superoxide anions by inhibiting the expression of several NADPH

oxidase subunits.

In conclusion, the present findings indicate that administration of red wine polyphenols

effectively blunts hypertension and endothelial dysfunction induced by the infusion of

angiotensin II in vivo. The protective effect is due to the dual ability of red wine polyphenols
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to prevent vascular oxidant stress by inhibiting NADPH oxidase expression and to induce an

unaltered endothelial formation of NO in pathologic arteries.
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Figure 2. Red wine polyphenols prevent the angiotensin II-induced endothelial dysfunction.

Concentration-relaxation curves to acetylcholine (A) and to red wine polyphenols (B) in

aortic rings with endothelium and those to sodium nitroprusside (C) in aortic rings without

endothelium from either the control group, the RWPs group, the Ang II group and the RWPs

plus Ang II group obtained at day 21. Results are shown as mean ± SEM of 8 to 10 different

experiments. * indicates a significant inhibitory effect.
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Figure 3 :  Red wine polyphenols prevent the angiotensin II-induced vascular formation

of reactive oxygen species. Aortic sections of 30 µm were exposed to the redox-sensitive

fluorescent dye dihydroethidine (2.5 µM) for 30 min at 37°C. Thereafter, ethidium

fluorescence was determined by confocal microscopy. Upper panel represents ethidium

bromide staining and corresponding phase contrast; lower panel represents corresponding

cumulative data. Results are shown as mean ± SEM of 3 different experiments. * indicates

a significant stimulatory effect  and # a significant inhibitory effect. A: adventitia; M:

media; E: endothelium.
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Figure 4 : Characterization of the pro-oxidant response induced by the angiotensin II-

treatment in the rat aorta. Aortic sections of 30 µm were exposed to the redox-sensitive

fluorescent dye dihydroethidine (DHE, 2.5 µM) for 30 min at 37°C. Thereafter, ethidium

fluorescence was determined by confocal microscopy. Sections were exposed to an

inhibitor for 30 min prior to the addition of dihydroethidine. Upper panel represents

ethidium bromide staining and corresponding phase contrast; lower panel represents

corresponding cumulative data. Results are shown as mean ± SEM of 3 different

experiments. # indicates a significant inhibitory effect. A: adventitia; M: media; E:

endothelium.
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Figure 5 : Red wine polyphenols prevent the angiotensin II-induced expression of

NADPH oxidase subunits in the rat aorta. The expression level of NADPH oxidase

subunits in aortic sections (14 µm) was determined using respective polyclonal antibodies

and fluorescence-tagged secondary antibodies by confocal microscopy. Representative

immunofluorescent photos are shown. Similar observations were made in two additional

experiments.
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Discussion
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I. Modèles expérimentaux

I.1. Modèle de tolérance induite par exposition prolongée in vitro à la trinitrine

(mémoire 1)

Nous avons utilisé comme modèle de tolérance aux dérivés nitrés

celui d’anneaux d’aortes de rats dépourvus d’endothélium, pré-exposées

in vitro pendant 1 heure à de fortes concentrations de trinitrine. Ce

modèle relativement simple permet de s’affranchir de l’influence de

facteurs neuro-humoraux et endothéliaux qui sont impliqués dans la

tolérance aux nitrates organiques. In vivo, de nombreux arguments

indiquent l’implication de l’activation du système rénine/angiotensine

dans le développement de la tolérance. La capacité de l’Ang II à

augmenter la production endothéliale d’ERO (suite à l’activation de la

NADPH oxydase ou au découplage de la NOS 3) est bien connue, et ceci

pourrait être en grande partie responsable de l’augmentation d’anions

superoxydes retrouvée dans des artères d’animaux traités de façon

chronique par la trinitrine. Une telle augmentation d’anions superoxydes

induit une diminution de l’effet d’agents relaxants endothélium-

dépendant (tolérance croisée). Les mécanismes de tolérance impliqués

dans le modèle utilisé dans ce travail ne représentent donc que très

partiellement ceux impliqués dans la tolérance induite in vivo. Néanmoins,

un certain nombre de points communs existe entre les deux modèles. Dans

les deux modèles, il a été récemment montré que l’ALDH-2 intervient non

seulement dans la biotransformation et l’effet relaxant de la trinitrine (Chen
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et al., 2002; Zhang et al., 2004), mais également dans le phénomène de

tolérance (Chen et al., 2002; Sydow et al., 2004). La tolérance est attribuée

à une diminution de la biotransformation de la trinitrine par l’ALDH-2 des

cellules musculaires lisses (Chen et al., 2002; Sydow et al., 2004). Dans les

deux types de modèles de tolérance (in vivo et in vitro), une augmentation

de la quantité d’ERO a également été montrée dans les cellules

musculaires lisses vasculaires(Dikalov et al., 1998a; Dikalov et al., 1998b;

Mulsch et al., 2001).

Nous avons effectivement montré une augmentation d’ERO dans les

anneaux d’aortes de rats dépourvus d’endothélium tolérants à la trinitrine,

principalement au niveau de la média. La quantité d’ERO a été évaluée

par fluorescence, à l’aide de la  dihydroéthidine. Sur des coupes de tissus,

cette technique présente l’avantage de pouvoir détecter les ERO in situ,

et d’évaluer leur répartition dans les différentes tuniques vasculaires. Cette

sonde est décrite comme relativement sélective pour les anions

superoxydes, mais elle peut également réagir avec OH· et H2O2 (Munzel et

al., 2000b). Dans le présent travail, nous n’avons pas spécifiquement

évalué le rôle de l’ALDH-2 dans l’effet relaxant de la trinitrine, dans la

production d’ERO et dans le phénomène de tolérance. Dans le modèle

d’aorte de rat isolée, il a été rapporté dans la littérature que des inhibiteurs

ou des substrats d’ALDH mitochondriale inhibent l’effet relaxant de la

trinitrine sur des vaisseaux ‘contrôles’, mais pas sur des vaisseaux ‘tolérants’
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(Chen et al., 2002 ; Sydow et al., 2004). Ceci suggère l’implication de

l’ALDH2 dans les effets de la trinitrine (effet relaxant et tolérance) sur

l’aorte isolée de rat. Néanmoins, ces données n’ont pas été confirmées

dans d’autres études réalisées sur le même modèle et la sélectivité d’outils

pharmacologiques utilisés pour impliquer l’ALDH-2 a été remise en question

(DiFabio et al., 2003). Un autre aspect que nous n’avons pas étudié pour

caractériser ce modèle est celui du rôle des anions superoxydes dans la

diminution de la réponse à la trinitrine sur vaisseaux tolérants.

Sur les aortes de rats rendues tolérantes à la trinitrine, nous avons

montré que l’effet relaxant du DEA-NO n’est pas affecté. Cette absence

de tolérance croisée entre le trinitrine et d’autres donneurs de NO est en

accord avec certaines données de la littérature, obtenues sur des

modèles d’artères exposées in vitro à la trinitrine (Unger et al., 1993;

Hasegawa et al., 1999; Miller et al., 2000; Chen et al., 2002; Chalupsky et

al., 2004). Ceci indique que la voie NO/GMPc impliquée dans l’effet

relaxant n’est pas altérée dans l’aorte de rat tolérante à la trinitrine. En ce

sens, le modèle in vitro de tolérance semble différer du modèle in vivo

dans lequel le traitement chronique à la trinitrine induit par exemple une

diminution de l’activité des protéines kinases G de type 1 (Mulsch et al.,

2001). Dans les aortes de rat tolérantes à la trinitrine, l’absence d’altération

de l’effet relaxant du DEA-NO malgré l’augmentation d’ERO (donc

probablement des anions superoxydes) suggère que le flux de NO
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provenant de la décomposition spontanée du NO dans le bain d’organe

excède le flux d’anions superoxydes, masquant ainsi l’influence de la

dégradation de NO. Une autre hypothèse est que la production d’anions

superoxydes est initialement localisée dans un compartiment cellulaire (les

mitochondries par exemple, si l’on admet le rôle de l’ALDH2

mitochondriale dans la métabolisation de la trinitrine et comme source

d’anions superoxydes dans des vaisseaux tolérants) où elle n’affecte pas

l’activation de la guanylyl cyclase cytosolique par le NO d’origine

extracellulaire. Enfin, l’absence de tolérance croisée entre trinitrine et DEA-

NO suggère que c’est l’étape de biotransformation de la trinitrine qui est

altérée dans les aortes de rats rendues tolérantes. En accord avec cette

hypothèse, les résultats que nous avons obtenus montrent que l’élévation

de la teneur en NO induite par la trinitrine est plus faible sur des vaisseaux

tolérants, comparée aux vaisseaux non tolérants. Dans notre étude, la

production de NO a été évaluée par résonance paramagnétique

électronique à l’aide du complexe Fe-(DETC)2 sous forme colloïde, comme

initialement décrit par Kleschyov (Kleschyov et al., 2000a). Cette méthode

permet de détecter de faibles quantités de NO dans les vaisseaux, et

notamment le NO produit par l’endothélium en l’absence de stimulation

par un agoniste (Kleschyov et al., 2000a). Néanmoins, dans notre étude,

des concentrations élevées de trinitrine ont été utilisées pour observer une

élévation détectable de NO dans l’aorte isolée de rat. Ces données sont

en accord avec celles rapportées récemment (Kleschyov et al., 2003),
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montrant qu’une élévation en NO ne peut être observée dans le tissu

vasculaire qu’en présence de concentrations de trinitrine qui excèdent

largement celles produisant en effet relaxant. Une hypothèse envisagée

pour expliquer ces résultats est que l’effet relaxant de la trinitrine

n’implique pas la formation intermédiaire de NO libre (Kleschyov et al.,

2003). Une autre hypothèse que l’on peut avancer compte tenu des

données récentes suggérant le rôle de l’ALDH2 mitochondriale est que la

formation de NO à partir de la trinitrine prend place dans un

compartiment cellulaire peu accessible au Fe-(DETC)2 sous forme colloïde.

Quoiqu’il en soit, l’hypothèse d’une altération de la biotransformation de

la trinitrine en composé(s) relaxant(s) dans les aortes de rats tolérantes est

supportée par les données récentes montrant une réduction de l’activité

ALDH-2 au cours de la tolérance (Chen et al., 2002; Sydow et al., 2004). De

plus, l’inhibition de l’activité de ALDH-2 au cours de la tolérance semble

être liée à l’augmentation de la production d’ERO par les mitochondries

(Sydow et al., 2004).

L’ensemble des données concernant le modèle de tolérance utilisé

dans notre étude (aorte de rat dépourvue d’endothélium exposées in vitro

à la trinitrine) indique que (1)- la tolérance à la trinitrine est associée à une

augmentation d’ERO dans les cellules musculaires lisses ; (2)- il n’existe pas

de tolérance croisée avec NO lui-même ; (3)- la tolérance à la trinitrine

n’est pas liée à une altération de la voie de relaxation dépendante du
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GMPc ; (4)- la tolérance est probablement due à une altération de la

biotransformation de la trinitrine.

I.2. Modèle de dysfonction endothéliale induite par le traitement chronique in

vivo à l’angiotensine II (mémoires 2 et 3)

Pour ce travail, nous avons choisi comme modèle de dysfonction

endothéliale celle induite chez le Rat, par infusion chronique in vivo d’Ang II. Il

s’agit à l’origine d’un modèle d’hypertension artérielle systémique. Compte

tenu de l’implication de l’activation du système rénine-angiotensine dans

diverses situations physiopathologiques comme l’insuffisance cardiaque,

l’athérosclérose, la résistance à l’insuline (Shinozaki et al., 2004) ou encore la

tolérance aux dérivés nitrés (Kurz et al., 1999), les altérations vasculaires

observées dans ce modèle pourraient être représentatives de nombreuses

pathologies affectant le système vasculaire. Nous avons mis en place dans le

laboratoire ce modèle, par ailleurs relativement bien décrit dans la littérature.

En accord avec les données apportées dans la littérature

(Rajagopalan et al., 1996; Mollnau et al., 2002), les rats implantés avec une

minipompe délivrant sur plusieurs jours de l’Ang II présentent une

augmentation marquée de la pression artérielle systolique, mais une

fréquence cardiaque inchangée.  Ceci indique que l’effet hypertenseur

résulte d’une augmentation des résistances périphériques. Cet effet
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hypertenseur peut être prévenu par le losartan, ce qui indique l’implication

de la stimulation des récepteurs AT1 (Rajagopalan et al., 1996). Nous avons

par ailleurs montré que le traitement chronique de 14 jours par l’Ang II induit

une diminution très marquée de l’activité rénine plasmatique, ce qui est

compatible avec le rétro-contrôle négatif exercé par l’Ang II sur la sécrétion

de rénine par l’appareil juxtaglomérullaire, et avec l’effet inhibiteur sur la

sécrétion de rénine exercé par la vasoconstriction de l’artériole afférente et

la rétention sodée induites par l’Ang II.

En utilisant la dihydroéthidine comme sonde fluorescente, nous avons

montré une augmentation de la quantité d’ERO dans l’aorte issue d’animaux

traités de façon chronique par l’Ang II. Ceci est également en accord avec

les données de la littérature, utilisant la même sonde fluorescente

(Landmesser et al., 2002b), ou d’autre méthodes comme la

chimioluminescence à la lucigénine (Rajagopalan et al., 1996). Le marquage

in situ au bromure d’éthidium est observé au niveau de l’intima, de la media

et de l ‘adventice. Le marquage peut être inhibé par le MnTMPyP (un

composé SOD-mimétique perméant) mais non par la polyéthylèneglycol-

catalase, ce qui indique qu’il provient de l’élévation tissulaire en anions

superoxydes, et non en H2O2.  Le rôle de la NADPH oxydase comme source

d’anions superoxides a été mise en évidence dans ce modèle (Rajagopalan

et al., 1996; Fukui et al., 1997; Oskarsson and Heistad, 1997; Pagano et al.,

1997; Fukai et al., 2002; Landmesser et al., 2002b; Mollnau et al., 2002; Cai et
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al., 2003). La production accrue d’ERO par la NADPH oxydase pourrait initier

le phénomène de découplage de la NOS 3 (Mollnau et al., 2002; Griendling

and FitzGerald, 2003). Une augmentation de l’expression de diverses sous-

unités de la NADPH-oxydase (p22phox, gp91phox, nox1) a été rapporté dans les

artères issues d’animaux traités chroniquement par l’Ang II (Fukui et al., 1997;

Mollnau et al., 2002). Dans les segments d’aortes issus de rats traités à l’Ang II,

nous avons effectivement mis en évidence par immunofluorescence une

augmentation du niveau d’expression de protéines gp91phox-like et de la

p22phox (2 sous-unités transmembranaires de la NADPH oxydase porteuse des

sites FAD et NADPH). D’autre part, nous avons montré que le diphénylène

iodinium (un inhibiteur d’enzymes à flavines comme la NADPH oxydase)

diminue le marquage au bromure d’éthidium sur les segments d’aortes

provenant d’animaux traités à l’Ang II. Ces données indiquent l’implication

de la NADPH oxydase comme source d’anions superoxydes dans les aortes

de rats d’animaux infusés par l’Ang II, mais n’excluent pas la contribution

d’autres sources.

En accord avec les données rapportées dans la littérature, une

diminution de l’effet relaxant de l’acétylcholine est observée sur des anneaux

d’aorte issus de rats infusés par l’Ang II. Les mécanismes responsables de

cette diminution de réponse à l’acétylcholine n’ont pas été caractérisés ici,

mais ils impliquent, au moins en partie, une inactivation du NO endothélial

par les anions superoxydes produits en plus grande quantité par les cellules
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vasculaires (Rajagopalan et al., 1996; Pagano et al., 1997; Heitzer et al., 1999;

Mollnau et al., 2002; Wang et al., 2003). En effet, il a été montré que divers

antioxydants, et notamment une SOD perméante (Rajagopalan et al., 1996)

rétabli l’effet relaxant d’agonistes endothélium-dépendants. La présente

étude montre que, contrairement à l’effet relaxant de l’acétylcholine, celui

du nitroprussiate de sodium (un donneur de NO endothélium-indépendant)

n’est pas modifié dans l’aorte de rats préalablement infusés à l’Ang II. Ceci

contraste avec les résultats d’études précédentes montrant que le traitement

chronique à  l’Ang II diminue l’effet relaxant d’un autre donneur de NO, la

trinitrine (mais de manière moins marquée que dans le cas de

l’acétylcholine) et diminue l’expression de la guanylyl cyclase cytosolique

dans l’aorte (Rajagopalan et al., 1996; Mollnau et al., 2002). Dans notre

étude, l’utilisation d’une dose relativement faible  d’Ang II sur une période de

temps plus longue pourrait expliquer pourquoi l’effet relaxant d’un donneur

de NO n’est pas affecté. D’autre part, contrairement au nitroprussiate de

sodium, l’effet relaxant de la trinitrine semble impliquer  l’ALDH2  dans l’aorte

isolée de rat (Chen et al., 2002), l’activité de cette dernière étant inhibée par

les ERO (Sydow et al., 2004). Il est possible que, dans les études rapportées par

Rajagopalan et al. (1996) et Mollnau et al. (2002),  l’augmentation d’ERO

dans les cellules musculaires ait  inhibé la biotransformation de la trinitrine,

entraînant ainsi une diminution de son effet relaxant dans les artères issues

d’animaux traités de manière chronique par l’Ang II. Dans notre étude, il est à

noter que malgré l’augmentation d’ERO dans les cellules musculaires lisses
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des aortes de rats traités par l’Ang II, l’effet relaxant du nitroprussiate de

sodium n’est pas altéré. Comme évoqué précédemment, le flux de NO

provenant du nitroprussiate de sodium pourrait excéder le flux d’anions

superoxyde, masquant ainsi l’influence de la dégradation de NO. Une autre

hypothèse est que la production d’anions superoxydes et celle de NO se

situent dans des compartiments cellulaires différents, limitant ainsi

l’inactivation de NO par les anions superoxydes.

L’ensemble des données concernant ce modèle indique que le

traitement chronique par l’ Ang II provoque (1)- une hypertension artérielle

systémique ; (2)- une dysfonction endothéliale au niveau de l’aorte, sans

altération de la voie de relaxation dépendante du GMPc dans le muscle

lisse; (3)- une production accrue d’anions superoxydes dans toutes les

tuniques vasculaires et  une augmentation de l’expression des protéines

gp91phox-like et de la p22phox.

II. Constitution de stocks mobilisables  de NO par le S-nitrosoglutathion

II.1. Aortes de rats dépourvues d’endothélium, tolérantes à la trinitrine

(mémoire 1)

L’existence de formes de stockage de NO peut être mise en évidence

de manière fonctionnelle et étudiant, sur des vaisseaux préalablement
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exposés à des donneurs de NO, l’effet d’agonistes vasoconstricteurs et l’effet

de thiols de faible poids moléculaire. Les travaux réalisés dans le laboratoire,

et auxquels nous avons participé pour une part, ont montré que divers

vaisseaux exposés à des donneurs de NO ‘S-nitrosant’ présentent une

hyporéactivité persistante à l’effet d’agonistes vasoconstricteurs (Alencar et

al., 2003abc). De plus, l’addition de thiols de faible poids moléculaire comme

la  NAC (mais également la L ou D-cystéine et le glutathion) induit un effet

relaxant sur ces artères, en raison de leur propriété de déplacer NO de sites

de stockage. L’implication de la voie NO/GMPc dans la diminution de la

réponse aux agents vasoconstricteurs et dans l’effet relaxant de la NAC a été

caractérisée à l’aide de divers inhibiteurs (Alencar et al., 2OO3ac). D’autre

part, le fait que l’effet de la NAC soit  inhibé par exposition préalable du

vaisseau à HgCl2 suggère fortement que ces deux composés agissent par

mobilisation du même stock de NO. Comme HgCl2 est capable de déplacer

NO des RSNO mais non des DNIC (Alencar et al., 2003c), il est probable que

les stocks caractérisés à l’aide de la NAC soient sous forme de RSNO tissulaires

et non de DNIC. Ceci est conforté par la démonstration que les agents S-

nitrosants qui induisent une inhibition persistante du tonus vasculaire

augmentent le contenu tissulaire en Cys-NO (Alencar et al., 2003ab). De plus,

tout comme l’effet relaxant de la NAC, l’élévation en Cys-NO tissulaire est

abolie par le HgCl2 (Alencar et al., 2003a).
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L’effet relaxant ‘immédiat’ de S-nitrosothiols est conservé sur des artères

tolérantes à la trinitrine (Miller et al., 2000). Dans le présent travail, nous avons

mis en évidence que la capacité du GSNO à induire une diminution

persistante de la réponse contractile à la noradrénaline et un effet relaxant

de la NAC sont également conservés sur des aortes de rats qui présentent

une tolérance à l’effet de la trinitrine. Ces artères montrent une élévation en

ERO dans les cellules musculaires lisse, mais comme discuté auparavant, les

voies GMPc dépendantes conduisant à la relaxation ne sont pas affectées.

Les nouvelles informations obtenues dans ce travail indiquent que, dans ce

modèle, l’élévation en ERO ne semble pas affecter ni le processus de

transnitrosation (transfert de NO du GSNO vers les groupements thiols

tissulaires), ni les processus conduisant à la libération de NO par la NAC à

partir des résidus CysNO tissulaires. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les

protéines assurant le stockage de NO et la production d’ERO prennent place

dans des compartiments différents. La nature et la localisation des protéines

permettant le stockage de NO sont des aspects qui n’ont pas été abordés

dans ce travail.  Néanmoins, il est intéressant de noter que glutathion, qui

s’est avéré capable de libérer NO des RSNO tissulaires tout comme la NAC

dans les travaux réalisés précédemment au laboratoire, ne pénètre pas dans

les cellule (Hiraishi et al., 1994; Deneke et al., 1995). Il semble donc que NO ne

soit pas stocké dans les cellules, mais plutôt à leur surface (accessible au

glutathion) ou sur des structures extracellulaires. Les effets obtenus dans les

études précédentes menées au laboratoire avec des modificateurs des thiols
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qui ne pénètrent pas dans les cellules supportent aussi cette idée (Alencar et

al., 2003ab).

En résumé, l’information principale que nous avons obtenue dans cette

partie du travail est que les agents S-nitrosants comme le GSNO conservent

leur capacité à induire des effets inhibiteurs persistants sur la tonus vasculaire

(liés à la formation de stocks mobilisables de NO) sur des artères présentant

une tolérance à l’effet de la trinitrine et une augmentation du contenu en

ERO.

II.2. Aortes de rats pourvues d’endothélium (mémoire 2)

Les expériences menées en vue de caractériser les formes de stockage

de NO et leur condition de formation avaient été toutes réalisées au

laboratoire sur des artères dépourvues d’endothélium (Alencar et al,

2003abc). Les résultats que nous avons obtenus montrent que, contrairement

aux aortes sans endothélium, l’exposition au GSNO n’induit pas de diminution

persistante de la réponse aux agonistes vasoconstricteurs sur des aortes

pourvues d’endothélium, ni d’effet relaxant de la NAC. Ces données sont

comparables avec celles obtenues sur d’autre types d’artères, montrant que

l’hyporéactivité persistante induite par certains S-nitrosothiols est

considérablement réduite en durée , voire abolie,  si l’endothélium est présent

(Megson et al., 1997; Megson et al., 1999; Terluk et al., 2000). Les mécanismes
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responsables de cet effet de l’endothélium ne sont pas élucidés. La

production par l’endothélium d’anions superoxydes, ou la libération de

facteurs endothéliaux vasoconstricteurs comme l’endothéline ou

l’angiotensine II, ou dérivés des cyclooxygénases, des lipoxygénases, des

cytochrome P450  paraît peu probable (Terluk et al., 2000). Dans des

expériences non incluses dans ce mémoire (Sarr et al., 2003), nous avons

montré que, sur des artères pourvues d’endothélium, l’inhibition de NOS, soit

pendant la période d’exposition au GSNO, soit après, permet de révéler

l’effet persistant du GSNO sur le tonus. Ceci suggère que la production

‘basale ‘ de NO par l’endothélium n’affecte pas la formation des stocks

mobilisables de NO, mais masque l’influence du NO libéré des stocks sur le

tonus vasculaire.

II.3. Aortes de rats présentant une dysfonction endothéliale (mémoire 2)

Après exposition au GSNO,  une diminution de l’effet constricteur de la

phénylephrine et un effet relaxant de la NAC sont observés sur les anneaux

d’aortes dépourvus d’endothélium provenant aussi bien de rat ‘contrôles’

que de rats traités à l’Ang II. Dans ce modèle également, tout comme dans

celui de tolérance à la trinitrine discuté précédemment, la production accrue

d’ERO ne semble donc pas affecter la formation de stocks de NO, la

libération de NO à partir de ce stocks, et l’effet relaxant de celui-ci.
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Un des résultats les plus importants que nous avons obtenu au cours de

travail est que, contrairement aux aortes avec endothélium issues de rats

‘contrôles’, celles issues de rats traités à l’Ang II présentent une diminution de

l’effet constricteur de la phénylephrine et un effet relaxant de la NAC et du

HgCl2 après exposition au GSNO. La S-nitrosation de résidus cysteine a été

caractérisée plus directement dans des segments d’artères avec

endothélium provenant de rats traités à l’Ang II, par immunomarquage à

l’aide d’un anticorps reconnaissant des restes CysNO. Ce marquage a été

aboli par HgCl2, comme attendu, et également par la NAC. Le fait que ces

deux composés à la fois diminuent l’élévation en Cys-NO tissulaire et

provoquent un effet relaxant dans les artères exposées au GSNO supporte

bien l’idée que les Cys-NO tissulaires  constituent une forme mobilisable de

stockage de NO dans ces artères. L’anticorps utilisé ne reconnaît pas le

GSNO jusqu’à une concentration de 1 mM (Alencar et al., 2003a). Ce même

anticorps a été utilisé par le groupe de Stamler pour caractériser la formation

de protéines S-nitrosées dans divers vaisseaux, sous l’influence d’une

stimulation par l’acétylcholine (Gow et al., 2002). Comme nous l’avons fait ici,

ces auteurs ont montré que l’immunomarquage des protéines vasculaires par

cet anticorps est inhibé par le HgCl2. Egalement en accord avec les données

de la littérature  (Gow et al., 2002), il a été montré au laboratoire que dans

l’aorte de rats, le blocage préalable des groupements thiols abolit

totalement l’immunomarquage attribué aux groupements CysNO (Alencar et
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al., 2003b). Ces données apportent des arguments importants quant à la

sélectivité de l’anticorps utilisé pour les S-nitrosoprotéines de l’anticorps utilisé.

L’ensemble de ces données confirme la possibilité de former des stocks

mobilisables de NO dans des vaisseaux présentant un niveau élevé d’ERO.

Plus important encore, ils suggèrent que la dysfonction endothéliale permet

de révéler l’influence de ces stocks sur les fonctions vasculaires. Les

mécanismes responsables de ce démasquage n’ont pas été analysés plus

avant. Néanmoins, le fait qu’à la fois la dénudation endothéliale et l’inhibition

de NOS permette un tel démasquage suggère que la production de NO par

l’endothélium masque l’influence du NO libéré des stocks sur la contraction

vasculaire. Une observation potentiellement très importante qu’il reste

également à approfondir est la diminution apparente du niveau d’anions

superoxydes dans les artères pré-exposées au GSNO. Il est possible que le NO,

libéré de façon continue des stocks, soit responsable de cette diminution.

III. Effets protecteurs des polyphénols du vin

Les travaux réalisés montrent que l’administration par voie orale de

composés polyphénoliques du vin rouge exerce chez le rat un effet

protecteur contre diverses altérations vasculaires induites par infusion

chronique d’Ang II. Dans cette étude, les effets des polyphénols sont

observés à 150 mg/kg/jour mais non à 50 mg/kg/jour. Le fait que ces effets

soient mis en évidence après administration orale (dans l’eau de boisson)
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indique qu’une fraction significative des polyphénols du vin rouge atteint la

circulation générale pour prévenir les effets systémiques de l’Ang II. Du fait

que la concentration plasmatique en polyphénols augmente dès les 2-3

heures après leur ingestion directe, des doses relativement faibles semblent

être nécessaires pour obtenir une biodisponibilité significative (Bernatova et

al., 2002; Manach et al., 2003).

De nombreuses études ont porté sur l’effet antihypertenseur potentiel

des composés polyphénoliques. Dans les modèles d’hypertension artérielle

systémique induite par un régime ‘DOCA-salt’ ou par traitement chronique

avec un inhibiteur de NOS (L-NAME), Soares de Moura et al. (2002) ont

montré que l’administration orale d’un extrait sans alcool obtenu à partir de

peaux de raisin diminue de manière significative la pression artérielle. Des

travaux réalisés par d’autres groupes ont également montré que les

polyphénols végétaux (Provinols) préviennent, tout au moins partiellement,

l’hypertension systémique induite par le L-NAME (Pechanova et al., 2004). Des

effets antihypertenseurs des polyphénols végétaux (thés noirs ou verts,

chocolat) ont été rapportés dans le modèle de rats ‘SHR-SP’ (Negishi et al.,

2004) et chez l’Homme lors d’hypertension artérielle modérée (Taubert et al.,

2003). Il a récemment été rapporté que les polyphénols du vin rouge sont

capables de prévenir l’hypertension chez des rats nourris au fructose,

résistants à l’insuline (Al-Awwadi et al., 2004). Il est intéressant de noter que les

altérations vasculaires observées dans ce dernier modèle semblent résulter
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pour une grande part de l’activation du système rénine-angiotensine

(Shinozaki et al., 2004).

Dans notre étude, l’effet des polyphénols du vin rouge a été évalué sur

la fonction endothéliale. Les résultats obtenus montrent que l’effet

vasorelaxant ‘immédiat’ de ces composés sur l’aorte de rat isolée,

caractérisé précédemment dans ce modèle comme étant endothélium et

NO-dépendants (Andriambeloson et al., 1997), n’est que faiblement diminué

par le traitement à l’Ang II. Ils montrent également que la diminution de

l’effet relaxant de l’acétylcholine sur des aortes de rats infusés à l’Ang II peut

être complètement rétabli par les polyphénols du vin administrés par voie

orale avant l’infusion d’Ang II. Cet effet des polyphénols est spécifique, dans

la mesure où leur administration ne modifie ni l’effet relaxant de

l’acétylcholine sur des aortes ‘contrôles’, ni l’effet relaxant du nitroprussiate

de sodium (SNP) sur des aortes ‘contrôles ‘ou celles issues de rats prétraités à

l’Ang II. Les mécanismes qui sous-tendent l’effet bénéfique de l’administration

des polyphénols du vin sur la dysfonction endothéliale et l’hypertension

systémiques induites par l’Ang II pourraient impliquer divers mécanismes,

comme par exemple l’inhibition de la production de facteurs

vasoconstricteurs par les cellules vasculaires, ou l’augmentation de la

production ou de la biodisponibilité de facteurs vasodilatateurs (Stoclet et al.,

2004).
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Cette étude montre que le traitement chronique par l’Ang II est associé

à une augmentation de l’expression des composants gp91phox-like et

p22phox dans l’aorte, concomitante à l’élévation d’anions superoxydes dans

ce tissu. Différentes études ont montré le rôle des isoformes de nox comme

source d’ERO dans la dysfonction endothéliale induite par l’Ang II (Wingler et

al., 2001). Il a aussi été montré dans différents modèles d’hypertension

systémique que des inhibiteurs de NADPH oxydases (diphénylene iodinium,

apocynine) diminuent la production d’anions superoxydes (Ulker et al., 2003),

de même que la superoxyde dismutase (SOD) encapsulée dans des

liposomes (Rajagopalan et al., 1996), la vitamine C et la vitamine E (Ulker et

al., 2003) et divers autres agents antioxydants de synthèse (Cuzzocrea et al.,

2004). La présente étude apporte l’information nouvelle que les polyphénols

du vin sont capables, après administration orale, de prévenir l’augmentation

de l’expression vasculaire des composants gp91phox-like et p22phox dans un

modèle d’hypertension associée à une dysfonction endothéliale. De plus, cet

effet est associé à une diminution de la production vasculaire d’ERO et à une

amélioration de la fonction endothéliale. L’ensemble de ces données

indiquent que l’effet ‘antioxydant’ des composés polyphénoliques du vin

peut découler non seulement d’un effet direct (du fait de la capacité des

polyphénols à capter les ERO), mais également d’une diminution de

l’expression d’enzymes qui produisent ces ERO dans la paroi vasculaire.

L’effet des polyphénols du vin sur l’expression des composants de la NADPH

oxydase est similaire de celui des polyphénols du thé vert et du thé noir, qui
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diminuent l'expression des sous-unités p22phox et p67phox dans les cellules

endothéliales (Ying et al., 2003). Ils sont également à rapprocher des résultats

rapportés chez le rat ‘SP-SHR’, qui montrent que les effets bénéfiques de la

vitamine C et de la vitamine E sont associés à une diminution de l’activation

de la NADPH oxydase vasculaire (Chen et al., 2001). La contribution de

l’augmentation de la biodisponibilité vasculaire en NO (consécutive à la

diminution du stress oxydant) dans ces effets des polyphénols reste à

déterminer.
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CHAPITRE 5

Conclusion générale - Perspectives
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L’objectif général de ce travail de thèse était d’évaluer l’intérêt, en vue

de prévenir et/ou de limiter l’évolution de certains désordres touchant le

système vasculaire, d’augmenter la biodisponibilité en NO. Sur la base des

travaux antérieurs menés dans le laboratoire, deux voies ont été explorées au

niveau expérimental : celles de la formation de stocks mobilisables de NO

dans la paroi vasculaire, et celle des mécanismes des effets potentiellement

protecteurs des polyphénols du vin rouge sur le système vasculaire.

Les principales informations que nous avons obtenues indiquent que la

capacité de certains donneurs de NO à induire une diminution persistante du

tonus vasculaire (liée à la formation de stocks mobilisables de NO dans la

paroi vasculaire) est conservée sur des artères qui présentent une tolérance à

l’effet de la trinitrine, et sur celles présentant une dysfonction endothéliale.

Ces artères montrent une élévation en ERO, mais celle-ci ne semble affecter

ni le processus de transnitrosation, ni les processus conduisant à la libération

de NO à partir des résidus CysNO tissulaires. Une des observations majeures

de ce travail est que la dysfonction endothéliale permet de révéler

l’influence des stocks de NO sur le tonus vasculaire. Ceci laisse envisager la

possibilité d’obtenir des effets du NO, ciblés et longue durée, aux endroits

affectés par la dysfonction endothéliale, et ainsi rétablir l’effet protecteur du

NO à ce niveau. De nombreux points restent encore à explorer plus en détail,

comme les conditions et les conséquences de la formation de stocks de NO

in vivo. Une observation potentiellement  importante qu’il reste à confirmer et
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à approfondir est l’association entre la formation de stocks de NO et la

diminution du niveau d’anions superoxydes dans les artères. Ceci pourrait

être lié à l’effet ‘antioxydant’ du NO libéré des stocks et avoir des

conséquences très importantes pour l’homéostasie vasculaire, comme cela a

été rapporté avec le NO d’origine endothéliale. L’analyse du rôle des stocks

de NO sur d’autres fonctions que la régulation du tonus est également un

sujet important à aborder, de même que l’identification de la nature et du

rôle des protéines S-nitrosées servant au stockage de NO dans les vaisseaux.

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont également permis

d’apporter des informations nouvelles sur les effets vasculaires des

polyphénols du vin rouge. L’amélioration de la fonction endothéliale,

associée à une diminution en ERO et à une diminution de l’expression de

certaines sous-unités de la NADPH oxydase dans la paroi vasculaire sont des

nouveaux mécanismes mis en évidence dans ce travail, par lesquels les

polyphénols du vin rouge pourraient exercer des effets protecteurs sur le

système cardiovasculaire. Un des atouts du modèle utilisé pour mettre en

évidence ces effets des polyphénols réside dans le fait qu’il s’agit d’un

modèle dans lequel non seulement l’induction de la dysfonction

endothéliale, mais aussi l’administration de polyphénols sont réalisées in vivo.

Les cibles et les mécanismes par lesquels les polyphénols du vin rouge

exercent ces effets protecteurs dans ce modèle restent à explorer, de même

que la nature des polyphénols responsables de ces effets. Les effets vasculo-
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protecteurs des polyphénols pourraient être également liés à leur capacité

de prévenir l’oxydation des lipoprotéines de faible densité (Frankel et al.,

1993; Miyagi et al., 1997), l’adhesion et l’agrégation plaquettaire (Wollny et

al., 1999; Wang et al., 2002b), la migration et la prolifération cellulaire (Iijima et

al., 2000; Iijima et al., 2002). Les polyphénols du vin peuvent aussi prévenir

l’expression de facteurs pro-athérosclérotiques et pro-thrombotiques tels que

le monocyte chemoattractant protein-1, le facteur de croissance vasculaire

d’origine endothéliale et le facteur tissulaire (Feng et al., 1999; Pendurthi et

al., 1999; Carluccio et al., 2003; Oak et al., 2003). Enfin, les polyphénols du vin

sont de puissants stimulateurs de formation endothéliale de NO et du facteur

hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF), qui jouent un rôle clé dans la

régulation de l’homéostasie vasculaire (Mombouli and Vanhoutte, 1999;

Busse et al., 2002).
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