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Résumé

Si la France bénéficie d'une position relativement avantageuse en matiére de mortalité
cardiovasculaire, caractérisée par une baisse des taux de décés d'environ 25% entre 1981 et
1991 pour la tranche d'dge de 35 a 64 ans, les maladies cardiovasculaires demeurent un probléme
important de santé publique. Les maladies cardiovasculaires constituent la encore la 1 cause de
mortalité dans le Monde. Elles sont responsables chaque année du décés de plus de 17 millions de
personne, soit 30% de la mortalité. L'étude MONICA, placée sous I'égide de 'OMS, a permis de
confirmer la baisse de mortalité coronaire au cours des années 80 mais si la mortalité diminue, le
nombre de maladies (cardiovasculaires, cancers) continue de progresser. Aujourdhui le
vieillissement est devenu un sujet de préoccupation. Plus d'une personne sur 10 est dgée de 65
ans et plus, chez qui, environ 70% des déces proviennent de maladies cardiaques, d'accidents
vasculaires cérébraux et de cancers.

Les recherches réalisées au cours de ces derniéres années, sur divers modeéles animaux
mais aussi chez 'Homme, ont permis d'établir que les principales pathologies cardiovasculaires
(diabete, athérosclérose, hypertension artérielle, insuffisance cardiaque..) sont associées a
I'apparition d'une dysfonction endothéliale, c'est-d-dire la perte d'un équilibre entre facteurs
vasodilatateurs et vasoconstricteurs. En effet, dans les conditions physiologiques normales, les
cellules endothéliales ont un rédle majeur dans le maintien de I'homéostasie vasculaire par la
formation de puissants facteurs vasodilatateurs tels que le monoxyde d'azote (NO), la
prostacycline (PGI;) et le facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium (EDHF). Par le biais de
ces facteurs, les cellules endothéliales maintiennent une surface non thrombogénique pour le flux
sanguin, contribuent & inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses dans la paroi
vasculaire et permettent la vasodilatation. Le stress oxydant, c'est-a-dire un déséquilibre de la
balance formation / dégradation des especes réactives de l'oxygene (ROS, reactive oxygen
species), jouerait aussi un réle important dans la dysfonction endothéliale, notamment en
diminuant la biodisponibilité du NO, et dans la physiopathologie de ces maladies.

De nombreuses études épidémiologiques indiquent qu'une consommation modérée de vin
rouge et daliments dorigine végétale (fruits et légumes) réduit le risque des maladies
coronariennes et cardiovasculaires malgré une alimentation riche en lipides athérogenes dans les

pays méditerranéens, notamment la France et |'Ttalie. Outre les propriétés antioxydantes de ces

composés, leurs effets bénéfiques pourraient s'expliquer par la capacité des polyphénols a
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protéger I'endothélium et a améliorer sa fonction. En effet, il a été montré par I'équipe d'accueil
et d'autres chercheurs que les polyphénols contenus dans le vin rouge, le jus de raisin ou le thé
vert sont capables d'induire la formation endothéliale des facteurs vasorelaxants tels que le NO
et EDHF.

Ainsi, l'objectif général de ce travail de thése a été d'étudier la fonction endothéliale
dans différents modeles expérimentaux de pathologies cardiovasculaires chez I'animal et plus
particulierement d'analyser le réle du stress oxydant dans la physiopathologie de I'hypertension
artérielle, du syndrome hépatopulmonaire et dans le vieillissement physiologique. Les objectifs
spécifiques ont été: 1) tout d'abord de déterminer s'il y a ou non présence d'une dysfonction
endothéliale dans les modéles animaux citées précédemment dans l'artére mésentérique de rats
et d'en déterminer les caractéristiques et les mécanismes sous jacents, hotamment au niveau de
la formation des facteurs vasorelaxants NO et EDHF; 2) de mettre en évidence le role
primordial du stress oxydant dans la dysfonction endothéliale; 3) de déterminer si les
polyphénols du vin rouge sont capables d'induire des relaxations endothélium-dépendantes dans
une artére de résistance (I'artere mésentérique) de rats sains mais aussi pathologiques ; 4) de
déterminer lors du vieillissement physiologique, si les polyphénols du vin rouge sont capables de
prévenir |'apparition d'une dysfonction endothéliale et / ou de I'améliorer chez les animaux dgés.
Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires de ce
dysfonctionnement permettra a plus long terme de proposer de nouveaux traitements pour ces
pathologies, en vue de prévenir et/ou de limiter leur évolution.

La premiére étude a porté sur I'exploration des effets d'un traitement chronique de rats
avec l'angiotensine IT (0,4 mg/kg/j pendant 3 semaines a l'aide de mini pompes osmotiques sous-
cutanées) sur les parameétres hémodynamiques, /n vivo, et la fonction endothéliale, ex vivo sur des
anneaux isolés d'artére mésentérique. Les résultats obtenus ont permis de montrer que
I'administration chronique d'angiotensine II induit une augmentation significative de la pression
artérielle systolique, sans modification de la fréquence cardiaque. A cet effet hypertenseur est
associé une dysfonction endothéliale, se caractérisant par une diminution sélective de la
composante EDHF de la relaxation sans modification apparente de la composante NO. L'analyse
de segments d'artéres mésentériques ex vivo, en microscopie confocale, a révélé une diminution
de plus de 50% de I'expression des connexines Cx37, Cx40 et Cx43 (composant les jonctions gap
impliquées dans la vasodilatation médiée par EDHF) et des canaux potassiques IK¢, et SKc,
(impliqués dans la genese du facteur EDHF) dans la paroi artérielle des animaux hypertendus

traités avec l'angiotensine II. Nous avons également observé une production accrue d'especes
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réactives de l'oxygéne dans la paroi des artéres mésentériques de rats traités chroniquement
avec l'angiotensine II, impliquant une augmentation de |'expression de la NADPH oxydase et de la
NO synthase endothéliale.

Nous avons pu mettre en évidence que les polyphénols du vin rouge sont capables d'induire
les relaxations dans l'artére mésentérique de rats contrdles, par l'activation de la voie PI3-
kinase/Akt aboutissant a la formation des facteurs vasorelaxants NO et EDHF, tout comme dans
I'artére coronaire de porc. Ainsi nous avons pu montrer |'existence d'une seconde voie de
formation des facteurs vasorelaxants dans I'artére mésentérique, différente de la voie calcique
stimulée par deux puissants stimulateurs de NO et d'EDHF, lI'acétylcholine et la bradykinine.
C'est pourquoi durant toutes les expériences réalisées ex vivo sur les artéres nous avons comparé
la capacité des deux stimuli, acétylcholine et polyphénols du vin rouge, a induire la relaxation des
arteres.

La seconde partie de mon travail a porté sur I'étude de la fonction endothéliale dans un
modele /n vivo chez le rat de syndrome hépatopulmonaire (SHP) associée a une hypertension
portale et une cirrhose biliaire. Ainsi, la ligature de la voie biliaire commune aboutit au
développement de cette pathologie. Celle-ci est associée a une dysfonction endothéliale au niveau
du lit mésentérique avec une atteinte sélective de la composante EDHF de la relaxation sans
modification de la composante NO. Cette atteinte spécifique d'EDHF est associée a une
diminution de l'expression des trois connexines Cx37, Cx40 et Cx43 et des deux canaux
potassiques dépendants du calcium IK¢, et SK¢,. Nous avons aussi pu mettre en évidence le rdle
du stress oxydant chez les animaux malades tant au niveau de l'artere mésentérique qu'au hiveau
de l'artére pulmonaire, avec une augmentation de la formation d'espéces réactives de I'oxygene,
les anions superoxyde par la NADPH oxydase et la NOS endothéliale découplée. Les rats traités
préventivement avec de l'apocynine, un inhibiteur de la NADPH oxydase et un antioxydant, ont
permis de confirmer le rdle majeur du stress oxydant dans cette pathologie, puisque les rats
traités présentent une fonction endothéliale normale. Un second traitement nous a permis de
mettre en évidence |'importance de systeme rénine-angiotensine dans cette pathologie, en effet
le traitement préventif au losartan un antagoniste des récepteurs a I'angiotensine II, est capable
de prévenir la dysfonction endothéliale et ses mécanismes sous jacents.

Enfin la derniére partie de ma these a porté sur I'étude de la fonction endothéliale dans
le vieillissement naturel in vivo chez le rat, dans laquelle une dysfonction endothéliale progressive
a été mise en évidence avec I'avancement de I'dge des animaux. En effet, des 20 semaines une

diminution des relaxations endothélium-dépendantes a l'acétylcholine et aux polyphénols du vin
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rouge est observée, diminution s'aggravant entre 40 et 55 semaines. Cette dysfonction
endothéliale est caractérisée d'une part par une diminution des connexines Cx37, Cx40 et Cx43
et des canaux potassiques dépendants du calcium IK¢, et SK¢, aboutissant a l'altération des
relaxations médiées par EDHF, d'autre part par la formation d'espéces réactives de I'oxygéne et
la formation de peroxynitrites aboutissant a la baisse de la biodisponibilité du NO et donc des
relaxations moindres. Le rdle du stress oxydant dans le vieillissement a été confirmé par la
capacité d'un traitement préventif et curatif avec l'apocynine, a prévenir et a améliorer les
modifications induites avec |'dge. De plus, les traitements avec les polyphénols du vin rouge ont
permis de mettre en évidence leur capacité a prévenir l'apparition de la dysfonction endothéliale
chez le rat dgé mais aussi de restaurer en partie les relaxations endothélium-dépendantes chez
les animaux dgés ayant été traités avec les polyphénols du vin rouge durant un mois. De plus, nous
avons analysé l'effet de I'age sur la capacité physique des animaux et donc sur les conséquences
du vieillissement sur I'animal entier. Nous avons pu mettre en évidence une perte de la capacité
d'exercice chez les animaux dgés en partie prévenue par l'apocynine et les polyphénols du vin
rouge, soulignant ainsi les effets protecteurs et bénéfiques des polyphénols du vin rouge sur
I'organisme entier et pas uniquement sur la fonction endothéliale.

Ces études ont permis de mettre en évidence des similitudes dans les mécanismes de
I'atteinte vasculaire observée dans I'hypertension artérielle, le syndrome hépatopulmonaire ainsi
que dans le vieillissement. Ceux-ci offrent ainsi de nouvelles pistes quant a l'implication majeure
du stress oxydant et du systeme rénine-angiotensine dans ces pathologies. Deux traitements se
sont avérés efficaces pour ces pathologies, le losartan dans le traitement du SHP et de ses
complications et les polyphénols du vin rouge bénéfiques dans le cas du vieillissement
physiologique. Du point de vue clinique, nos résultats suggérent que le losartan pourrait ainsi
ouvrir sa fenétre thérapeutique au contréle et a I'amélioration de I'hyperdynamie circulatoire et
spécialement dans le SHP, complication de la cirrhose et de I'hypertension portale. Les
polyphénols du vin rouge avaient déja démontré leur capacité a prévenir I'hypertension artérielle
mais offrent aujourd'hui de nouveaux espoirs quant a leurs effets bénéfiques pour le systéme
vasculaire au cours du vieillissement physiologique. A I'heure actuelle, des études sont en cours
dans I'équipe d'accueil afin de déterminer quelles sont les molécules actives dans I'extrait de vin
rouge ; ceci permettant de proposer de nouvelles alternatives thérapeutiques. De plus,
I'identification des sources alimentaires (fruits, Iégumes, boissons) riches en ces molécules
actives permettra de proposer des orientations hygiéno-diététiques en conseillant une

consommation réguliere de ces aliments et boissons.
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Abbréviations

Listes des abréviations utilisées couramment dans ce mémoire
AA : acide arachidonique

ACh : acétylcholine

Ang IT : angiotensine IT

APA : apamine

BH, : tétrahydrobioptérine

CaM : calmoduline

CBDL : common bile duct ligation, ligature de la voie biliaire commune

COXs : cyclooxygénases

CTX : charybdotoxine

Cx : connexines

ECA : enzyme de conversion de l'angiotensine IT

EDCFs : endothelium-derived contracting factor, facteurs contracturants dérivés de I'endothélium
EDHF : endothelium-derived hyperpolarizing factor, facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium
ET1: endothéline 1

eNOS : NO synthase endothéliale

H,0, : peroxyde d’hydrogene

IKcq: canaux potassiques dépendants du calcium d'intermédiaire conductance
JGME : jonctions gap myoendothéliale

L-NA : N*-nitro-L-arginine

NO : monoxyde d'azote

O;" : anions superoxyde

OH : anions hydroxyl

ONOO : péroxynitrite

PGH,, PGG;: prostaglandines H; et G, PGI; : prostacycline

ROS : reactive oxygen species, espéces réactives de |'oxygene

SK¢q : canaux potassiques dépendants du calcium de faible conductance

SOD : superoxyde dismutase

SHP : syndrome hépatopulmonaire

SHR : spontaneous hypertensive rats, rats spontanément hypertendus

SRAA : systéme rénine-angiotensine-aldostérone

TXA; : thromboxane A,
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Préambule

L'endothélium constitue une interface cellulaire obligatoire entre le sang circulant et la
paroi vasculaire. Il est considéré aujourd'hui comme une véritable glande endocrine capable de
moduler la plupart des fonctions vasculaires pour maintenir |'homéostasie circulatoire. La
régulation du tonus vasculaire, de I'adhésion cellulaire, de la prolifération des cellules musculaires
lisses vasculaires et des processus inflammatoires en sont des exemples (Vanhoutte, 1982 ;
Vanhoutte et Rimele, 1982 ; Moncada et al,, 1991 ; Schini-Kerth et al, 1994 ; Busse et Fleming,
1995 ; Deanfield et al, 2007). Sa position privilégiée, ainsi que les conditions physiologiques
circulatoires, rendent l'ensemble des cellules endothéliales trés sensibles aux modifications
pathologiques. Depuis une vingtaine d'années, les données expérimentales et cliniques démontrent
que l'endothélium vasculaire est une cible privilégiée des facteurs de risque cardiovasculaire. Il
peut subir des modifications fonctionnelles dites d'adaptation ou d'aggravation du risque. Ces
modifications subies par I'endothélium en réponse au risque cardiovasculaire sont regroupées
sous le terme de « dysfonction endothéliale ». L'hypothése de travail dérivée de ces observations
est que la dysfonction des cellules endothéliales joue un réle dans l'initiation et la progression les
maladies cardiovasculaires. Les études qui abordent cette hypothése continuent d'apporter une
compréhension plus profonde des mécanismes physiopathologiques et de suggérer de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Etant donné le réle majeur de la dysfonction endothéliale dans la
maladie cardiovasculaire, on comprend pourquoi elle est rapidement apparue comme une cible
préventive et thérapeutique prioritaire.

Selon différentes données épidémiologiques, il existe une corrélation inverse entre risque
cardiovasculaire et consommation de polyphénols d'origine naturelle (Ruf, 1999 ; Stoclet et al.,
2004). Les effets potentiellement bénéfiques des polyphénols sur le systeme cardiovasculaire
pourraient &tre en partie dus a des effets directs sur la paroi vasculaire. Il a été montré au
laboratoire et par d'autres équipes, que des extraits polyphénoliques de vin rouge et des
polyphénols d'autres origines augmentent la production par I'endothélium de facteurs relaxants,
notamment du NO (Fitzpatrick et al, 1993 ;. Cishek et al, 1997 . Stoclet et al, 1999). Ces
composés étant aussi connus pour leurs propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et anti-
agrégants plaquettaires (Agarwal, 2002 ; Duffy et a/, 2003) une partie de leur effet protecteur

pourrait ainsi €tre liée a la normalisation de la biodisponibilité du NO.
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Ainsi, l'objectif général de ce travail de thése a été d'étudier la fonction endothéliale

dans différents modeles expérimentaux de pathologies cardiovasculaires chez I'animal et plus

particulierement d'analyser le réle du stress oxydant dans la physiopathologie de I'hypertension

artérielle, du syndrome hépatopulmonaire et du vieillissement « naturel». Les objectifs

spécifiques ont été :

De déterminer s'il y avait ou non présence d'une dysfonction endothéliale dans
les modeles animaux d'hypertension artérielle, de SHP, de vieillissement
physiologique dans l'artere mésentérique de rats ;

D'en déterminer les caractéristiques et les mécanismes sous jacents,
notamment au niveau de la formation des facteurs vasorelaxants NO et EDHF;
De mettre en évidence le réle primordial du stress oxydant dans la dysfonction
endothéliale ;

De déterminer si les polyphénols du vin rouge étaient aussi capables d'induire
des relaxations endothélium-dépendantes dans l'artere mésentérique de rats
sains et pathologiques ;

De déterminer dans le cadre du vieillissement physiologique, si les polyphénols
du vin rouge étaient capables de prévenir l'apparition d'une dysfonction

endothéliale et / ou de I'améliorer chez les animaux pathologiques.

L'ensemble de ce travail se décompose en plusieurs parties :

x

Une introduction bibliographique sur les connaissances actuelles au niveau de
I'endothélium, des pathologies cardiovasculaires et des polyphénols végétaux ;
Une partie exposant les techniques communes utilisées pour les différentes
études ;

Une partie présentant les principaux résultats expérimentaux intégrant les
publications concernant les différentes études sur I'animal ;

Une conclusion générale et des perspectives.
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CHAPITRE 1 : L'ENDOTHELIUM VASCULAIRE AU CCEUR DU CONTROLE

DE L'HOMEOSTASIE VASCULAIRE

1.1 Structure et fonctions des arteéres :

La paroi artérielle est constituée de trois couches individualisées, de la lumiére a la

périphérie (Figure 1) : I'intima, la média et 'adventice (Mulvany et Aalkjaer, 1990).

1.1.1. L'intima ou endothélium :

Cest la couche la plus interne, elle est constituée d'une monocouche de cellules
endothéliales et d'une base extracellulaire (collagéne, glycoprotéines). L'intima joue un rdle
majeur d'interface entre le sang et la paroi artérielle. Les cellules endothéliales ont une fonction
fibrinolytique, antithrombotique, elles permettent la modulation de la vasomotricité artérielle

par la synthése et la transmission de nombreuses substances vasoactives vers le muscle lisse

sous-jacent [voir paragraphe 1.2].

Endothélium —

Limitante
. élastique
Intima .
interne
Media
Adventice

Limitante
élastique
externe

Figure 1: Représentation schématique des différentes tuniques de la paroi
vasculaire.

22



1.1.2. La média:

Cest la couche centrale, la plus épaisse de la paroi artérielle. Dans les artéres de
conductance (aorte) elle est limitée par une lame élastique interne cdté luminal et une lame
¢lastique externe et se compose d'une succession de sous-couches délimitées par les lames
élastiques. Dans les artéres de résistance (mésentérique de 1°™, 2™ ordre..), la lame élastique
externe est fragmentée ou bien absente. La média est constituée essentiellement d'un type
cellulaire prédominant, la cellule musculaire lisse vasculaire. Celle-ci est insérée dans une matrice
extracellulaire quelle secréte et qui est constituée de fibres d'élastine et de collagéne. Les

cellules musculaires lisses sont indispensables pour la relaxation et la contraction des artéres.

1.1.3. L'adventice :

Cest la couche périphérique, constituée de tissu conjonctif (élastine, collagéne), de
fibroblastes, macrophages, terminaisons nerveuses et vasa vasorum (pour l'apport d'oxygene et
nutriments). Les terminaisons nerveuses sont plus nombreuses sur les vaisseaux de faible calibre
et musculaire alors que les vasa vasorum sont plus importants dans les artéres de gros calibre (>
200 pm). Cette couche externe joue un rdle dans la régulation de la vasomotricité en libérant des
neurotransmetteurs responsables de signaux divers pour la cellule musculaire lisse. Les
fibroblastes sont aussi capables de produire des médiateurs vasoactifs comme le NO (Kleschyov
et al, 1998, 2000b) ou les anions superoxydes (Pagano et al., 1997) et ainsi d'affecter le tonus
vasculaire (Gutterman, 1999 ; Rey et a/, 2002).

Cest sur cette structure en trois couches que reposent de nombreuses fonctions
physiologiques dont la principale est d'assurer l'irrigation sanguine des différents organes. Il
existe également de nombreuses interactions entre les différentes couches, plus
particulierement entre les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales, mais également
avec les éléments du plasma et figurés du sang (plaquettes, globules rouges et blancs...).

Selon les secteurs artériels considérés, la structure et I'importance relative de chaque
tunique varient et conférent a ces secteurs des propriétés caractéristiques. Le systeme artériel
est subdivisé en deux grands secteurs, en fonction des propriétés mécaniques et structurales de
la paroi artérielle: * les artéres de conductance : élastiques, de gros calibre, ot la matrice
extracellulaire joue un rdle important. Elles opposent une trés faible résistance au débit sanguin
et ont un rdle hydraulique. * les artéres de résistance : musculaires, de moyen et de petit

calibre, ol la média est moins organisée et la trame élastique moins importante. Ces arteres
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distribuent le sang en volume et pression adéquate au niveau des capillaires, participant ainsi a la

régulation physiologique de la résistance périphérique pré-capillaire.

1.2 L'endothélium, source de facteurs vasoactifs :

L'endothélium vasculaire n'est plus considéré comme une simple barriere inerte entre le
sang et les tissus (Bunting et al, 1976 ; Furchgott et Zawadzki, 1980). Bien au contraire, les
diverses fonctions de I'endothélium comprennent le contréle du tonus vasculaire, de la
perméabilité endothéliale, I'agrégation plaquettaire mais aussi I'adhésion des plaquettes et des
leucocytes, la prolifération des cellules musculaires lisses et la régulation de divers paramétres
plasmatiques et de la fibrinolyse (Vanhoutte, 1982 ; Vanhoutte et Rimele, 1982 ; Moncada et al.,
1991 ; Schini et al,, 1994 ; Fleming et Busse, 1995). Les facteurs impliqués dans ces nombreux
processus physiologiques sont sécrétés lorsque I'endothélium est activé par des agonistes tels
que : les neurotransmetteurs (acétylcholine, noradrénaline, adénosine tri-phosphate, substance
P), les hormones circulantes (catécholamines, vasopressine, angiotensine II, insuline), les
autacoides (bradykinine, adénosine diphosphate (ADP)/adénosine triphosphate (ATP),
endothéline), les produits des plaquettes ou de la coagulation sanguine (sérotonine, adénosine
diphosphate, thrombine). Ces agonistes se lient principalement d des récepteurs couplés aux
protéines G et entrdinent une augmentation de la concentration de Ca2+ intracellulaire dans la
cellule endothéliale, responsable des différents effets vasoactifs via la stimulation de

différentes enzymes.

Le tonus vasculaire est régulé par de nombreux facteurs vasoconstricteurs et
vasodilatateurs endothéliaux. Les facteurs vasoconstricteurs sont principalement composés du
thromboxane A;, des anions superoxydes, de I'endothéline-1, de la prostaglandine H, et de
I'angiotensine II (Furchgott et Vanhoutte, 1989 ; Schiffrin et Touyz, 2004). Les trois principaux
facteurs vasorelaxants (figure 2) sont le monoxyde d'azote ou NO, la prostacycline ou PGI; et le
facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium ou EDHF. Ainsi, 'endothélium joue un réle crucial
en maintenant un équilibre entre vasoconstriction et vasodilatation, en régulant la prolifération
des cellules musculaires lisses et en maintenant un équilibre entre des activités anti- et pro-

fibrinolytique et anti- et pro-thrombotique (figure 3).
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Cellule endothéliale
L-Arginine

@ Ve i¢ jonctions gap myoendothéliales

Relaxation

Cellules musculaires lisses

Relaxation

Figure 2 : Facteurs vasorelaxants synthétisés par I'endothélium.

AA: acide arachidonique, AC: adénylyl cyclase, COX: cyclooxygénase, EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé de
I'endothélium, GCs : guanylyl cylase soluble, IKc, et SKe.: canaux potassiques dépendants du calcium de moyenne et de
faible conductance, K": potassium, NO : monoxyde d'azote, eNOS : NO synthase endothéliale, PGI: : prostacycline.

Facteurs vasocontricteurs :

TXA;

PGH,
Facteurs vasodilatateurs : PGI;

P6GI, ROS

NO ET1

EDHF Ang IT
Sérotonine
Histamine

ENDOTHELIUM

Figure 3 : Fonctions de régulation de I'endothélium.
Ang II: angiotensine IT, EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium, ET1: endothéline 1, NO : monoxyde
d'azote, PGI; : prostacycline, PGH: : prostaglandine, ROS : espéces réactives de |'oxygene, TXA; : Thromboxane A; .

1.3 La prostacycline (PGI>) :

La prostacycline PGI, appartient a la famille des eicosanoides, des dérivés de l'acide
arachidonique, et a été découverte en 1976 par Bunting, Gryglewski, Moncada et Vane (Bunting et
al, 1976). Les eicosanoides sont synthétisés par l'enzyme cyclooxygénase COX-1 exprimée
constitutivement par ces cellules. La synthése de PGI, se faisant a partir de lacide
arachidonique, la disponibilité de I'acide arachidonique représente un facteur limitant de la

synthese de PGI,. L'acide arachidonique est libéré par la phospholipase A, (PLA;) a partir des
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phospholipides membranaires. L'acide arachidonique sera alors transformé par la COX-1 en PGG,,
un endoperoxyde cyclique instable. A son tour, PGG, est convertie en PGH, (Hecker et Ullrich,
1989). PGH, est aussi instable et va subir une isomérisation catalysée par la PGI, synthase,
aboutissant ainsi a la formation de PGI,. Dans des conditions de pH physiologiques, la demi-vie de
PGI, est d'environ 3 minutes. A son tour, PGI, est hydrolysée en 6-kéto-PGFla qui est stable
mais inactif. Au niveau endothélial on trouvera également d'autres prostaglandines telles que
PGE;, PGF,a et PGD, (Lamontagne et al., 1992) (Figure 4). La production de PGI, est stimulée par
divers stimuli tels que I'hypoxie, les forces de cisaillement, en réponse a l'activation des
récepteurs pour I'ATP, I'ADP, la bradykinine, I'histamine et la thrombine et en réponse a des
stimuli indépendants de récepteurs tels que l'ionophore calcique A23187 et divers cations
(Newby et Henderson, 1990 ; Quadt et al, 1982). La synthese de PGI, est dépendante de la
concentration en calcium cytosolique qui est nécessaire a l'activité de la PLA; responsable de la
libération de I'acide arachidonique (White et Martin, 1989).

Tout comme le NO, la PGI, est un puissant vasodilatateur et un puissant inhibiteur de
I'agrégation plaquettaire et de l'adhésion des plaquettes aux cellules endothéliales mais
également aux cellules musculaires lisses (Higgs et al,, 1978 ; Lamontagne et a/, 1992 ; Moncada
et al., 1976). On lui attribue également des effets anti-prolifératifs pour les cellules musculaires
lisses vasculaires (Peiro et al, 1995 ; Shirotani et al, 1991). De plus, le NO et la PGI, vont
pouvoir exercer des effets synergiques sur ces différentes cibles (Radomski et a/, 1987).

Une fois synthétisée, PGI, va diffuser librement et venir se lier au niveau de récepteurs
a la prostacycline, des récepteurs a sept domaines transmembranaires que I'on trouvera au niveau
des cellules cibles (Smyth et FitzGerald, 2002). Ces récepteurs vont activer |'adénylyl cyclase
localisée au niveau membranaire, ce qui résulte en une augmentation de la formation d'AMP
cyclique. L'AMP cyclique ainsi produit active la protéine kinase dépendante de 'AMP cyclique, la
PKA, capable d'induire notamment la relaxation des cellules musculaires lisses (Adelstein et
Hathaway, 1979). D'autre part, la PGI, est également capable d'activer différents canaux
dépendants de I'ATP tels que les canaux potassiques dépendants de I'ATP, les canaux potassiques
dépendants du calcium a large conductance, les canaux potassiques a rectification entrante et les
canaux potassiques voltage-dépendants participant tous a la relaxation du muscle lisse vasculaire
(Félétou et Vanhoutte, 2006a). De par ces nombreux effets sur les plaguettes et sur le tonus
vasculaire, la PGI; est un puissant facteur anti-thrombotique. Ainsi, le transfert du géne codant
pour la cyclooxygénase de type 1, a I'origine de la synthése de PGI;, a un effet anti-thrombotique

et antihyperplasique dans des modéles animaux d'angioplastie (Wu, 1996). En revanche, dans
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certaines conditions, la prostacycline peut avoir des effets vasoconstricteurs (Rapoport et

Williams, 1996 ; Gluais et al., 2005) [voir paragraphe 1.6.1].
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Figure 4: Métabolisme de l'acide arachidonique en prostanoides spécifiques
(d'apres Tang et Vanhoutte, 2009).

1.4 Le monoxyde d'azote (NO) :

Connu depuis la fin des années 1970 comme l'un des ligands capables d'activer la guanylyl
cyclase soluble et responsable de la relaxation des muscles lisses vasculaires (Katsuki et al.,
1977), le monoxyde d'azote ou NO n'a pu &tre considéré comme un vasodilatateur endogene que
quelques années plus tard, suite a la découverte par Furchgott et Zawadzki du réle essentiel de
I'endothélium dans la relaxation du muscle lisse vasculaire par le facteur relaxant dérivé de
I'endothélium ou endothelium-derived relaxing factor, EDRF (Furchgott et Zawadzki, 1980). En
1986, Furchgott et Ignarro notaient que le NO et I'EDRF relaxaient le muscle lisse de fagon
identique et étaient similairement piégés par I'hémoglobine et I'anion superoxyde (Rubanyi et
Vanhoutte, 1986 ; Gryglewski et al, 1986 ; Ignarro et al, 1988). Ils proposeérent alors que 'EDRF
puisse &tre le NO ou un composé labile libérant du NO, conclusion confirmée par la suite par de
nombreuses études biologiques et pharmacologiques (Palmer et al, 1987, 1988a, b, 1989 ;
Moncada, 1997). Le prix Nobel de Médecine honorait en 1998 trois chercheurs américains

Furchgott, Murad et Ignarro pour leurs travaux sur le NO.
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1.4.1. Biosynthése du NO

Le NO est une molécule biatomique gazeuse non chargée. Le NO est un radical libre car
une de ses orbitales externes contient un électron non apparié. Sa synthese s'effectue a partir
de la L-arginine grdce a la NO synthase (NOS) (Palmer et a/, 1988b). En présence de NADPH
(nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate) comme donneur d'électron, qui est transmis via le
couple FAD (flavine-adénine-dinucléotide) et FMN (flavine-mononucléotide) au fer de I'héme en
présence de tétrahydrobioptérine (BH,) et d'oxygéne, la NOS transforme la L-arginine en
hydroxyarginine qui, peut €tre libéré du site actif de I'enzyme et exercer des effets autocrines

ou paracrines, mais qui aprés réduction est transformée en NO et citrulline selon la réaction

Y YN— og HN o

NADPH S\NADPH 5\

HS%I cod HyN

suivante (figure 5) :

L-arginine  N-hydroxy-L-arginine L-citmlline

Figure 5 : Biosynthése du NO a partir de la L-arginine (daprés Stuehr et af, 1991).

La citrulline, en présence de |'arginosuccinate synthéthase et d'aspartate, est
transformée en arginosuccinate, puis en fumarate et L-arginine. La L-arginine provient ainsi d'un

renouvellement endogéne et d'un apport exogene, alimentaire.

Arginine Fumarate
NO
synthase

Hydroxyarginine  Arginosuccinate

NO
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e 3 Aspartate

MO + Citrulline

Figure 6: Biosynthese du NO et régénération de la L-arginine
(d'apres Stuehr et al, 1991).
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1.4.2. Les NO synthases (NOS)

Les NOSs sont des enzymes contenant un groupement héme. Plusieurs isoformes des
NOSs ont été décrites : deux isoformes sont constitutivement actives, les isoformes
endothéliale (eNOS ou de type III) et neuronale (nNOS ou de type I) et une troisieme isoforme
est dite inductible (iNOS ou de type IT) en réponse a différents stimuli du systéeme immunitaire.
Les 3 isoformes sont codées par 3 génes différents et possédent entre elles environ 53%
d'homologie (Nathan et Xie, 1994). Ces trois isoformes ont en commun une méme organisation de
leur domaines catalytiques : une activité oxygénase dans la partie N-terminale, une partie
réductase dans la partie C-terminale et entre les deux domaines un site de liaison de la
calmoduline (Griffith et Stuehr, 1995 ; Alderton et a/, 2001). Le domaine d'activité oxygénase
contient les sites de liaison de 'heme, de la L-arginine et de BH4. Le domaine d'activité réductase
va contenir les cites de liaison de la nicotinamide adénine diphosphate sous forme réduite
(NADPH) et de cofacteurs flaviniques : la flavine adénine dinucléotide (FAD) et la flavine
mononucléotide (FMN) (figure 7).

reductase  oxygenase

Figure 7 : Représentation
schématique de la structure
des NOS et du transfert
d'électron du domaine
réductase vers le domaine

oxygénase de I'enzyme.

Les électrons sont fournis par le NADPH au
niveau du domaine réductase. La protéine
comporte plusieurs sites de liaison : du oxygenase  reductase
substrat, de [larginine, I'heme, de Ila

calmoduline, et des cofacteurs : NADPH, BH4, FAD et FMN. (D'aprés Albrecht et al, 2003).

BHiheme arg _ cam

Les NOSs constitutives (eNOS et nNOS) possedent une activation dépendante du calcium se
fixant a la calmoduline, donc rapide et de courte durée (quelques minutes) et produisent de
faible quantité de NO (nM). A l'opposé la INOS voit son expression augmenter en réponse a
divers stimuli (interférony, lipopolysaccharide bactérien, interleukine 18,..) et est activée en
absence de calcium, entrathant une plus forte production de NOM) sur une plus longue duge

(plusieurs jours) (Nathan et Xie, 1994). A I'état natif, les NOS sont des protéines héminiques
monomériques. La forme monomérique n'est pas liée a I'heme et ne produit pas de NO mais
possede une activité cytochrome P4so réductase. La liaison d'une molécule d'heme au niveau du
domaine oxygénase provoque la dimérisation qui va permettre l'oxydation de la L-arginine en

L-citrulline. Cette réaction nécessite la présence du cofacteur BH,.
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1.4.3. La NO synthase endothéliale :

La eNOS est une protéine de masse moléculaire 134 kDa. Elle est exprimée
principalement dans les cellules endothéliales vasculaires et les plaquettes ainsi que dans
certaines populations de neurones et dans |'épithélium respiratoire (Moncada et al, 1997). C'est
aussi l'isoforme la plus largement exprimée dans le coeur en condition physiologique, au hiveau de
I'endothélium endocardique et des cardiomyocytes (Mungrue et al, 2002). Cette isoforme
présente une régulation de son activité catalytique par le complexe Ca®/CaM ainsi que par son
état de phosphorylation / déphosphorylation (Fleming et Busse, 1999). L'activité enzymatique de
la eNOS peut étre modulée (Forstermann et al, 1998 ; Li et al, 2002a, b) au niveau de son
activité (Schini et al, 1990 ; Castro et al, 1998) et de son expression (Arnal et al., 1999), par les
médiateurs circulants, les forces de cisaillement, les agonistes variés (bradykinine, sérotonine,

adénosine, ADP/ATP, histamine, thrombine).

« Activation de la NO synthase endothéliale par le calcium :
L'activation de la eNOS implique plusieurs voies de signalisation et une translocation vers
I'appareil de Golgi (Fleming et Busse, 2003). Dans la cellule endothéliale au repos, la eNOS est
lice a la cavéoline, une protéine structurale des caveolae, microdomaines membranaires impliqués
dans la transduction des signaux. A basse concentration cytosolique de Ca®’, la eNOS est liée d la
protéine Hsp90 (Heat Shock Protein-90) ce qui a pour conséquence uhe augmentation de
I'affinité de I'enzyme pour le complexe Ca®*/CaM et favorise donc la dissociation de la cavéoline a
la eNOS (Takabashi et al, 2003). La liaison de la eNOS a Hsp90 permet également l'interaction
entre I'enzyme et les kinases impliquées dans la phosphorylation de I'enzyme par la voie de la
protéine kinase Akt (Fleming et Busse, 2003). Lorsque les cellules endothéliales sont activées par
un stimulus externe, l'augmentation consécutive de la concentration cytosolique de Ca® va
entrainer de par la liaison du Ca® au complexe Ca®/CaM, la dissociation de la eNOS de la
cavéoline. L'association avec Hsp90 permettant ensuite une phosphorylation de la eNOS par des
kinases dont la nature va varier en fonction de la nature du stimulus (Fleming et Busse, 2003 ;
Shaul, 2002). L'enzyme ainsi activée se localiserait ensuite au niveau de I'appareil de Golgi (Sowa

et al., 1999) ot elle est capable de produire du NO (Fulton et al., 2002) (figure 8).

30



[I \n
JUV | \ Ca?

Ul Y

C.aLmnduImE

Kinases

+
AktPKB .'
AMP-activ.PK

TH/MAPK
PHA

Figure 8 : Mécanismes hypothétiques de la régulation de l'activité de la NO

synthase endothéliale dans les caveolae. La eNOS active est prioritairement localisée dans les
cavéoles dont la membrane est enrichie en cholestérol. L'interaction avec la cavéoline inhibe en partie 'activité eNOS.
Classiquement la fixation d'un ligand (L) sur un récepteur transloqué dans les cavéoles stimule une ou plusieurs kinases
impliquées dans la phosphorylation de la eNOS. Ces phosphorylations peuvent activer (+) ou inhiber (=) l'activité de la
eNOS en fonction des acides aminés cibles. Par ailleurs ['activation nécessite la formation du complexe

/ , ce dernier ayant pour origine les stocks intracellulaires a proximité des cavéoles ol I'entrée de
calcium extracellulaire. L'activité eNOS est augmentée par Hsp90 (heat shock protein 90 KDa) et diminuée par
I'interaction avec le domaine C-terminal de certains RCPGs (D'apres Shaul et al., 2002).

« Activation de la NO synthase endothéliale indépendante du calcium :

Bien que l'activité de la eNOS soit couplée a une augmentation du niveau de [Ca®'Ji, son activation
passe aussi par des mécanismes de phosphorylation et déphosphorylation (Fleming et Busse,
2003 ; Jin et al, 2003). Busse et Fleming (2003) ont montré que des forces de cisaillement
exercées par le flux sanguin activent la eNOS indépendamment de I'élévation de [Ca2+]i. Ainsi, il
a été montré que l'activité de la eNOS peut &tre induite par divers inhibiteurs de tyrosine
kinases (Fleming et al, 1996 ; 1997a, b), ou de sérine phosphatases (Dimmeler et a/, 1999 ;
Gallis et al., 1999). Ces effets pourraient tre dus a la phosphorylation d'une protéine modulant
directement la eNOS. Par exemple, la protéine Hsp90 est phosphorylée en tyrosyl, suite a une
stimulation par divers agonistes, ce qui induit sa liaison avec la eNOS et I'activation de I'enzyme
(Harris et al,, 2000 ; Venema et al., 1996). En revanche, il est clairement établi que I'activation de
la eNOS par ces forces de cisaillement exercées par le flux sanguin est liée a la phosphorylation
de résidus sérine par la voie PI3-kinase / Akt (Busse et Fleming, 2003 ; Dimmeler et al, 1999 ;

Gallis et al,, 1999 ; Jin et al., 2003). Ces forces de cisaillement exercées par le flux activent le
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récepteur R, du VEGF par le biais des Src kinases et une activation de la voie PI3-kinase/Akt
suivie d'une phosphorylation de la eNOS (Jin et al, 2003). L'activation de cette voie
indépendamment du calcium peut &tre stimulée par le VEGF ou les cestrogénes (Dimmeler et al,
1999 ; Haynes et al, 2000). L'état de phosphorylation de la eNOS joue donc un réle important
dans la régulation de son activité : la phosphorylation des résidus sérines 1177, 633, 615 conduit
généralement a son activation alors que celle sur le résidu thréonine 495 et sérine 114 sont

inhibitrices (Mount et a/., 2007) (figure 9).

Acétylcholine VEGF,
Bradykinine CEstrogénes

Flux sanguin PIP,

*

Cellules endothéliales

Relaxation

Cellule musculaire lisse

Figure 9 : Voies de SYHThéSC du NO. [Ca®Ji: concentration en calcium intracellulaire ; CaM :
calmoduline, eNOS : NO synthase endothéliale ; PIP; : lipides membranaires phosphatidylinositol-4,5-biphosphates ; PIPs :

phosphatidylinositol-3,4 5-triphosphates ; PI3K : PI3-kinase ; PDK1 : protéine kinase 1 dépendante des phosphoinositides ;
P : site phosphorylé ; RE : réticulum endoplasmique.

1.4.4. Roles physiologiques du NO d'origine endothéliale

Le NO d'origine endothéliale exerce localement des effets multiples (figure 10). 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 synthése de protéines de la matrice
extracellulaire (Schini-Kerth, 1999q). Le NO peut aussi diffuser vers le lumen du vaisseau
sanguin ou il contribue au maintien de la fluidité du sang. Le NO inhibe |I'adhésion des plaquettes

sanguines et des leucocytes aux cellules endothéliales. De plus, il prévient |'agrégation

32



plaquettaire et facilite la dissolution d'agrégats plaquettaires. Le NO exerce vraisemblablement
son rdle régulateur sur |'hémostase uniquement a I'interface de la surface luminale des cellules
endothéliales et du sang, car il est rapidement capté par I'hémoglobine des érythrocytes et est
inactivé par les radicaux oxygénés tels que les anions superoxydes. Le NO peut également
affecter lactivité du systéme fibrinolytique en régulant la libération de ['activateur du
plasminogéne (t-PA) et de son inhibiteur le PAI-1, mais aussi inhiber I'expression de divers genes
pro-athérosclérotiques comme le monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) et le facteur
tissulaire. L'importance du NO d'origine systémique sur le contrdle de la fluidité du sang a été

démontrée /n vivo chez |'homme par la régulation du temps de saignement (Schini-Kerth, 1999b).
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Figure 10 : Effets multiples du NO endothélial.

eNOS : NO synthase endothéliale, NO : monoxyde d'azote, NO2" : ion nitrite, NO3™ : ion nitrate, Oz : anions superoxyde,
R : récepteur, - : inhibition (d'apres Schini-Kerth, 1999).

1.5 Le facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium (EDHF) :

Le troisieme facteur intervenant dans le contréle du tonus vasculaire est le facteur
hyperpolarisant dérivé de I'endothélium ou endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF. La
formation dEDHF comme celle du NO et de la PGI, a été décrite comme étant dépendante du
calcium et pouvant &tre induite soit par I'activation de récepteurs couplées aux protéines G par
des agonistes tels que l'acétylcholine, la bradykinine et la substance P, soit par des stimuli
indépendants de l'activation de récepteurs tels que l'ionophore calcique A23187, la thapsigargine

ou l'acide cyclopiazonique (Luckhoff et al, 1988 ; Johns et al, 1988 ; Chen et Suzuki, 1990 ;
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Cowan et Cohen, 1991 ; Cheung et al., 1992). Il est admis que, quelle que soit sa nature (figure 11),
le phénoméne EDHF prend naissance avec une hyperpolarisation résultant de l'activation de
canaux potassiques calcium-dépendants de faible et moyenne conductance (SKc¢, et IK¢,) localisés
au niveau des cellules endothéliales. Ces canaux sont activés par une augmentation du calcium
intracellulaire stimulée par les agonistes vasculaires (Marrelli et al., 2003 ; Garland et Plane,

1996 ; Corriu et al, 1996 ; Ding et al., 2003 ; Gluais et al., 2005).

Dans la plupart des vaisseaux sanguins, humains et animaux, résistifs et de moyen
diamétre, y compris les artéres coronaires, des études électrophysiologiques ont démontrées
I'existence d'une hyperpolarisation dépendante de I'endothélium et qui est responsable de la
relaxation des muscles lisses. Elle est résistante a la combinaison d'inhibiteurs de la eNOS et des
COXs et peut 2tre stimulée par les agonistes classiques tels que l'acétylcholine et la bradykinine
(Komori et al, 1988 ; Nagao et Vanhoutte, 1992 ; Garland et McPherson, 1992 ; Chataigneau et
al,, 1998 ; Ohashi et al., 1999 ; Quignard et al., 2000).

1.5.1. Mécanismes d'action et hypothéses quant a la nature d'EDHF :

La nature chimique de 'EDHF suscite actuellement encore de nombreuses interrogations
et semble &tre variable d'un lit vasculaire a l'autre. Dans pratiquement tous les vaisseaux les
réponses médiées par EDHF sont supprimées par une combinaison de deux toxines, la
charybdotoxine et I'apamine, inhibant les canaux potassiques IK¢, et SK¢,, respectivement (Corriu
et al., 1996 ; Chataigneau et al, 1998a). Cette composante est insensible a un inhibiteur des
canaux potassiques dépendant de I'ATP, la glibenclamide (Corriu et al, 1996), et elle est
résistante aux inhibiteurs de la eNOS et de COXs (Komori et al, 1988 ; Nagao et Vanhoutte,
1992 ; Garland et McPherson, 1992 ). L'hyperpolarisation endothéliale est un pré-requis pour
I'hyperpolarisation et la relaxation des cellules musculaires lisses sous-jacentes dans la
signalisation d'EDHF (Doughty et al, 1999 Ohashi et al, 1999). La transmission de
I'hyperpolarisation entre les deux types cellulaires implique vraisemblablement soit les ions K"
issus de I'efflux potassique endothélial, K" pouvant activer a la fois la pompe Na'/K" ATPase et les
canaux potassiques rectifiant entrant des cellules musculaires lisses, soit des jonctions gap myo-
endothéliales composées de connexines permettant la transmission de I'hyperpolarisation des
cellules endothéliales aux cellules musculaires lisses (Dora et al., 1997 ; Beny et Pacicca, 1994 ;
Marchenko et Sage, 1994 ; Yamamoto et al., 1999). Cette hyperpolarisation a pour principal effet

d'empécher l'activation des canaux calciques dépendants du potentiel des cellules musculaires
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lisses vasculaires, entrainant une diminution de la concentration cytosolique en calcium libre et la

relaxation (Busse et a/., 2002).

Plusieurs hypothéses ont été émises quant a la nature d'EDHF (figure 11) :
o Les métabolites des cytochromes P450 mono-oxygénases : A partir d'expériences

réalisées principalement sur des troncs coronaires d'origine canine, porcine ou bovine, de
nombreux auteurs ont suggéré que les réponses attribuées a I'EDHF impliquaient les acides
epoxyeicosatriénoiques, les EETs (Hecker et al, 1994 ; Rubanyi et al, 1987 ; Bauersachs et al.,
1996 ; Campbell et al,, 1996 ; Fisslthaler et al., 1999 ; Quilley et al., 2000 ; Félétou et Vanhoutte,
2006). Les EETs auraient pour cible la cellule musculaire lisse et entrdineraient son
hyperpolarisation en augmentant la probabilité d'ouverture des canaux potassiques K¢, de ces
cellules (Campbell et al., 1996 ; Gebremedhin et al., 1992 ; Fulton et al,, 1998 ; Fisslthaler et al.,
1999). Enfin, si les EETs peuvent exercer une action sur les cellules musculaires lisses, ces
composés jouent également un réle majeur au sein de la cellule endothéliale (Fleming et al,
2001b). Il semble cependant que l'inhibition du cytochrome P50 n‘affecte pas les relaxations
médiées par I'EDHF dans l'artére mésentérique et l'artére hépatique de rat (Zygmunt et al,
1995). Ceci conforte l'idée que la nature de 'EDHF est variable d'une espéce a I'autre et d'un lit

vasculaire a l'autre (figure 11).

o Les jonctions gap myo-endothéliales: L'hyperpolarisation membranaire peut étre

transmise aux cellules musculaires lisses par l'intermédiaire des jonctions gap myoendothéliales.
Les cellules endothéliales, ainsi que les cellules musculaires lisses sont couplées entre elles par
des jonctions gap impliquant diverses connexines, Cx37, Cx40 et Cx43 (Beny, 1999 ; Hill et al.,
2002). Il existe aussi des jonctions hétérocellulaires mycendothéliales, couplant les cellules
endothéliales et musculaires. Le nombre de ces jonctions gap myo-endothéliales est inversement
proportionnel au calibre des vaisseaux, ce qui contribue en partie a expliquer I'importance de ce
type d'EDHF dans les vaisseaux de faible calibre (Sandow et Hill, 2000). De plus, dans les
vaisseaux dont les relaxations dépendantes de I'endothélium ne comportent pas de composante
EDHF, comme dans l'artére fémorale de rat, les jonctions gap myoendothéliales sont absentes
(Sandow et Hill, 2002). Ces jonctions permettent vraiment la communication des cellules entre
elles, le calcium par exemple peut ainsi diffuser d'une cellule a l'autre (Dora et al, 1997). Dans

certaines arteres, comme l'artére carotide de cobaye ou l'artére mésentérique de rat, des
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inhibiteurs de jonctions gap inhibent les réponses attribuées a EDHF (Taylor ef a/, 1998 ;
Yamamoto et al., 1998 ; Edwards et a/, 1999) (figure 11).

o Les ions potassium : Une tfroisiéme hypothese est l'assimilation d'EDHF a des ions
potassium. En effet, a faible concentration dans l'espace intercellulaire, les ions potassium
provenant des courants K' par les canaux potassiques calcium-dépendants endothéliaux vont
activer a la fois la Na'/K* ATPase et les canaux potassiques rectifiant dans le sens entrant (Krz)
des cellules musculaires lisses (Nelson et Quayle, 1995 ; Prior et al,, 1998), entrdinant ainsi une
hyperpolarisation des cellules musculaires lisses (Edwards et a/, 1998). Ce concept a été établi
et sa pertinence vérifiée en mesurant le potentiel de membrane des cellules endothéliales et des
cellules musculaires lisses d'artéres hépatiques et mésentériques de rat (Edwards et a/, 1998).
La contribution du potassium dans la relaxation médiée par EDHF a été démontrée dans de

nombreux vaisseaux, incluant ceux de chez 'Homme (Edwards et Weston, 2004) (figure 11 a, c).

 Le peroxyde d'hydrogéne (H.O.): Une quatrieme hypothése quant a la nature d'EDHF
est le peroxyde d’hydrogéne comme cela a hotamment été décrit dans les artéres mésentériques
de souris, mais également humaines (Matoba et al, 2002). Cette hypothése est née de
I'observation que dans certains vaisseaux sanguins, les relaxations non-NO non-PGI, induites par
des agonistes ou par le flux, étaient partiellement inhibées par la catalase et que ces relaxations
induisaient une production de H,O, (Shimokawa et Matoba, 2004). La SOD jouerait un réle
majeur dans la production de H,O, au niveau de I'endothélium pour induire I'hyperpolarisation
endothélium-dépendente (Morikawa et al., 2003). En revanche, les types de canaux potassiques
impliqués au niveau endothélial ou musculaire n'ont pu étre déterminés. De plus, la catalase
n'inhibe pas dans toutes les arteres les relaxations hon-NO non-PGI, dépendantes (Beny ef al,
1991 ; Ellis et al, 2003 ; Chaytor et al, 2003 ; Gluais et al, 2005), et H,O, n'induit pas la
relaxation ou I' hyperpolarisation des cellules musculaires lisses dans toutes les artéres (Chaytor
et al, 2003 ; Gluais et al, 2005), ainsi la nature d'EDHF varie bien en fonction des lits

vasculaires et des especes étudiées (figure 11).

o Le nitroxyl (HNO): a été identifié comme un EDHF tres récemment par Andrews et

al. (2009), responsable des relaxations et des hyperpolarisations endothélium-dépendantes dans
I'artére mésentérique de souris et de rats. Celles-ci sont inhibées en présence de L-cystéine, un

scavenger de HNO (Pino et Feelisch, 1994 ; Irvine et al, 2007). HNO peut avoir plusieurs
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origines : formé par la eNOS (Hobbs et al., 1994 ; Schmidt et al. 1996 ; Rusche et al., 1998)
notamment dans le cas d'une diminution de son co-facteur le BH4 (Fukuto et a/, 1992b ; Pufahl et
al, 1995), par la réduction du NO par le cytochrome ¢ mitochondrial (Sharpe et Cooper, 1998),
par la xanthine oxydase (Saleem et Ohshima, 2004). En revanche, son réle dans les arteres de
résistances n'est pas encore connu. Son action peut tre dépendante ou non de l'activation de la
guanylyl cyclase soluble (Irvine et al, 2003 ; Paolocci et al, 2007) et peut activer les canaux
potassiques dépendants du voltage (Ky) et induire une hyperpolarisation des cellules musculaires

lisses (Irvine et al, 2003 ; Favaloro et Kemp-Harper, 2007) (figure 11b).

Dans tous les cas, I'hyperpolarisation résultante des cellules musculaires lisses s'oppose a
I'activation des canaux calciques dépendants du potentiel ce qui va diminuer voir bloquer I'entrée
de calcium dans ces cellules et donc entrdiner leur reldchement (Cohen et Vanhoutte, 1995 ;
Garland et al., 1995). Les divers mécanismes ne sont pas nécessairement exclusifs, ils peuvent se

produire simultanément, Etre additifs, voire synergiques.
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Figure 11 : Hypotheses quant a la nature d'EDHF.
AA : acide arachidonique, ACh : acétylcholine, BK : bradykinine, BKc IKea et SKeo : canaux potassiques dépendants du
calcium de haute, d'intermédiaire et de faible conductance, [Ca®]i: concentration en calcium intracellulaire, Cyt Paso :

cytochrome Psso, EETs: acides epoxyeicosatrienoiques, H:O.: peroxyde dhydrogéne, JGME: jonction gap
mycendothéliales, Oz : anions superoxydes, PLA; : phospholipase Az, RCPG : récepteur couplé aux protéines G, SOD :
superoxyde dismutase, EC: cellules endothéliales, VSMC: cellules musculaires lisses vasculaires (modifiée d'apres
Shimokawa et Matoba, 2004).

b) HNO module la fonction vasculaire en induisant une relaxation des cellules musculaires lisses (VSMC) en stimulant la
guanylyl cyclase soluble (sGC), soit par réduction (Fe2+) soit par oxydation (Fe3+) du fer, augmentant le GMP cyclique
(cGMP). HNO peut aussi activer les canaux potassiques dépendants de I'ATP (KATP) ou voltage dépendants (Kv) BH4 :
tétrahydrobiopterine, HNO store : stocks de thiol-nytrosylés, ? : mécanismes inconnus (d'apres Irvine et a/, 2008)

c) KC€a2.3 = SKca, KCa3.1 = IKe, Krp: canaux potassiques rectifiants entrants meGJ = jonctions gap myoendothéliales
(d'apreés Grgic et al, 2009).
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1.5.2. Importance d'EDHF :

La voie de signalisation EDHF joue donc un réle physiologique crucial en promouvant la
vasodilatation des artéres et artérioles (Félétou et Vanhoutte, 1985, 1988 ; Garland et a/, 1995 ;
Shimokawa et al., 1996 ; Kohler et al,, 2001). Certes sa nature reste controversée mais il apparatt
comme étant un vasodilatateur majoritaire dans les arteres coronaires et les artéres de
résistance (Suzuki et Chen, 1990 ; Busse et al, 2002 ; Weston et al. 2002), alors que sa
participation est faible dans les vaisseaux de conductance. Les mécanismes vasodilatateurs
varient en fonction du lit vasculaire, et en fonction du degré d'implication des différents
facteurs endothéliaux dans un méme lit vasculaire. Dans l'artére mésentérique de rat, par
exemple, Shimokawa et a/. (1996) ont mis en évidence I'augmentation de l'importance du facteur
EDHF (par rapport au NO) dans les relaxations endothélium-dépendantes lorsque la taille du
vaisseau sanguin est diminuée (proximale/distale). Sandow et Hill (2000) ont montré par
microscopie électronique, un nombre plus important de jonctions gap myo-endothéliales par
cellules musculaires lisses dans l'artére mésentérique distale (3™ ordre) de rat que dans la
proximale (1°" ordre). La corrélation entre l'incidence des jonctions gap myoendothéliales et
I'importance d'EDHF au lieu de NO pour les réponses vasodilatatrices suggére que les jonctions
gap myoendothéliales permettent le couplage avec l'activité d'EDHF, couplage électrique ou le
transfert de petites molécules (Sandow et Hill, 2002). Ces deux études montrent une réponse
graduelle de la contribution d'EDHF par rapport au NO qui serait en partie due a I'augmentation

des jonctions gap myoendothéliales.

1.6 Les facteurs vasoconstricteurs dérivés de I'endothélium (EDCFs) :

Il existe une grande hétérogénéité dans la formation d'EDCFs (endothelium-derived
contracting factors) dépendant des stimuli, des lits vasculaires, de I'dge et des modeles animaux
expérimentaux utilisés. Parmi les facteurs contracturants produits par la cellule endothéliale,
nous citerons en particulier les dérivés du métabolisme de l'acide arachidonique: les
endoperoxydes, le thromboxane A, (TXA;), la prostaglandine H, (PGH;), et la prostacycline
(PGI;), mais aussi les anions superoxydes (O;7), I'endothéline 1 (ET1), 'angiotensine II et 'UTP

dans l'artere cérébrale (Zhao et al., 2008).
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1.6.1. Les dérivés de l'acide arachidonique vasoconstricteurs :

o Endoperoxydes et prostaglandines : L' arachidonique est transformé par la COX-1 en

PGG,, un endoperoxyde cyclique instable et est alors convertie en PGH, par une réaction
peroxydase (Hecker et Ullrich, 1989), le précurseur des prostancides tel que le thromboxane A;
(Moncada et al., 1979). Les endoperoxydes eux-mémes ont la capacité d'induire des contractions
endothélium-dépendantes (Auch-Schwelk et al, 1990 ; Ito et al., 1991 ; Ge et al., 1995). En 1985,
I'équipe de Paul Vanhoutte avait déjd montré que I'acide arachidonique était capable d'induire une
contraction dépendante de I'endothélium sur la veine fémorale de chien et que cette réponse
était bloquée par des inhibiteurs de COXs (Miller et Vanhoutte, 1985). La PGH, et le TXA;
libérés par les cellules endothéliales peuvent se lier aux récepteurs endoperoxyde /
thromboxane (TP) des cellules musculaires lisses (Shirahase et a/., 1988 ; Halushka et a/., 1989 ;
Coleman et al., 1994 ; Yang et al., 2004a ; Gluais et al, 2006, 2007). Le récepteur TP est couplé
a une protéine G hétérotrimérique. Au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires,
l'activation de ce récepteur conduit & la production d'inositol tri-phosphates (IP;) et de
diacylglycérol (DAG) via la phospholypase ¢ (PLC) ou a une inhibition de la production d'AMPc via
I'adénylyl cyclase (Narumiya et al, 1999). La contraction induite par la PGH,/TXA; fait donc
appel & une augmentation du [Ca®']; (influx de Ca®" extracellulaire et/ou libération & partir des
stocks) et une sensibilisation au Ca®* (Ungvari et a/, 2000 ; Murtha et a/, 1999). Leur formation
atténue les relaxations induites par l'acétylcholine dans l'artére rénale isolée humaine (Liischer
et al, 1987a,b). Il faut toutefois noter que le métabolite principal de I'acide arachidonique via les
COXs est la PGI, (Moncada et al, 1979 ; Mombouli et al, 1999). Dans les conditions
physiologiques, I'influence de petites quantités de prostanoides vasoconstricteurs libérés par les
cellules endothéliales est masquée par la production de PGI,, de NO et d'EDHF (Mombouli et al.,
1999) (figure 12).

o La prostacycline : Levy et al (1980) ont montré que la prostacycline était capable

d'induire des contractions des cellules musculaires lisses par son action sur les récepteurs TP, et
qui a été confirmé en 1994 par Williams et al. Au cours des contractions induites par
I'acétylcholine, il y a une plus forte libération de prostacycline que de prostaglandines (Gluais et
al., 2005) qui ne produit pas une vasodilatation mais une vasoconstriction (Rapoport et Williams,
1996). Cette contraction peut €tre de faible importance et transitoire du fait de la faible
affinité de la prostacyline pour les récepteurs TP et par sa rapide dégradation en un métabolite
inactif, le 6-kéto-PGFy, (Gluais et al, 2005). De plus, il semblerait que la prostacycline et les

endoperoxydes soient les EDCFs impliqués dans les contractions induites par I'acétylcholine, mais
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dans le cas d'autres agoniste (ionophore calcique A23187, ADP, endothéline 1, thrombine ou
nicotine) se serait plutét le thromboxane A, qui aurait le rdle dEDCF (Katusic et a/, 1988 ;
Shirahase et al., 1988 ; Auch-Schwelk et Vanhoutte, 1992 ; Taddei et Vanhoutte, 1993 ; Derkach
et al, 2000 ; Gluais et al, 2005, 2006, 2007) (figure 12).

1.6.2. L'endothéline 1 (ET1) :

La stimulation des cellules endothéliales par la thrombine, l'interleukine 1, le facteur de
croissance TGFR1, I'adrénaline, l'ionophore calcique A23187, la vasopressine ou encore les
catécholamines (Yanagisawa et a/, 1989 ; Schini et Vanhoutte, 1991 ; Lischer et al, 1996) peut
conduire & la synthese de I'ET1 & partir de la prohormone big-endothéline, grdace a I'enzyme de
conversion de I'endothéline (Yanagisawa et a/, 1988 ; Masaki et al, 1995). L'endothéline est un
puissant peptide vasoconstricteur qui permet le maintien du fonus vasculaire basal mais ses
effets sont modulés en fonction des localisations anatomiques et des conditions
physiopathologiques. Il s'agit d'une famille de peptides de trois structures différentes [ET1, ET2
et ET3, (Kedzierski et al, 2001)]. La contraction fait suite a la liaison de 'ET1 a ses récepteurs
ETa et ETg présents sur les cellules musculaires lisses. Ces récepteurs sont couplés a la protéine
G hétérotrimériques et leur activation conduit a I'augmentation de la [Ca®'Ji par la libération des
stocks intracellulaires et l'influx de Ca® extracellulaire mais également & I'augmentation de la
sensibilité de l'appareil contractile au Ca®* (Sakurai et al., 1992 ; Ungvari et a/, 2000 ; Goto et
al., 1996 ; Miwa et al,, 1999). Une fois libérée par I'endothélium, I'ET1 peut également agir sur ses
récepteurs ETB endothéliaux (Sakurai et al,, 1992 ; Masaki, 1995 ; Schiffring et Touyz, 1998) et
conduire ainsi @ une vasodilatation artérielle via la production de NO, PGI, et EDHF. Enfin, I'ET1
peut conduire a la libération de TXA; par les cellules endothéliales (Oriji et al., 1999 ; Hollenberg

et al, 1994).

1.6.3. Les especes réactives de I'oxygene (ROS) :
Les cellules endothéliales peuvent produire différents types d'espéces réactives de |'oxygéne
(ROS, reactive oxygen species), H,O, et O, en réponse aux forces de cisaillement, a des
agonistes endothéliaux telle que la bradykinine (Shimizu et a/., 1994) ou bien lors de l'activation
des COXs (Katusic et al, 1988). Les O,  peuvent &tre produits par différentes enzymes
endothéliales telles que la eNOS, la xanthine oxydase, la NADPH oxydase, les COXs (Zalba et al.,
2000 ; Vanhoutte, 2001 ). L'interaction des O, avec le NO conduit & une diminution des effets

vasodilatateurs du NO via la formation de peroxynitrites (Rubanyi et Vanhoutte, 1986 ;
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Gryglewski et al, 1986 ; Auch-Schwelk et al, 1992 ; Cosentino et al, 1994 ; Tschudi et al,
1996 ; De Lano et al, 2006 ; Kagota et al/, 2007 ; Miyagawa et al, 2007 ; Macarthur et al.,
2008) et a une perte de sa biodisponibilité (Kojda et Harrison, 1999). Les O," peuvent aussi
induirent une contraction comme par exemple dans l'artére cérébral de chien (Katusic et al,
1988 ; Katusic et Vanhoutte, 1989). Ils peuvent également faciliter la mobilisation du Ca*
cytosolique dans la cellule musculaire lisse vasculaire en inhibant la dégradation de I'IP; ou en
inhibant les SERCAs (Suzuki et Ford, 1992 ; Elmoselhi et al, 1996) ou encore promouvoir la
sensibilisation des éléments contractiles au Ca®* via la PKC (Jin et al., 1991). L'augmentation du
stress oxydant est aussi associée a une diminution des relaxations endothélium-dépendantes et
les antioxydants sont capables d'améliorer ces réponses in vitro et in vivo chez I'animal (Aubin et
al., 2006 ; Liu et a/, 2007) mais aussi chez 'homme (Kanani et a/., 1999 ; Taddei et a/., 2001b ;
Holowatz et Kenney, 2007) (figure 12). [Le chapitre 3 est consacré au lien stress oxydant et

dysfonction endothéliale].

1.6.4. L'angiotensine IT :

La cellule endothéliale présente a sa surface I'enzyme de conversion qui permet la conversion de
I'angiotensine I en angiotensine II. La plupart des effets pharmacologiques observés avec
I'angiotensine IT est médiée par les récepteurs AT1 [Voir paragraphe 2.1.4].
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Figure 12 : Les facteurs vasoconstricteurs endothéliaux.

AA : acide arachidonique ; ACh: acétycholine ; ADP: adénosine diphosphate ; H;O;: peroxyde d'hydrogene ; m:
récepteur muscarinique ; P: récepteur purinergique ; PGD,: prostaglandine D, ; PGE, : prostaglandine E; ; PGFp,:
prostaglandine Fp, ; PGI,: prostacycline ; PLA,: phospholipase A ; ROS : especes réactives de l'oxygene ; TXA;:
thromboxane Az ; X+XO = xanthine plus xanthine oxydase (d'aprés Tang et Vanhoutte, 2009).
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CHAPITRE 2: L

PATHOLOGIES VASCULAIRES

Si la France bénéficie d'une position relativement avantageuse en matiere de mortalité
cardiovasculaire, caractérisée par une baisse des taux de décés d'environ 25% entre 1981 et
1991 pour la tranche d'dge de 35 a 64 ans, les maladies cardiovasculaires demeurent un probléme
important de santé publique (source: Programme national de réduction des risques
Cardiovasculaires, 2002-2005, Ministére délégué a la Santé). Elles sont de loin la 1% cause de
déces chez les femmes (93 571, soit 36%) et la 2", derriére les cancers chez les hommes (29%
contre 32%). Chez les plus de 65 ans, elles représentent la 3*™ cause de mortalité prématurée
derriere les cancers et les morts accidentelles et violentes (16 et 12% chez les hommes et les

femmes respectivement)(source : La recherche cardio-vasculaire en France, GRRC).

Au niveau international, les maladies cardiovasculaires constituent, la encore, la 1° cause
de mortalité. Elles sont responsables chaque année du déces de plus de 17 millions de personne,
soit 30% de la mortalité dans le Monde (source : Sanofi-Aventis). L'étude MONICA, placée sous
I'égide de 'OMS, a permis de confirmer la baisse de mortalité coronaire dans le Monde au cours
des années 80, mais si la mortalité diminue, le nombre de types de pathologies continue de
progresser. Aujourd'hui le vieillissement est devenu un sujet de préoccupation, plus d'une
personne sur 10 est dgée de 65 ans et plus, chez qui, environ 70% des déces proviennent de

maladies cardiaques et d'accidents vasculaires cérébraux puis de cancers.

Nous avons vu jusqu'a présent que I'endothélium joue un réle tout a fait primordial dans le
maintien du tonus et de lintégrité vasculaire et notamment par la sécrétion de médiateurs
vasodilatateurs et vasoconstricteurs. Dans la plupart des pathologies vasculaires, cet équilibre va
étre rompu par atténuation de la fonction vasodilatatrice de I'endothélium (Vanhoutte, 1989 ;
Vanhoutte, 1991 ; Vanhoutte et al,, 1995). On parle alors de dysfonction endothéliale. Elle peut se
manifester suite d une diminution de sécrétion des facteurs vasodilatateurs et/ou par
I'augmentation des facteurs vasoconstricteurs au sein de I'endothélium (Figure 13). Elle peut
aussi €tre la conséquence d'une diminution de la sensibilité des cellules musculaires pour les

facteurs vasodilatateurs comme le NO, la prostacycline ou 'EDHF. L'augmentation des espéces
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réactives de l'oxygéne au hiveau des cellules endothéliales et musculaires lisses est tres
certainement une cause majeure de dysfonction endothéliale mais ne saurait expliquer a elle

seule la dysfonction endothéliale.
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Figur‘e 13: La dYSfOHCﬁOH endothéliale. AA: acide arachidonique, AC: adénylyl cyclase, EDHF :
facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium, eNOS : NO synthase endothéliale, ET1: endothéline 1, GCs : guanylyl

cylase soluble, K™: potassium, NO: monoxyde dazote, O, : ahions superoxyde, PGH: prostaglandine Hp PGI::
prostacycline, TXA; : thromboxane A,.

2.1 Hypertension artérielle (HTA) systémique

L'hypertension artérielle se définit lorsque les mesures effectuées en consultation sont
supérieures ou égales a 140 mmHg pour la systolique et 90 mmHg pour la diastolique. Cette
évolution des chiffres tensionnels peut &tre dorigine essentielle, c'est-a-dire sans cause
spécifique reconnue, ou secondaire d une pathologie rénale, endocrinienne. L'hypertension
artérielle est a la fois une pathologie cardiovasculaire en elle-méme et est un facteur de risque
de maladies cardiovasculaires. Jusqu'en 1950, il n'existait pas de traitement efficace de
I'hypertension artérielle et I'utilisation des médicaments anti-hypertenseurs a considérablement

augmentée l'espérance de vie des patients hypertendus.
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2.1.1. Pathophysiologie (d'aprés l'ouvrage de Silbernagl et Despopoulos).

L'HTA peut avoir pour causes: a) une augmentation du volume du compartiment
extracellulaire, accompagnée d'un retour veineux plus important, d'ol une élévation consécutive
du débit cardiaque (hypertension de volume) ou, b) une augmentation des résistances
périphériques (hypertension de résistance). Comme les différents types dhypertension
provoquent des Iésions des parois artérielles dont les résistances augmentent, I'hypertension de
volume se transforme dans le temps en hypertension de résistance ; il s'établit donc, quelque soit
I'origine de I'hypertension, d'un cercle vicieux. Le volume du compartiment extracellulaire devient
plus important si I'entrée de NaCl (et d'eau) est supérieure a la sortie. Une des causes de la
forme la plus connue d'hypertension appelée essentielle ou primaire pourrait &tre |'apport
alimentaire généralement trop riche en NaCl surtout chez les patients dits sensibles au sel. Une
hypertension de volume se produit également si, consécutivement a une insuffisance rénale par
exemple, un apport relativement faible en NaCl ne peut plus &tre équilibré, ou si une tumeur
surrénale produit de maniére incontrdlée une trop grande quantité d'aldostérone, amenant ainsi
une rétention de Na’. D'autres causes importantes de [I'hypertension artérielle sont le
phéochromocytome, tumeur produisant des catécholamines qui induisent a la fois une
augmentation du débit cardiaque et de la résistance périphérique totale, ainsi que I'hypertension
rénale (suite a une sténose rénale par exemple). Dans ce dernier cas, la libération de rénine est
accrue ce qui augmente la pression sanguine par le systeme rénine-angiotensine.

La Figure 14 résume les principaux mécanismes physiologiques impliqués dans la régulation
de la pression artérielle : le systeme nerveux autonome sympathique, le systeme rénine-
angiotensine, les dérivés vasoactifs de I'endothélium (NO, endothéline). De plus le remodelage,
vasculaire et cardiaque, associé a |'hypertension, participe d I'aggravation de la pathologie. Le réle
des facteurs de croissance (angiotensine II) et des inhibiteurs de cette croissance (NO)
impliqués dans ce phénomene de remodelage sont aussi des cibles pharmacologiques. L'HTA
retentit principalement sur quatre organes cibles : le coeur, le rein, le cerveau et la rétine. Au
niveau cardiaque, la majoration des résistances artérielles entrdine une augmentation chronique
du travail du cceur, en particulier du ventricule gauche qui s'hypertrophie, évoluant vers
I'insuffisance cardiaque. Au niveau rénal, les petites artéres ont tendance a se scléroser, le débit
de filtration diminue et linsuffisance rénale appardit progressivement. L'athérosclérose au
niveau des artéres irrigant le cerveau augmente le risque d'accidents vasculaires cérébraux
ischémiques et hémorragiques. Au niveau rétinien, IHTA favorise la rétinopathie hypertensive.

Actuellement, on tente de traiter I'hypertension avant qu'elle ne devienne symptomatique. La
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prise en charge de 'HTA fait appel a des mesures hygiéno-diététiques et a des traitements

médicamenteux. L'objectif est de normaliser les chiffres tensionnels de fagon a réduire le risque

cardio-vasculaire et a prévenir la survenue ou l'aggravation des complications au niveau des

organes cibles.

La premiére mesure est hygiéno-diététique :

éviter de fumer (génére l'athérosclérose),

ne pas consommer trop dalcool (selon le Programme National Nutrition et
Santé: 3 verres de vin par jour pour un homme de poids moyen et 2 pour une
femme),

en cas d'hypercholestérolémie diminuer le taux de cholestérol (alimentation ou
médicaments) car c'est un facteur de risque de maladies cardiovasculaires,
maigrir si nécessaire, car la surcharge pondérale est un facteur de risque accru
elle provoque la dyslipidémie, I'hypercholestérolémie donc I'athérosclérose, ainsi
que le diabéte ; 'obésité abdominale constitue un risque encore plus grand,

avoir une alimentation équilibrée (fruits, Iégumes et moins de matiéres grasses)
limiter la consommation de sel

avoir une activité physique réguliere

Si ces mesures sont suivies et ne suffisent pas pour que la tension baisse, il faut envisager un

traitement médicamenteux a choisir en fonction du profil du patient, de la sévérité de 'HTA, de

son stade d'évolution, des facteurs de risques et des maladies associées :

les diurétiques, agissant sur le rein au augmentant I'élimination de I'eau et du sel
les béta-bloquants, entrdinant une diminution du tonus béta adrénergique et
diminuant la sécrétion de rénine

les inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC), diminuant les concentrations de
I'angiotensine II et de l'aldostérone

les antagonistes des récepteurs de l'angiotensine II (sartans), diminuant
I'action tensive de I'angiotensine IT

les antagonistes du calcium ou inhibiteurs calciques, diminuant le tonus
vasoconstricteur des vaisseaux sanguins

les alpha-bloquants périphériques, entrainant un risque d’hypotension au début
du traitement

les antihypertenseurs centraux, agissant directement sur les centres nerveux

au hiveau du cerveau, diminuant le tonus sympathique
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Figure 14 :
Principaux acteurs
dans la régulation
de la pression

artérielle.
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2.1.2. Hypertension artérielle et fonction endothéliale :

Les maladies cardiovasculaires telles que I'hypercholestérolémie, le diabete, I'angine de

poitrine ou I'hypertension sont caractérisées par une dysfonction endothéliale et une réduction

de la vasodilatation médiée par I'endothélium (Vanhoutte, 1989, 1991 ; Vanhoutte et Boulanger,

1995 ; Mollnau et a/, 2002) notamment dans le modele animal d’hypertension et chez le patient

hypertendu (Linder et a/, 1990 ; Panza et al, 1990 ; Taddei et a/, 1993, 1995, 1997b, 2000 ;

Vanhoutte, 1996).

De nombreuses études chez I'homme et I'animal ont montré quune dysfonction

endothéliale, caractérisée par une diminution significative des relaxations endothélium-

dépendantes due notamment a la réduction de la biodisponibilité du NO, appardit tres
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précocement dans le développement de la plupart des pathologies cardiovasculaires comme
I'hypertension artérielle (Mombouli et Vanhoutte, 1999) De plus, il a été montré que dans les
artéres mésentériques d'une souche de rats spontanément hypertendus, les SHR (Spontaneously
Hypertensive Rats), 'hyperpolarisation et la relaxation médiées par EDHF sont inhibées (Fujii et
al, 1992 ; Goto et al., 2000) ; des traitements a visée anti-hypertensive utilisant les inhibiteurs
du systeme rénine-angiotensine (inhibiteur de I'enzyme de conversion, I'Enalapril et antagonistes
des récepteurs AT1 de l'angiotensine II, le Candesartan) restaurent les réponses médiées par
EDHF (Fujii et al., 1992 ; Goto et al., 2000). Ces traitements antihypertenseurs permettent aussi
une restauration du niveau d'expression des connexines Cx37, Cx40 et Cx43 dans les artéres
mésentériques de rats SHR similaire a celui des rats contréles (Kansui et a/, 2004). Ces travaux
suggerent que la dysfonction endothéliale affectant la composante EDHF chez ces animaux
pourrait s'expliquer par une altération de I'expression des connexines Cx37, Cx40 et Cx43 en

réponse d l'angiotensine IT.

2.1.3. Lien étroit entre stress oxydant, angiotensine IT et hypertension

artérielle :

Les ROS jouent un réle important dans la physiopathologie de I'hypertension. Il y a de
nombreuses études qui ont montré la présence de ROS dans différents modeles d’hypertension
artérielle. C'est le cas dans les modéles expérimentaux d'hypertension artérielle : induite par
I'administration chronique d'angiotensine II (Laursen et al, 1997 , Virdis et al., 2004), induite par
le sel chez les rats Dahl (Tojo et al., 2002 ), associé¢e a l'obésité (Dobrian et al., 2001), induite
par les minéralo-corticoides (Wu et a/, 2001 ; Virdis et al, 2002), dans le modeéle 2 reins/1 clip
(Welch et al, 2003). Il en est de méme dans les modéles d'hypertensions génétiques, tels que les
SHR (Zalba et al, 2000) et les SHRSP (stroke-prone SHR) (Chen et al, 2001). Il a été décrit
une augmentation de l'activation de la NADPH oxydase (Rajagopalan et al., 1996 ; Griendeling et
al, 2000 ; Zalba et al., 2000 ; Chen et al., 2001 ; Lassegue et Clempus, 2003 ) et de la xanthine
oxydase (Fortepiani et al, 2003), un découplage de la eNOS [voir paragraphe 3.3] (Milstien et
Katusik, 1999 ; Cosentino et al, 2001 ; Vasquez-vivar et al, 2002) impliqués dans la formation
des ROS dans ces modéles. L'inhibition de I'apparition du stress oxydant par l'apocyhine ou
I'allopurinol, deux antioxydants inhibant respectivement la NADPH oxydase et la xanthine
oxydase, par la capture des ROS avec des antioxydants (vitamine E) ou |'utilisation d'analogues de
la superoxyde dismutase permettent de diminuer la pression artérielle et de prévenir le

développement de I'hypertension artérielle dans les modéles d'hypertension expérimentaux

49



(Sharma et al, 1996 ; Chen et al, 2001 ; Frenoux et al, 2002 ; Park et al, 2002 ; Tanito et al,
2004). Ces effets bénéfiques ont été attribués a I'amélioration de la fonction endothéliale et la
diminution de I'état inflammatoire des vaisseaux (Touyz et a/., 2000 ; Wilcox, 2002). Des données
similaires ont été démontré en clinique chez des patients atteints d'hypertension artérielle
essentielle (Prabha et al, 1990 ; Sagar et al,, 1992 ; Lacy et al,, 2000 ; Minuz et al.,, 2002 ;
Stojiljkovic et al,, 2002), mettant en avant la perte des moyens endogenes de défenses
antioxydantes (Russo et al., 1998), 'augmentation de l'activité de la NADPH oxydase contribuant
a l'apparition de stress oxydant (Berry et al, 2000 ; Bengtsson et al, 2003). Touyz et ses
collaborateurs ont d'ailleurs suggéré que l'activation du SRA serait l'activateur majeur de la

NADPH oxydase et de la formation des ROS dans I'hypertension humaine (Touyz et a/., 2003a).

L'élévation du taux d'angiotensine II constitue aussi l'un des facteurs majeurs
d'aggravation de la dysfonction endothéliale (Rajagopalan et al, 1996) observée dans de
nombreuses pathologies cardiovasculaires, comme langine de poitrine, le diabéte,
I'nypercholestérolémie ou encore I'hypertension artérielle (Vanhoutte, 1997). L'angiotensine II
est un peptide multifonctionnel jouant un réle dans le maintien de la pression artérielle, ayant
des effets prolifératifs au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires et des
cardiomyocytes et qui a également été identifié comme un médiateur pro-inflammatoire [voir
paragraphe 2.1.4, ci-aprés] (Touyz et al, 2005). L'angiotensine II diminue aussi la
biodisponibilité du NO, un phénoméne qui pourrait &tre principalement la conséquence d'une
formation accrue de ROS et en particulier d'anions superoxydes qui sont capables d'interagir et
de dégrader le NO par formation de peroxynitrites (Mugge et al/, 1991). En effet, 'angiotensine
IT active la NADPH oxydase, source majeure d'espéces réactives de I'oxygéne produite au niveau
des cellules endothéliales (Landmesser et al, 1997). Il a été montré par Landmesser et a/. (2002)
que des souris knock-out pour la sous-unité p47°"* de la NADPH oxydase ne développent pas
d'hypertension artérielle ni de production de ROS suite a l'infusion chronique d'angiotensine II.
De plus Sarr et al. (2006) ont montré que I'administration chronique d'angiotensine II chez le rat
induit une hypertension artérielle qui est associée a une diminution des relaxations endothélium-
dépendantes de l'aorte. La dysfonction endothéliale observée est caractérisée par une
augmentation de |'expression de la NADPH oxydase associé a un fort stress oxydant au niveau de

I'aorte, diminuant la biodisponibilité du NO.
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Type of hypertension ROS bioavailability
Human hypertension

Mild essential hypertension 0
Severe hypertension +
Salt-sensitive hypertension +
Malignant hypertension +
Renovascular hypertension +
Pre-eclampsia +

Genetic forms of hypertension
SHR and SHRSP "
Experimentally induced hypertension

Angiotensin II-infused +
Norepinephrine-infused 0
Salt-sensitive (Dahl SS, salt-loaded SHRSP)  +
Lead-induced +
Obesity-associated +
2-kidney 1-clip +
Postmenopausal +
Mineralocorticoid +

Figure 15: Formes dhypertension cliniques et expérimentales impliquant un

stress oxydan’r. +: augmentation du statut oxydant, O : pas de changement, SHR spontaneously hypertensive rats,
SHRSP stroke-prone SHR (d'aprés Touyz et Schiffin, 2004).

2.1.4. Importance du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA)

dans les pathologies vasculaires :

Le SRAA joue un rdle important dans la régulation de la pression artérielle et des
fonctions cardiovasculaires. Ce systéeme affecte le cerveau, I'hypophyse, le cceur, les vaisseaux,
le foie, les reins, les glandes cortico-surrénales (Figure 16). L'angiotensine IT est le principal
effecteur de ce SRAA, jouant un réle important dans la régulation de la pression artérielle,
I'homéostasie hydrosodée et la régulation de la soif, la sécrétion d'aldostérone, le tonus des
cellules musculaires lisses vasculaires. L'activation chronique du SRAA est impliquée dans de
nombreuses pathologies cardiovasculaires telles que I'hypertension artérielle, les maladies
chroniques rénales, l'athérosclérose, le diabete, linsuffisance cardiaque et linfarctus du
myocarde (Figure 16). Des essais cliniques pertinents ont démontré que le blocage du SRAA
diminue la morbidité et la mortalité de I'hypertension artérielle, de I'infarctus du myocarde, de
I'insuffisance cardiaque, des complications de |'athérosclérose (coronaropathies, néphropathies)
ainsi que celles du diabéte, pathologies souvent intriquées, il a ainsi été admis que la meilleure
stratégie pour la prévention des maladies cardiovasculaires était |'inhibition du SRAA (Zaman et

al, 2002). L'utilisation d'inhibiteurs de |'enzyme de conversion de |'angiotensine (IEC) ou
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d'antagonistes des récepteurs AT; de |'angiotensine II semble appropriée pour traiter les

pathologies cardiovasculaires impliquant le SRAA et prévenir les complications attendues.

En plus du SRAA circulant, il existe des évidences aujourd'hui pour la présence de ce
systeme au sein méme des tissus d'organes spécifiques tels que le rein (Mezzano et a/,, 2003q, b ;
Hollenberg et al, 2003), le coeur (Danser et al., 1997 ; Arakawa et al, 2000 ; Frustaci et al.,
2000), les yeux (Strain et al., 2002), le cerveau (Sakai et Sigmund, 2005 ; Lavoie et a/., 2003),
I'endothélium vasculaire (Dzau, 2001), le pancréas (Leung et al., 2003 ; Hanes et al., 2004) et les
tissus adipocytaires (Faloia et a/, 2002 ; Engeli et al, 2000). Le SRAA local joue un rdle
important dans la régulation de 'homéostasie du tissu. Par exemple, le SRAA rénal exerce de
multiples effets directs sur la vasoconstriction rénale, la réabsorption et l'excrétion sodée
(Mezzano et al, 2003 a, b ; Hollenberg et al., 2003) (figure 16). Ce systéme intervient aussi sur
des fonctions cérébrales comme la mémoire ou |'apprentissage, ce qui permet d'envisager de

nouveaux fraitements pour prévenir les méfaits dus d |'dge comme les troubles cognitifs.

Cerveau Yeux (diabéte)

Tissus adipocytaires

(obésité, hypertension) Ceceur (infarctus post-myocardique,

défaillance ventricullaire)
Glandes surrénales et reins Pancréas (pancréatite)
(diabéte, neuphropathie)
Vasculature
(diabéte, athérosclérose,

hypertension...)

Systéme reproducteur

Figure 16 : Activation du systéme rénine-angiotensine tissulaire et local dans de

nombreuses pathologies
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2.1.4.1. Acteurs du systeme rénine-angiotensine-aldostérone :

Angiotensinogéne

Angiotensine I

Tonine
Cathepsine

Angiotensine IT

Aminopeptidase A
Rétrocontrole \

négatif Angiotensine IIT
Récepteurs AT1 et AT2 Aminopeptidase N\

Angiotensine TV

Récepteurs AT4

Figure 17 : Le systeme rénine-angiotensine.
ECA : enzyme de conversion de l'angiotensine, AT1, AT2 et AT4: récepteurs de type 1, 2 et 4 a l'angiotensine IT. Voie
enzymatique principale en rouge et secondaire en verte

« L'angiotensinogene : est une glycoprotéine, est le seul précurseur protéique de la famille de
ces peptides : angiotensines I, IT, ITI, IV et angiotensine-(1-7). L'angiotensinogene circulant
provient essentiellement des hépatocytes, mais cette prohormone est aussi synthétisée dans le
cerveau, le ceceur, les vaisseaux, les reins et les adipocytes. Dans la circulation, la voie
enzymatique principale utilise la rénine qui le fransforme en un décapeptide, |'angiotensine I. La
sécrétion de rénine qui est la premiére étape de régulation du SRAA est un processus endocrine
(Ardaillou et Michel, 1999). D'autres enzymes comme la cathepsine produites dans certains
organes (foie, coeur), constituent des voies paralléles de synthese directe d'angiotensine IT

(Figure 17).
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« La rénine : elle a été découverte par Tigerstedt et Bergman en 1898 comme une substance

pressive dans le cortex rénal. En 1934, Goldblatt et al/ ont montré que la diminution du flux
sanguin dans les artéres rénales provoque une augmentation prolongée de la pression artérielle. Il
est maintenant bien admis que cette hypertension ischémie-dépendante est due a la synthése
d'un agent presseur, |'angiotensine II, a partir d'une chdine de réactions enzymatiques
complexes impliquant la rénine (Fasciolo, 1990). La rénine est une enzyme protéolytique présente
dans la circulation et dans de nombreux tissus mais elle est exclusivement produite au niveau des
cellules de I'appareil juxta-glomérulaire rénal (Reudelhuber et al., 1994) (figure 17). La sécrétion
peut €tre induite par une chute de la concentration plasmatique de sodium, par une diminution de
la pression de perfusion rénale, par les agonistes B adrénergiques, et |'angiotensine IT exerce un
rétrocontrdle négatif sur cette sécrétion. Un récepteur spécifique de la rénine et de la
prorénine a été cloné par Nguyen et al. (2002), c'est d'une part un cofacteur de la rénine qui
augmente son activité catalytique de clivage de I'angiotensinogéne (Methot et al, 1999 ; Prescott
et al, 2002), d'autre part il active la phosphorylation de MAP kinases impliquées dans les
processus de prolifération et de fibrogenese. Ils sont localisés sur les cellules mésangiales
glomérulaires et les cellules musculaires lisses vasculaires (Nguyen G et coll., 1996). Le récepteur
représenterait un moyen de capture de la (pro) rénine permettant de concentrer la (pro) rénine a
la surface des cellules musculaires lisses vasculaires, a l'interface avec les cellules endothéliales.
Ainsi la génération de l'angiotensine I, puis de l'angiotensine IT est beaucoup plus efficace

puisque a proximité des récepteurs AT; et AT..

« L'angiotensine I et enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA): l'angiotensine I
ne posséde pas dactivité par elle-méme, mais se trouve rapidement convertie par 'ECA en un
octapeptide, l'angiotensine II, un puissant vasoconstricteur. LECA est liée a la membrane
plasmique des cellules endothéliales, particuliérement abondante dans les vaisseaux pulmonaires,
mais aussi exprimée dans les systémes vasculaires du coeur, du cerveau, du muscle strié et du
rein. En conséquence, l'angiotensine II formée /n situ peut contrdler localement le tonus
vasculaire de différents lits vasculaires. De plus 'ECA n'est pas spécifique et dégrade un certain
nombre d'autres peptides comme la bradykinine, agent vasodilatateur qu'elle inactive. L'ECA est
bloquée par les inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC)(figure 17).

La chymase, autre enzyme impliquée dans la formation de I'angiotensine I en angiotensine II, est
une enzyme présente dans divers tissus dont le coeur. Son action est spécifique a I'opposé de

I'ECA, et son activité n'est pas modifiée par les IEC (figure 17).
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« L'angiotensine II : la biosynthése de I'angiotensine II se fait comme hous l'avons vu ci-

dessus par deux voies : la classique connue depuis longtemps, mettant en jeu la rénine et 'ECA; et
une voie de connaissance plus récente, mettant en jeu une chymase jouant le méme réle que 'ECA
et d'autres enzymes permettant la transformation directe de I'angiotensinogéne en angiotensine
IT (Figure 17). La plupart des effets de I'angiotensine II résultent de sa fixation aux récepteurs
ATI, mais il existe une part non négligeable d'effets médiés par 'AT2, deux récepteurs couplés

aux protéines G [voir paragraphe 2.1.4.2] (figure 18).

Récepteur AT1 Récepteur AT2
Distributions Ubiquitaire Tissus foetaux majoritairement
(pour revue : Tissus adultes: Tissus adultes:
Chung et Unger; Vaisseaux sanguins Vaisseaux sanguin (endothélium)
1996) (cellules musculaires lisses) Myocarde
Coeur Cerveau
Cerveau Glandes surrénales
Reins Ovaires et utérus
Vasoconstriction : Vasodilatation par synthése de

NO :

—» effet anti-hypertensif

. X (Ichiki et al, 1995 ; Barber et al,
—> hyperplasie vasculaire | 1995 : Gigante et af, 1998)

Synthése de MEC : Autres effefs :
=—> hypertrophie —» Anti-mitogéne

InoTrope/chrqr}o:rrope posi.’rif i —p Anti-prolifératif
contractilité myocardique
et hypertrophie

—» effet hypertensif

Prolifération cellulaire :

—» Anti-différenciation
cellulaire
Syntheése d'aldostérone : -

rétention sodée, Apoptose

élimination potassium (Li et al., 1998)

RC négatif sur appareil
juxtaglomérulaire :

= inhibe synthese rénine

RC positif sur le foie :
active synthese
angiotensinogene

Au niveau central:

active systeme
sympathique

=>  synthése noradrénaline
—» dipsogene

Figure 18 : Caractéristiques des récepteurs ATl et AT2 a I'angiotensine II.

MEC : matrice extracellulaire, RC : rétrocontrile

« L'angiotensine ITI et IV : L'aminopeptidase de type A produit |'angiotensine III & partir

de l'angiotensine II en détachant |'acide aspartique et |'aminopeptidase de type N clive

I'angiotensine III en angiotensine IV (Zini et al, 1996) (Figure 17). L'angiotensine III se fixe
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aux récepteurs de I'angiotensine IT avec la méme affinité que cette derniére et donne les mémes
effets. L'angiotensine IV ou angiotensine-(3-8), est un fragment de la protéolyse de
I'angiotensine II, qui a longtemps été considéré comme un produit de dégradation inactif des
angiotensines IT et ITI. La découverte d'un site spécifique, le récepteur AT, (de Gasparo et al,
2000), exprimé dans de nombreux tissus tels que le cerveau, les reins, le ceeur et les vaisseaux,
ainsi que la preuve d'effets physiologiques 7/ vivo, ont amené a considérer actuellement
I'angiotensine IV comme un effecteur du SRAA mais ayant des effets complexes. En effet,
L'angiotensine IV augmente le flux sanguin dans le cortex rénal, la cochlée et le cerveau, par le
biais d'un effet vasodilatateur (Thomas et Mendelsohn, 2003). En revanche, dans certains lits
vasculaires, I'angiotensine IV montre un effet vasoconstricteur par son action sur les récepteurs
ATI. Ces effets opposés vasodilatation / vasoconstriction seraient mis en évidence dans le cas

d'un blocage du récepteur ATl ou AT2 (Loufrani et al., 1999).

« L'angiotensine-(1-7) : L'angiotensine I peut aussi étre transformée en angiotensine-(1-7)
par des endopeptidases neutres. Selon le tissu ou |'organe, la synthése de I'angiotensine-(1-7)
est contrdlée par d'autres enzymes telles que la néprilysine (I'endopeptidase neutre 24-11) ainsi
qu'un homologue de I'ECA découvert récemment, |'ECA2 (Donoghue et al, 2000). C'est une
métalloprotéase zinc-dépendante, qui régule négativement le SRAA. L'ECA2 est exprimée dans
I'endothélium vasculaire au hiveau rénal et cardiaque. L'ECA2 dégrade |'angiotensine I en
angiotensine-(1-9) le précurseur inactif de |'angiotensine-(1-7), mais aussi l'angiotensine IT
directement en angiotensine-(1-7) (Santos et al, 2000). Enfin, |'angiotensine-(1-7) est, comme
I'angiotensine I et la bradykinine, un substrat endogéne de I'ECA qui la dégrade par clivage en
angiotensine-(1-5), un pentapeptide inactif (Chappell et a/, 1998). La mise en évidence du
récepteur de |'angiotensine-(1-7) (ATi.7) et d'un site spécifique de fixation de I'angiotensine-(1-
7) remonte a plus d'une dizaine d'années (Santos et al, 1994 Ferrario et Iyer, 1998).
L'angiotensine-(1-7) n'a pas d'effet vasoconstricteur, n'entrdine pas d'augmentation d'origine
centrale de la pression artérielle, ne déclenche pas le mécanisme dypsique. Ferrario a montré un
effet dépresseur, vasodilatateur et une action antihypertensive de ce peptide (Ferrario et al.,
1997). Elle augmente la synthese et la sécrétion de prostaglandines relaxantes, potentialise
I'action de la bradykinine et stimule la sécrétion de monoxyde d'azote, comme I'indique un
certain nombre de travaux expérimentaux (Brosnihan et al, 1996 ; Iyer et al, 2000). Enfin de
nombreux travaux ont montré qu'elle s'oppose & I'action proliférative et au remodelage

vasculaire dus a I'angiotensine IT (Freeman et al, 1996 ; Strawn et al,, 1999) (figure 17).
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I Angiotensine 1-7) I—p Natriurése

T Inhibition de la croissance cellulaire

I Angiotensine T I

Rétention du Na*

l Prolifération cellulaire
Angiotensine IT
. . Modulation de la croissance
Angiotensine IIT cellulaire

l Différenciation cellulaire

I Angiotensine IV |—>

Apoptose

Vasoconstriction /in vitro

Figure 19 : Récapitulatif des effets des couplages Angiotensine et récepteurs.

AT : récepteur d l'angiotensine.
2.1.4.2. Récapitulatifs des effets de l'angiotensine IT :

Il a été montré que l'angiotensine II, en plus de réguler la pression artérielle, a des
fonctions autocrine et paracrine dans de nombreux organes et tissus ou elle est localement
synthétisée (cceur, rein, cerveau) (Dzau, 1984). L'angiotensine II stimule |'expression de
molécules d'adhésion des leucocytes, des cytokines inflammatoires et augmente le stress
oxydant, lui-méme responsable du déséquilibre de la balance endothéliale entre le monoxyde
d'azote (NO) et les radicaux libres. Inversement, les cellules inflammatoires génerent des
enzymes telles que I'ECA, favorisant une augmentation de la production locale d'angiotensine IT
dans la paroi vasculaire, instaurant un véritable cercle vicieux. L'angiotensine IT agit aussi
comme un facteur de croissance pour les cellules musculaires lisses vasculaires et elle induit la
néoangiogenése. La perfusion d'angiotensine IT & des souris ApoE”" entrdine une augmentation de
I'athérosclérose (Babamusta et a/, 2005 ; Iwai et al., 2005). Chez ces mémes souris, l'induction
d'une HTA rénovasculaire (2reins-1clip) entrdine une hyperréactivité a la noradrénaline et
diminue la relaxation endothélium dépendante (Arruda et a/, 2005). L'ensemble de ces
propriétés va finalement contribuer a la formation, au développement et a la rupture des plaques
d'athérome. L'angiotensine II est donc un médiateur essentiel dans les mécanismes
physiopathologiques qui débutent avec un dysfonctionnement endothélial et peuvent

éventuellement aller jusqu'a la rupture d'une plaque et la thrombose (Dzau, 2001 ; Dzau et a/,
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2002). Il appardit donc que la thérapeutique idéale revient a réduire la synthése de
I'angiotensine IT ou a bloquer les voies de signalisation mises en jeu par la stimulation des
récepteurs AT;. Ainsi il est possible de s'opposer aux mécanismes inflammatoires des
complications de |'athérosclérose ainsi qu'au remodelage vasculaire permettant d'obtenir un
effet protecteur supplémentaire au dela de la baisse de la pression artérielle.

Systeme vasculaire:

Vasoconstriction Cerveau:

Dysfonction endothéliale

Activation systéme sympathique
Soif

Stress oxydant

Inflammation

Agrégation plaquettaire
Glandes pituitaires:

Synthése de vasopressine

4 . . . o o
A Rétention d'eau Angiotensine IT
o Sécrétion d'aldostérone

Réabsorption sodique

Vasoconstriction Coeur:
efférente Chronotrope positif
Syn:rhése des Inotrope positif
catécholamines
== Foie:
“/ E> ,
9 (s Glycogénolyse
© Synthése d'angiotensinogéne

Athérosclérose \
Vasoconstriction
Hypertrophie vasculaire
Dysfonction endothéliale

Vasoconstriction

Dysfonction endothéliale
Stress oxydant Attaques cérébrales
Inflammation

Agrégation plaquettaire >

Hypertension
Diabete

IfAngiofensine IT I

Filtration glomérulaire

(,a‘ diminuée

¥ Protéinurie augmentée Infarctus
A
[ Synthése d'aldostérone

augmentée

Atteintes rénales

Sclérose glomérulaire

Hypertrophie

rt  Fibrose
:D Remodelage j

Mort cellulaire

Figures 20 et 21 : Effets de l'angiotensine II sur les organes cibles : l'activation
chronique du systeme rénine-angiotensine contribue a I'apparition des
pathologies vasculaires.
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2.2 Syndrome hépatopulmonaire (SHP)

Le syndrome hépatopulmonaire est défini comme la coexistence d'une maladie hépatique
et d'une hypoxémie induite par des dilatations vasculaires pulmonaires (Krowka, 2000). Les
dilatations vasculaires pulmonaires sont a l'origine d'un shunt intrapulmonaire et donc de
I'hypoxémie. Le premier témoin des anomalies dans les échanges gazeux survenant chez les
patients atteints d'un SHP est l'augmentation du gradient de pressions alvéolo-artérielles en
oxygene (Pa0,). Une PaO; pour un sujet respirant a l'air ambiant au niveau de la mer supérieure
ou égale a 15 mmHg (ou> 20 mmHg chez des patients dgés de 64 ans et plus) est considérée

comme anormale (Schenk et al,, 2002).

La prévalence du SHP dépend donc des critéres et des méthodes diagnostiques utilisés
et se situerait aux environs de 15-30 % chez les patients cirrhotiques candidats a une greffe
(Arguedas et al, 2003). La plus grande partie des cas rapportés dans la littérature est
représentée par des patients atteints de cirrhose d'étiologie variée (et de fagon intéressante
sans corrélation évidente retrouvée entre la sévérité du SHP et le degré dinsuffisance
hépatocellulaire). Cependant, le SHP peut également survenir plus rarement dans le cadre d'une
hypertension portale non cirrhotique et méme au cours d'hépatite aigué ou chronique sans

cirrhose (Rodriguez-Roisin et al., 2004).
2.2.1. Aspects cliniques

L'apparition d'une dyspnée d'effort d'aggravation progressive est le symptome le plus
commun retrouvé et est liée au développement progressif d'une hypoxémie. Il peut exister un
symptdme plus spécifique : la platypnée, caractérisée par une aggravation de la dyspnée en
position debout. Ceci résulte de l'augmentation du flux sanguin dans les vaisseaux pulmonaires
dilatés des bases pulmonaires qui accentue ainsi le shunt. Le corollaire gazométrique de la
platypnée est 'orthodéoxie définie par une chute de la PaO; > 4 mmHg ou de la SaO; (saturation
artérielle en oxygene) > 5 % lors du passage de la position couchée a debout (Rodriguez-Roisin et
al., 2004). Cyanose, hippocratisme digital et angiomes stellaires sont fréquents (Palma et Fallon,

2006).

2.2.2. Physiopathologie

Les anomalies du rapport ventilation/perfusion constituent le principal mécanisme pouvant
rendre compte de I'hypoxémie : il existe ainsi un déséquilibre entre des territoires alvéolaires

normalement ventilés mais dont la perfusion est anormalement augmentée (effet shunt). Ce sont
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les dilatations des vaisseaux pré-capillaires et capillaires pulmonaires, reflets de la diminution du
tonus vasculaire pulmonaire qui sont pour une grande partie responsables du shunt. Bien que de
grosses fistules artério-veineuses ne soient pas retrouvées, il peut se développer de petites
fistules semblables a des étoiles comme les angiomes stellaires cutanés qui se comportent comme

de petits shunts artério-veineux.

Pour rendre compte de l'amélioration parfois spectaculaire de l'oxygénation observée
chez des patients pourtant porteurs de shunts anatomiques vrais lorsqu'on leur administre de
I'oxygene a haute concentration, un autre concept (figure 22) a vu le jour appelé altération de la
diffusion-perfusion. En fait, I'importance de la dilatation vasculaire pulmonaire empécherait les
molécules d'oxygéne d'atteindre le centre du flux sanguin veineux. Ce phénoméne est exacerbé
par l'augmentation du débit cardiaque retrouvé chez le cirrhotique qui réduit la durée de
diffusion de I'oxygene et le temps de transit et donc de contact des globules rouges a travers le
lit vasculaire pulmonaire. L'administration d'oxygéne permettrait ainsi d'élever suffisamment la

pression partielle pour compenser ce défaut relatif de diffusion.

Capillaire normal Dilatation capillaire Dilatation capillaire
PAQO2 = 150 Torr PAQ2 = 150 Torr PAO2 = 650 Torr
Alvéole Alvéole Alvéole
Diametre
capillaire —
8-151 ——= Pa02 =90
15-100 — = Pa02 < B0 s Pa02 > 600
]

Figure 22 : Concept de « diffusion-perfusion». Ce diagramme schématise les

anomalies vasculaires pulmonaires observées au cours du SHP. Les dilatations vasculaires
intrapulmonaires associées d une augmentation du débit sanguin créent un trouble de diffusion-perfusion qui mene a
I'hypoxémie. En air ambiant, la pression alvéolaire en oxygéne est estimée a 150 Torr. Le gradient alvéolo-artériel n'est
pas suffisant pour permettre une diffusion de l'oxygene jusqu'au centre du capillaire dilaté et oxygéner normalement le
sang veineux. Sous oxygene pur, la PaO;, supérieure a 600 Torr, permet de corriger au moins en partie cette altération
des échanges gazeux et améliore ainsi 'oxygénation. PaO; : pression alvéolaire en oxygene, est représenté par les fleches.
(Adapté de Krowka et al, 1985).
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Par ailleurs un trouble vrai de la diffusion (avec atteinte de la membrane alvéolo-
capillaire) est également possible. Ces trois mécanismes (déséquilibre du rapport ventilation-
perfusion, shunts intrapulmonaires et défaut de diffusion-perfusion) concourent a des degrés
divers selon la sévérité du SHP dans la genese de I'hypoxémie : alors que ce sont les inégalités du
rapport ventilation-perfusion et I'apparition de shunts modérés (< 10 % du débit cardiaque) qui
sont au premier plan chez les patients avec une hypoxémie modérée (PaO, > 60 mmHg), les trois
mécanismes coexistent dans les cas plus séveres (PaO, < 60 mmHg) (Rodriguez-Roisin et al.,

2004).

2.2.3. Pathogeneése et fonction endothéliale

La pathogenése et la nature précise des anomalies vasculaires impliquées dans le SHP
représentent un domaine de recherche trés actif. Cest en effet par une meilleure
compréhension des mécanismes complexes impligués dans les anomalies de fonus et de
I'architecture de la microvascularisation pulmonaire des patients atteints de SHP que pourront se
développer des traitements médicaux efficaces.

Les modéles expérimentaux de SHP, réalisés chez des rongeurs traités par ligature du
canal hépatique commun (voir Protocoles expérimentaux, paragraphe 1.2.2), ont fait apparditre le
rdle central joué par le NO dans la pathogenése du SHP (figure 23) (Lange et al., 1995 ; Hervé et
al, 1998). Ces études ont mis en évidence une corrélation étroite entre les anomalies de
I'oxygénation et I'augmentation de I'expression et de I'activité pulmonaire a la fois de la eNOS et
de la iINOS provenant de I'accumulation intravasculaire de cellules macrophagiques (Nunes et al.,
2001). Un deuxieme médiateur vasoactif, I'endothéline-1, serait également impliqué dans le
développement du SHP. Cette protéine connue classiquement pour son action vasoconstrictrice
peut en fait interagir avec deux types de récepteurs: ET, et ETy. Les récepteurs ET, se
trouvent principalement au niveau des cellules musculaires lisses des vaisseaux et sont
responsables de leur contraction. Les récepteurs ETg quant a eux sont présents également au
niveau de ces cellules musculaires lisses (avec une action comparable aux récepteurs ET,) mais
aussi au niveau des cellules endothéliales provoquant une élévation de la production de NO via
I'augmentation de I'expression et de l'activité de la eNOS (Luo et a/, 1997 ; Fallon et Adams,

2000).

Apres ligature biligire chez le rat, on peut observer dans la premiére semaine une
augmentation plasmatique de I'ET-1 provenant notamment de I'épithélium biliaire et des cellules

stellaires du foie. Un SHP se développe vers la deuxieme semaine avec une augmentation des taux
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de eNOS pulmonaire et du nombre des récepteurs ETp. (Fallon ef al, 1997 ; Ling et al.,
2004). L'inhibition sélective des récepteurs ETp engendre une réduction marquée de la
vasodilatation et intrapulmonaire avec diminution des taux d'eNOS et des récepteurs
ETg intrapulmonaires. L'effet vasodilatateur pulmonaire de I'endothéline-1 semble ainsi résulter
de l'activation des récepteurs ETp qui engendre une importante production de NO par la eNOS
(Ling et al., 2004). A la troisieme semaine, on peut observer une accumulation de macrophages
intravasculaires avec production d'iNOS et d'heme oxydase-1 (HO-1) dans les poumons. Fait
intéressant, ces événements n'apparaissent qu'apres le développement du SHP suggérant que
I'initiation de ce syndrome (en tout cas expérimentalement) n'est pas dépendante de la
production macrophagique de la iINOS et d'HO-1. L'HO-1 catalyse la formation de monoxyde de
carbone (CO), un autre vasodilatateur a forte affinité pour I'hémoglobine circulant sous forme de
carboxyhémoglobine (HbCO). La mesure de la HbCO est un reflet dans le sang de la production
de CO. Chez le rat atteint de SHP, les taux de HbCO sont significativement augmentés et
I'inhibition de I'HO-1 permet de normaliser les concentrations de HbCO avec amélioration de la
vasodilatation pulmonaire (Zhang et a/, 2003). Durant la progression du SHP, une augmentation
de la production du TNF-a associée a la translocation bactérienne contribue a la mobilisation des
macrophages et I'expression de I''NOS (Rabiller et a/,, 2002). Toujours dans le modéle animal, la
pentoxifylline, un inhibiteur du TNF-a, a pu pevenir le développement du SHP suggérant ainsi

son réle pathogénique dans la genése du SHP (Sztrymf et al, 2004) (figure 23).

Translocation
bactérienne ———» TNF-u

tMacrophage |

Ellg

[ ]
shear stress
N

tETBr

Cellule
endothéliale

Muscle
lisse TP cCMP Vasodilatation

Figure 23 : Mécanismes impliqués dans la pathogenése du SHP. ET-1: endothéline 1; TNF-
a: Tumor necrosis factor; ETB-r : récepteur B a I'endothéline ; eNOS : NO synthase endothéliale ; iNOS : NO synthase
inductible ; HO-1: heme oxydase-1; sGC: soluble guanylyl cyclase ; GTP : guanosine triphosphate ; cGMP : guanosine
monophosphate cyclique (d'apres Palma et Fallon, 2006).
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Chez les patients cirrhotiques atteints de SHP, il a été également démontré une
production pulmonaire augmentée de NO (Rolla et al, 1998). Une administration aigué
d'inhibiteurs de la NOS ou de la guanylyl cyclase (L-NAME ou le bleu de méthyléne) a montré une
amélioration a court terme de l'oxygénation chez les patients cirrhotiques (Brussino et al/, 2003 ;
Schenk et al, 2000). Ces données doivent &tre pondérées par deux publications récentes qui
n'ont pas retrouvé d'amélioration des échanges gazeux apres inhibition de la formation de NO
bien qu'une action sur le tonus vasculaire ait été observée (avec notamment une réduction
significative de I'hyperkinésie circulatoire) (Gomez et al., 2006 ; Almeida et a/, 2007). En fait, on
ignore l'effet d'une administration chronique de ces inhibiteurs. De plus, le réle joué par des
altérations de l'architecture microvasculaire pulmonaire survenant durant la progression du SHP
(angiogenése, vasculogenése, remodelage) a été peu étudié, celles-ci peuvent prendre beaucoup
de temps a disparditre comme en témoigne la normalisation de I'oxygénation survenant parfois

des mois apreés la transplantation hépatique.

En résumé, il existe, dans le SHP, une surproduction pulmonaire chronique d'un certain
nombre de médiateurs vasoactifs, stimulée par linflammation systémique (endotoxinémie) et
peut-€tre favorisée par une susceptibilité génétique, qui résulterait de combinaisons variables
d'altérations du tonus et de l'architecture microvasculaire pulmonaire aboutissant aux anomalies

des échanges gazeux.

2.2.4. Un syndrome circulatoire hyperdynamique

L'augmentation du flux sanguin est une conséquence de la diminution de la résistance
artérielle splanchnique (splénique et mésentérique) (Merkel et al, 1985 ; Gusberg et al., 1994).
Cela joue un rdle dans le développement d'un syndrome circulatoire hyperdynamique, défini par
une augmentation de l'index cardiaque et la diminution des résistances vasculaires systémiques
(Bernardi and Trevisani, 1997 ; Gatta et al, 1999). Au cours de la cirrhose, |'hypertension
portale sinusoidale conduit d une vasodilatation splanchnique et systémique responsable d'une
diminution du volume sanguin artériel efficace. La compensation de la diminution de la volémie
aboutit & une rétention de sodium et d'eau avec une expansion du volume plasmatique, une
augmentation du débit cardiaque aboutissant a un syndrome hyperdynamique généralisé a de
nombreux organes (Iwakiri et Groszmann, 2006) Cet état hyperdynamique circulatoire est
présent chez 50% des patients cirrhotiques et dans les modeles expérimentaux de cirrhose et
d'hypertension portale (Herve ef al, 1998). Il est directement impliqué dans la pathogénie de

nombreuses complication de la cirrhose (SHP, hypoxémie, varices oesophagiennes et digestives)
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et responsables de nombreux symptomes de I'hypertension artérielle (tachycardie, hypotension

artérielle systémique).

Ainsi, le SHP fouche 15 a 30% des malades en pré-transplantation hépatique.
L'importance de la morbidité/mortalité, qui lui est attribuable en post-transplantation, nécessite
qu'il soit reconnu. Il n'y a actuellement aucun traitement médical ou instrumental qui puisse
prétendre guérir un SHP. Néanmoins, de tels traitements pourraient améliorer les malades ne
pouvant &tre ftransplantés ou en attente de ftransplantation. Pour le moment, seule la
transplantation hépatique est capable de guérir le SHP. Il est nécessaire de mieux comprendre
les mécanismes sous jacents a cette pathologie pour pouvoir proposer des traitements médicaux

afin de pouvoir en ralentir |'évolution dans l'attente d'une greffe.

2.3 Vieillissement vasculaire

2.3.1. Vieillissement et pathologies :

Le vieillissement est un processus complexe, lent et progressif, qui implique divers
facteurs biologiques, psychologiques et sociaux diminuant progressivement |'aptitude d'un objet,
d'une information ou d'un organisme a assurer ses fonctions. L'Organisation Mondiale de la Santé
retient le critere d'dge de 65 ans et plus. Il est la résultante des effets intriqués de facteurs
génétiques (vieillissement intrinséque) et de facteurs environnementaux auxquels est soumis
I'organisme tout au long de sa vie. L'état de santé d'une personne dgée résulte habituellement
des effets du vieillissement et des effets additifs de maladies passées (séquelles), actuelles,
chroniques ou aigués.

Le vieillissement de la population est I'un des faits marquants du XXe et du début de ce
XXIe siécle. L'augmentation du nombre et de la proportion de personnes dgées de 65 ans et plus,
observée aussi bien dans les pays développés que dans les pays en développement, représente un
des enjeux majeurs de hotre société pour les prochaines décennies. Dans les 50 prochaines
années, la population mondiale augmentera de plus de 50%, passant de 6 a 9 milliards d'individus !
En France, dés 2010, il y aura plus de personnes de plus de 60 ans que de personnes de moins de
20 ans (Bilan démographigue 2000. INSEE Premiére, n°757, février 2001, Projection de la
population d I'horizon 2050. INSEE Premiére, n°762, mars 2001). I| devient donc urgent de se
3éme

préoccuper du vieillissement de I'homme du millénaire. Un nombre croissant d’hommes atteint

et atteindra un dge ot la prévalence des maladies chroniques incapacitantes est élevée.
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Les études épidémiologiques révelent que le vieillissement, a lui seul et en absence des
autres facteurs de risque (diabéte, hypertension, hyperhomocystéinémie, hypercholestérolémie),
est capable de modifier progressivement le systéme cardiovasculaire chez des sujets sains. Les
années passants, la morbidité et la mortalité cardiovasculaire augmentent (figure 24) (Lakatta et
Levy, 2003). Le risque de mortalité lié aux maladies cardiovasculaires est 80 fois supérieur chez
les sujets dgés de 75-84 ans et 270 fois plus élevé chez les sujets dgés de plus de 85 ans par
comparaison aux sujets dgés de 35-44 ans (National Center for Health Statistics, 2006). Dans
les pays développés, on estime que parmi les personnes dgées de 65 ans et plus, 80 % ont au
moins une maladie chronique (Furner et al, 1997 ; Kinsella et al., 2000). Les principales maladies
chroniques rencontrées au cours du vieillissement dans les pays développés sont les pathologies
ostéo-articulaires, les maladies cardiovasculaires (hypertension artérielle notamment), le
diabéte, les bronchopneumopathies chroniques obstructives, les accidents vasculaires cérébraux,
les pathologies néoplasiques, les pathologies mentales (démence et dépression) et la déficience
visuelle (Furner et al,, 1997 ; Jackson et al, 1998 ; Olshansky et al, 1997). En 2020, les trois
quarts des déces dans les pays en développement pourraient etre liés aux maladies accompagnant
le vieillissement. La plus grande partie sera due d des maladies non transmissibles comme les
maladies de I'appareil circulatoire, le cancer et le diabéte (Jackson et al, 1998 ; Kalache et al.,

2000).
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Figure 24 : Causes de déces en France en 2005, dans la population totale et par

tranche d'age chez les personnes agées. (Sources : Inserm, CépiDc (Centre dépidémiologie sur les

causes médicales de décés)
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2.3.2. Vieillissement et fonction endothéliale :

Parmi les structures biologiques modifiées durant le vieillissement, I'endothélium
vasculaire, de par son rdle dans la régulation des structures et des fonctions vasculaires, revéet
une importance majeure. Différentes études ont évalué I'impact du vieillissement sur la fonction
endothéliale, dans la circulation périphérique et coronaire tant chez I'Homme et chez I'animal
(Labinskyy et al, 2006). Chez des patients dgés, mais ne présentant pas d'athérosclérose au
niveau coronarien, une atteinte progressive de la macro et microcirculation coronarienne a été
démontrée (Yasue et al, 1990 ; Egashhira et al, 1993). En revanche, dans ces études,
I'importance d'autres facteurs de risques cardiovasculaires ne peuvent pas €tre exclus. D'autres
preuves de cette atteinte proviennent d'études réalisées au niveau de la circulation périphérique,
par mesure de la capacité vasodilatatrice de l'artéere branchiale en réponse a l'acétylcholine
(Taddei et al, 1995) ou la métacholine (Gerhard et al,, 1996). Ainsi, chez des hommes adultes et
en bonne santé, il a pu étre démontré une corrélation inverse entre la capacité vasodilatatrice et
I'dge des patients. En revanche, les relaxations indépendantes de I'endothélium, mesurées en
réponse a un donneur exogene de NO le nitroprussiate de sodium, n'en sont que peu affectées

(Taddei et al,, 1995 ; Zeiher et al., 1993).

2.3.3. Mécanismes de la dysfonction endothéliale liée a I'age :

Les processus biochimiques et pathophysiologiques de [I'atteinte vasculaire par le
vieillissement ne sont pas encore bien connus. Cependant, des modifications de la voie de
synthese et de biodisponibilité du NO ont été étudiées par technique de mesure de flux au
niveau de l'artére brachiale aprés administration de L-arginine et de N°monométhyl-L-arginine
(inhibiteur de la eNOS, L-NMMA). Taddei et ses collaborateurs (2001) ont ainsi pu montrer que
la voie du NO déclinait proportionnellement a I'avancement de I'dge des patients (< 30 ans, entre
30 et 60 ans, > 60 ans). Il y a donc des évidences suggérant une atteinte de la formation ou une
dégradation accrue des autacoides endothéliaux. Ces observations chez I'Homme ont été
confirmées par des études réalisées chez I'animal, notamment dans les vaisseaux de conductance
(Hongo et al, 1998 ; Kung et Liischer, 1995 ; Geary et al., 2003) et de résistances (Csiszar et al.,
2002 ; Muller-Delp et al, 2002) chez le rat, chez le cochon (Murohana et al., 1991), le lapin
(Chinellato et al, 1991) et la souris (Blackwell et a/., 2004). Indépendamment des changements
structurels des vaisseaux, la vasodilatation dépendante de I'endothélium est diminuée avec I'age
sans modifications de celles indépendantes de I'endothélium. Cette modification peut ou non étre

associée d une augmentation de la vasoconstriction (Shirasaki et al., 1986 ; Matz et a/., 2000 ;
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Vanhoutte et al., 2005). L'atténuation progressive de la vasodilatation endothélium-dépendente
par le vieillissement concerne les trois facteurs vasodilatateurs endothéliaux, NO, EDHF et
prostacycline (Csiszar et al, 2002). Fujii et ses collaborateurs (1993) ont observé une diminution
de I'hyperpolarisation induite par l'acétylcholine dans les branches principales de l'artére
mésentérique supérieure de rat dgé de souche WKY. Certaines études relatent aussi I'apparition
de facteurs vasoconstricteurs dérivés de I'AA par les COXs (Koga et al, 1988). En effet, une
partie du défaut de relaxation observé aux fortes concentrations d'acétylcholine dans l'aorte de
rat de souche WKY est améliorée par le pré-traitement des artéres par l'indométacine, un
inhibiteur des COXs. En revanche, Kiing et Lischer (1995) ont réfuté cette hypothése, et ont
montré que les relaxations d l'acétylcholine n'étaient pas améliorées par la pré-incubation des
vaisseaux avec le SQ30741, un antagoniste des récepteurs au TXA; et a la PGH,. Mayhan et ses
collaborateurs (1990) ont confirmé ces résultats en montrant que les relaxations a

I'acétylcholine, la sérotonine et 'ADP n'étaient pas améliorées avec l'indométacine.

2.3.4. Vieillissement et stress oxydant :

L'hypothése de I'importance du stress oxydant dans le vieillissement a été proposée pour
la premiere fois par Denham Harman en 1956, partant de la constatation que tous les organismes
aérobies utilisent 'oxygene, ceci étant étroitement lié a la genese potentielle d'espéces réactives
de l'oxygéne et donc par conséquent induire des modifications moléculaires et cellulaire. Cette
théorie domine le domaine de la recherche sur le vieillissement depuis plus de cinquante ans.

Il n'y a plus de doutes que le vieillissement soit associé a une augmentation du stress
oxydant et ses conséquences (Harman, 2003 ; Finkel et a/, 2000). L'endothélium vasculaire
appardit comme étant une importante source de ROS notamment d'anions superoxydes (Hamilton
et al, 2001 ; Brandes et al, 1997 ; Gorlach et al, 2000 ; Jung et al, 2004). Ces effets
augmentent avec |'dge provoquant une atténuation des relaxations endothélium-dépendantes dans
l'aorte et l'artére mésentérique de rat (Shirasaki et al, 1986). De plus, la suppression de
I'endothélium, l'inhibition de la NADPH oxydase et de la eNOS permet de réduire la formation
des O,  dans les artéres de rats WKY dgés (Hamilton et al, 2001). Chez I'Homme,
I'administration intra-brachiale d'un puissant antioxydant la vitamine C, n‘ayant pas d'effet chez
I'homme jeune et en bonne santé, va restaurer les relaxations a I'acétylcholine en absence et en
présence de L-NMMA chez la personne dgée de plus de 60 ans (Taddei et a/, 2001). De plus, les
sources enzymatiques a l'origine du stress oxydant ont été identifiées : les COXs (Taddei et al,

1998) et la NADPH oxydase (Donato et al, 2007).
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Introduction

CHAPITRE 3 :

LE STRESS OXYDANT AU CCEUR DE
LA DYSFONCTION ENDOTHELIALE
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DYSFONCTION ENDOTHELTAL

Nous avons vu dans le premier chapitre que de par sa position anatomique, I'endothélium
est en constante interaction avec le sang et soumis aux contraintes mécaniques subies par le
vaisseau : pression intraluminale, contraintes liés au flux, notamment de cisaillement. Cette
situation stratégique lui permet de remplir un rdle de détecteur vis-a-vis de ces stimuli et d'y
répondre par la production de messagers adaptés adressés a des cellules voisines ou plus
distantes via le flux sanguin. Ainsi I'endothélium a un rdle primordial dans la régulation de
I'noméostasie et le tonus vasculaire par le maintien de la balance entre la synthése de facteurs
vasorelaxants et vasocontracturants. Cependant, I'endothélium est aussi la premiére cible des
facteurs de risques comme I'hypercholestérolémie ou I'hypertension, (John et Schmieder, 2000),
le tabagisme (Hutchison, 1998), le diabete (Angulo et a/, 2003), ainsi que le vieillissement
(Andrawis et al, 2000), ou I'équilibre est rompu et aboutit a une atténuation de la fonction
vasodilatatrice de I'endothélium alors que la production de médiateurs vasoconstricteurs, pro-
agrégants et pro-mitogenes est maintenue ou bien stimulée (Vanhoutte, 1981 ; 1991 ; Vanhoutte
et Boulanger, 1995). Cette dysfonction endothéliale est une étape précoce dans les pathologies
installées comme l'athérosclérose ou l'insuffisance cardiaque (Badimon et al, 1992 ; Busse et
Fleming, 1996 ; Barton, 2000 ; Bousette et Giaid, 2003 ; Davighon et Ganz, 2004). Nous avons vu
que les mécanismes de la dysfonction endothéliale sont complexes et que I'étiologie exacte de ce
processus est foujours au coeur de la recherche actuelle, mais le stress oxydant en serait le

dénominateur commun (Griendling et FitzGerald, 2003aq, b).

3.1 Especes réactives de |'oxygene (ROS)

3.1.1. Nature et localisation des espéces réactives de |'oxygene

Le stress oxydant est caractérisé par la formation accrue de ROS, principalement des
radicaux libres oxygénés. Ces principaux radicaux sont l'anion superoxyde (O;) et le radical
hydroxyle (OH). D'autres ROS ftels que le peroxyde dhydrogéne (H.O.), le peroxynitrite
(ONOO), le dioxyde d'azote (NO;) et I'acide hypochloreux (HOCI) ne sont pas considérées per se
comme des radicaux libres, mais elles ont des pouvoirs oxydants contribuant ainsi au stress
oxydatif. Dans une situation physiologique, I'anion superoxyde peut &tre formé par différentes

enzymes telles que la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, les COXs et lipoxygénases, les
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NOSs, le cytochrome P45 et les enzymes de la chdine mitochondriale (Cai et Harrison, 2000), a
des concentrations qui normalement devraient &tre réduites par les superoxyde dismutases
(SOD) (Ducrocq et al., 2001). Les SOD représentent un mécanisme de défense important vis-a-
vis des O;", elles dismutent les anions superoxydes en H,O;, qui lui-méme peut &tre dégradé en
eau et oxygene par la catalase ou la glutathion peroxydase (Andreoli et a/, 1986 ; Harlan et al.,
1984 ; Dickinson et Forman, 2002), ou bien former OH' par la réaction de Fenton (Figure 25).
Dans les conditions physiologiques normales, il existe une balance en production et dégradation
des ROS. En revanche, lorsqu'un dysfonctionnement apparait entre la formation des ROS et la
capacité antioxydante de défense, il en découle une augmentation de la biodisponibilité de ces
ROS et le stress oxydant s'installe, a l'origine de nombreuses pathologies cardiovasculaires.

(Griendling et al., 2000a ; Landmesser et Harrison, 2001 ; Zalba et a/., 2001a)
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Figure 25 : Les especes réactives de l'oxygene, synthése et dégradation.

FAD, flavin adenine dinucleotide; COX, cyclooxygenases; LOX, lipoxygénases; cyt. P450, cytochromeP450
monooxygénases; NOS, NO synthase; NADPH oxydase, hicotinamide adenine dinucleotide oxidase; SOD, superoxyde
dismutases; GP, glutathione peroxydase; O;~ anion superoxyde; ONOO~, peroxynitrite (d'aprés Félétou et Vanhoutte,
2006).

3.1.2. Les conséquences du stress oxydant

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu'ils constituent des espéces
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout
en étant des espéces indispensables a la vie. Les radicaux libres participent au fonctionnement
de plusieurs enzymes, a la transduction de sighaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les
agents pathogénes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la
différentiation cellulaire, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de

certaines structures nerveuses et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la
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régulation des génes, phénomeéne appelé contrdle redox des genes. Cependant, la production
excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules biologiques (oxydation
de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides), mais aussi des Iésions secondaires dues au
caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de |'oxydation des
lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps,
qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague

d'attaque.

3.1.2.1. Conséquences biochimiques :

o Au niveau de I'ADN : Bien que celui-ci soit la mémoire de toute la composition
biochimique des &tres vivants, il s'agit d'une molécule trés sensible a I'attaque par les radicaux
de I'oxygéne. Au bas mot, cinq classes principales de dommages oxydatifs médiés par OH-
peuvent €tre générées. Parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-
caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002) (Figure
26). Les bases qui composent |'ADN sont sensibles a |'oxydation. Mais le stress oxydant peut
aussi attaquer la ligison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le
sucre lui-méme, créant une coupure de chdine simple brin. L'attaque radicalaire des protéines qui
sont tres nombreuses a entrer en contact avec |'ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire
(enzymes et facteurs de la réplication ou de la transcription), entrdine des pontages des
protéines ou des adduits sur des bases. Le rdle des nombreux métaux fixés a I'ADN, qui est un
polyanion (Fe, Mg, Zn, Cu, Ni, Cd...), est crucial pour amplifier ou orienter le profil de ces Iésions.
Il peut y avoir des erreurs de lecture et de synthése par des ADN polymérases trans-
Iésionnelles infideles aboutissant soit a une mutation ponctuelle dans le génome, soit une
impossibilité de copie de |'ADN avec pour conséquence |'apoptose. In fine, cette modification de
I"ADN induit des mutations par transversions GC (guanine/cytosine) vers TA (thymine/adénine)
souvent observées spontanément dans les cellules cancéreuses. Ces modifications sont les
premiéres étapes de la carcinogenése et ce n'est pas une coincidence si les agents carcinogenes
sont tous des générateurs puissants de radicaux libres (radiations ionisantes et UV, fumée,

alcool, fibres d'amiante, métaux carcinogenes, hydrocarbures polycycliques).
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Figure 26 : Lésions de 'ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine
génétique des cellules.

o Au niveau des lipides, polysaccharides et protéines : Les composés réactifs

carbonés (RCCs), comme par exemple le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonenal (2-HNE),
sont formés de fagon endogéne pendant la peroxydation lipidique et la glycoxydation des
carbohydrates. Ils réagissent alors avec les protéines tissulaires et cellulaires pour former des
AGEs (advanced glycation end products) et des ALEs (advanced lijpid peroxidation ends products)
et induisant des dysfonctionnements protéiques (pertes d'activité, sensibilité aux protéases) et
des dommages dans les réponses cellulaires (Zarkovic, 2003 ; Petersen et Doorn, 2004)
notamment dans les réponses inflammatoires et I'apoptose (Dalle-Donne et al., 2003 ; Petersen et
Doorn, 2004). Cette oxydation et la formation de RCCs est faible en conditions physiologiques
mais peuvent tre augmentées durant le vieillissement et les maladies chroniques (Dalle-Donne et
al.,, 2003 ; Smit et Lutgers, 2004). Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés
sont la cible privilégiée de |'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne
sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé
en radical peroxyde. Ce dernier se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui
forme un nouveau radical diéne conjugué (Esterbauer et al., 1992). Cette attaque des lipides peut
concerner les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides membranaires. L'oxydation des
lipoprotéines athérogénes telles que les LDL (Beaudeux, 1999) a été proposée au cours des
années 1980. L'oxydation des LDL est l'un des processus de modification des LDL, avec la
glycation ou l'agrégation par exemple, permettant leur fixation au niveau intrapariétal vasculaire,

et finalement leur action toxique vis-a-vis des cellules environnantes. In vivo, différents ROS
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peuvent permettre I'oxydation des LDL (oxLDL), qui génére de nombreuses modifications a la fois
des lipides et de la capsule protéique (apolipoprotéine B, apo B) de la lipoparticule (Steinberg et
al,, 1989 ; Heinecke, 1997). Le pouvoir athérogene des LDL ainsi oxydées résulte de l'action de
lipides oxydés pro-inflammatoires ou de l'apo B modifiée (favorisant leur captation par des
récepteurs non conventionnels) a la fois sur les monocytes-macrophages, sur les cellules
endothéliales et sur les cellules musculaires lisses (Palinski et al, 1989 ; Steinberg, 1997 ;
Peynet, 2005). Ces dérivés sont souvent hydrophobes et vont donc former des amas anormaux
dans et autour des cellules endothéliales. Ainsi, I'accumulation du MDA, associé aux lipides, va
former des dépots d'un pigment fluorescent de lipofuschines caractéristiques des tissus des
sujets dgés (Chowdhury et al, 2004). Ces RCCs, le MDA, le 4-HNE ou les LDL-oxydés sont
retrouvés en grandes quantités lors des différents stades de I'athérosclérose, lors d'atteinte
chronique rénale chez le diabétique de cataracte, chez les obeses et les insulino-résistants lors
d'atteinte rénale chronique et de cirrhose biliaire primaire et chez les patients dialysés (Palinski
et al, 1989 ; Torzewski et al., 1998 ; Makita et al., 1996 ; Fraley et Tsimikas, 2006 ; Marsili et
al, 2004 ; Grimsrud et al, 2007 ; Siems et al, 2002 ; Tsuneyama et al., 2002 ; Carluccio et al.,
2002). Ces marqueurs sont retrouvés aussi chez les patients atteints de maladies chroniques
inflammatoires telles que le lupus (Morgan et al., 2005), I'asthme, les inflammations chroniques
des poumons et allergies respiratoires (Boldogh et a/, 2005 ; Castro et al., 2006) mais aussi dans
les pathologies dégénératives telles que Alzheimer (Sayre et al, 1997 ; Smith et al, 1998),
Parkinson (Yoritaka et al, 1996) et Creutzfeld-Jakob (Andreoletti et a/., 2002).

3.1.2.2. ROS et conséquences vasculaires

Les ROS sont capables de modifier la balance relaxation/contraction vers la contraction,
jouant un rdle primordial dans les pathologies vasculaires (Griendling et Fitzgerald, 2003a). En
effet, les ROS sont capables de diminuer les effets des trois facteurs vasorelaxants
endothéliaux ou de promouvoir la formation des facteurs contractants (figures 27 et 28).

e ROS et NO : Nous avons déja vu que les O, diminuent la biodisponibilité du NO en
formant les peroxynitrites mais ils ont aussi une action directe sur la GCs en inhibant son activité
et en diminuant son expression (Rubanyi et Vanhoutte, 1986 ; Price et a/, 2000 ; Munzel et al.,
2005 ; Gerassimou et al, 2007). Les peroxynitrites sont eux méme capables, a forte
concentration, d'inhiber la GCs, d'inactiver la synthese de la PGI; par nitration de la prostacycline

synthase, d'inhiber la SOD (Price et al, 2000 ; Zou et al,, 2004) et de découpler la NO synthase
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qui va alors former des O, au lieu du NO [voir paragraphe 2.3]. Compte tenu des effets multiples
du NO, l'altération du fonctionnement de la voie du NO va conduire a :

* l'apparition d'une surface pro-thrombotique, puisque le NO n'‘exerce plus son action anti-
agrégant plaquettaire et n'inhibe plus I'expression de la E-sélectine, la P-sélectine, ICAM-1 ou
VCAM-1, intervenant dans l'adhésion des plaquettes et des leucocytes (Ross, 1999 ; Cai et
Harrisson, 2000).

* d'ot I'augmentation de la perméabilité de I'endothélium facilitant ainsi l'infiltration, le dépot et
I'oxydation des lipoprotéines de base densité (LDL) et donnant I'acces a la paroi vasculaire par les
monocytes. Des lymphocytes T sont également recrutés et pouvant entrdiner des effets
importants sur le devenir de plaques précoces, ainsi que sur la pathogenese des complications des
plaques d'athérosclérose (Cai et al., 2000 ; Caligiuri, 2004 ; Lusis, 2000 ; Packham et al., 1986).

* la prolifération des cellules musculaires lisses conduisant a I'épaississement de la paroi
vasculaire et au développement de pathologies vasculaires occlusives telle que I'athérosclérose.

* l'altération des relaxations endothélium-dépendantes observées dans les pathologies
vasculaires telles que I'hypertension artérielle (Huang et al., 1995 ; Lin et al, 1997aq, b ; Ohashi et
al.,, 1998), I'athérosclérose (Hodgson et al, 1989 ; Ludmer et al, 1986 ; Mombouli et al, 1999 ;
Vanhoutte, 1997), I'nypercholestérolémie (Eizawa et a/, 1995 ; Nevala et a/, 2000 ; Seppo et al.,
2000 ; Vidla et al, 1998), le diabéte (Akbari et al, 1999 ; Wolff et al, 1987) ou des évolutions

physiologiques tel que le vieillissement vasculaire (Luscher et al,, 1992 ; Matz et a/., 2000).
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Figure 27 : Effets vasculaires des espéeces réactives de l'oxygéne (ROS).
L'augmentation de la biodisponibilité des ROS influence les processus cellulaires aboutissant a la croissance,

I'inflammation, la migration des cellules musculaires lisses vasculaires (VSMCs), et & la I'apparition de protéines de la
matrice extracellulaire (ECM). MMPs : métalloprotéines de la matrice. (d'aprés Touyz et Schiffrin, 2004).

e ROS et EDHF : Des altérations de la voie d'EDHF ont été montrées tant chez I'animal

que chez I'Homme. Le vieillissement, 'hypercholestérolémie, I'hypertension artérielle essentielle
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ainsi que l'éclampsie gravidique diminuent les réponses attribués a EDHF dans les artéres
humaines (Félétou et al, 2004) ainsi que dans divers modeles expérimentaux dhypertension
artérielle, de diabéte, d'athérosclérose ou de choc septique (Félétou et al, 2004 ; Urakami-
Harasawa et al., 1997). Les O, diminuent la vasodilatation due a EDHF et induite par le flux dans
les artéres coronaires de souris (Liu et a/, 2005), en diminuant l'activité des canaux potassiques
dépendants du calcium (SK¢, et IKc,) (Kusama et al, 2005). Le stress oxydant modifie aussi le
passage de I'hyperpolarisation des cellules endothéliales aux cellules musculaires lisses sous
jacentes par les jonctions mycendothéliales (Griffith et al, 2005). H,O, posséde certes des
propriétés vasodilatatrices par son action sur les cellules musculaires lisses vasculaires au niveau
de la GCs ou des canaux BK¢, conduisant ainsi a une relaxation par augmentation de GMPc ou a une
hyperpolarisation (Vanhoutte, 2001 ; Miura et a/., 2003). Cependant, H,O, n'est pas seulement un
facteur hyperpolarisant et relaxant (Ellis et a/, 2003 ; Shimokawa et Matoba, 2004.), il peut
aussi devenir dépolarisant et donc provoquer une contraction (dépendant de l'espéce, type de
vaisseaux et concentration ; figure 29) (Félétou et Vanhoutte, 2006).

e ROS et vasoconstriction : Des espéces réactives de l'oxygene et plus
particulierement les anions superoxydes sont formés lors de l'activation des cyclooxygénases
(Vanhoutte et Katusic, 1988) pouvant &tre a l'origine d'une contraction dépendante de
I'endothélium (Katusic et Vanhoutte, 1989). Les O, peuvent &tre transformés en OH', qui vont
agir agir au hiveau des cellules musculaires lisses vasculaires et conduire a la production de
prostanoides vasoconstricteurs comme les endoperoxydes, les prostaglandines...(Vanhoutte et al.,
2005). Ces derniers peuvent agir directement sur la cellule musculaire et induire une contraction
via les récepteurs TP (Auch-Schwelk et a/, 1989 ; Vanhoutte, 2001) [Voir paragraphe 1.6]. H,O;
induit la contraction des arteres par un mécanisme dépendant de l'acide arachidonique, car celle-
ci est inhibée par les inhibiteurs des COXs (Gao et Vanhoutte, 1993 ; Gao et Lee, 2001 ; Yang et
al., 2003) et par des antagonistes des récepteurs au TXA; (Gao et Lee, 2001). Ces contractions
induites par H,O, impliqueraient les isoprostanes (Sametz et a/, 2000), formées lors de la
peroxydation lipidique par les ROS en activant les récepteurs aux prostanoides (Morrow et al.,

1992 ; Hoffman et al., 1997 ; Janssen et al., 2000b).
e ROS et canaux potassiques: Les effets des ROS sur les canaux potassiques

dépendants du calcium, dépendent du type de canaux et de ROS étudiés. H,O; peut affecter les
canaux potassiques au niveau des cellules musculaires, activant les canaux dépendants du calcium
(Kco) et les canaux dépendants de I'ATP (Katp) mais inhibant les canaux voltage dépendants (Ky).

Comme nhous l'avons vu précédemment, H,O, peut promouvoir la formation d'acide arachidonique
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qui peut directement ouvrir les canaux Ke,. L'inhibition des SERCAs augmente la [Ca®*] cytosolique
ouvrant ainsi les canaux K¢, et fermant les Ky (Figure 28). Dans certains lits vasculaires, la
situation est compliquée par le fait que le NO, une espéce réactive de I'oxygene, peut activer
directement les K¢, (Brakemeier et al, 2003 ; Ahern et al, 1999). En revanche, les mécanismes
d'altération de l'activité de ces canaux par le stress oxydant ne sont pas encore élucidés. Il
existe des hypothéses quand a l'implication de l'oxydation et la nitrosation des protéines. En
effet, les ROS pourraient moduler la structure des canaux par une altération des groupements
tyrosines, cystéines et méthionine jouant un réle important dans la formation des pores ou dans
les régions de sensibilité au calcium. Wang et al. (1997) ont effectivement démontré qu'une
modification d'un groupement thiol d'une cystéine sur un domaine cytosolique pouvait inhiber

I'ouverture du canal BKc,.
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3.2 Role de la NADPH oxydase comme source d'anions superoxydes

Cest en 1989 que la NADPH oxydase a été mise en évidence dans les cellules
endothéliales vasculaires puis dans les cellules musculaires et dans les fibroblastes de I'adventice
(Meier et al, 1989). La NADPH oxydase est un complexe enzymatique multiprotéique,
appartenant aux phagocytes (polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, monocytes et
macrophages) et aux lymphocytes B. Elle catalyse le transfert d'électrons de son substrat, le
NADPH a I'accepteur final I'oxygene, entrdinant la production d'anions superoxyde et ses
dérivés réduits : le peroxyde d'hydrogéne, le radical hydroxyle et |'oxygéne singulet. Ces
composés oxydants sont capables de tuer les micro-organismes préalablement endocytés.

Cette enzyme est constitué au repos de protéines membranaires (gp917"* ou Nox-2 et
p227"  formant le cytochrome bsss et dune petite protéine 6 RaplA) et de protéines
cytosoliques (p407"*, p47°"°% p677" et une petite protéine G Rac2). L'activation de la NADPH
oxydase met en jeu différentes voies de signalisation aboutissant a la phosphorylation des sous-
unités cytosoliques p477"° et p677"° et conduit & un regroupement des différents composants a
la membrane des granulations et a la membrane plasmique des phagocytes (Figure 30) (Clark et
al, 1999 ; Babior et al, 1999 ; Wientjes et al, 1997 ; Deleo et al, 1996 ; 1994). Le cytochrome
bsss est le composant central sur lequel se fixent les sous-unités de la NADPH oxydase aprés
stimulation. Il intervient dans l'organisation du complexe oxydasique actif par interaction des
domaines cytoplasmiques carboxy-terminaux avec les facteurs cytosoliques. La liaison de la sous-
unité p67"’"’X avec le cytochrome bssg induit la transition d'une conformation inactive a active de
ce dernier, permettant ainsi le transfert d'électrons (Paclet et al, 2000). Le cytochrome bssg
fixe du NADPH et du FAD et contient deux hemes qui lui permettent de réduire directement
I'oxygene de l'air. Il se forme ainsi une chdine de transport d'électrons depuis le NADPH vers I'O,
moléculaire : NADPH, FAD, hemes, O,. Récemment, de nouvelles NADPH oxydases, appelées Nox
(NADPH oxydase), ont été caractérisées sur la base de leur homologie de séquence avec la sous-
unité catalytique Nox-2. Six homologues ont été ainsi identifiés et répartis en trois groupes a
partir de criteres évolutifs : le groupe proche de Nox-2 rassemblant Nox-1, Nox-3, Nox-4, le
groupe des Duox (dual oxidase), Duox-1 et Duox-2, et Nox-5 (Banfi et a/, 2000 ; Cheng et al,
2001 ; Geiszt et al, 2000 ; Lambeth , 2004 ; Suh et a/, 1999).

Le premier homologue de Nox-2 décrit, Nox-1, a été cloné a partir d'une banque d'’ADNc
issue de cellules épithéliales de cdlon (Suh et al/, 1999). Sa surexpression a permis de mettre en
évidence une activité oxydase productrice de faibles concentrations de ROS. Sa co-expression

avec des sous-unités régulatrices homologues de la p477"* et de la p67”"*, augmente
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considérablement la production de ROS. La distribution tissulaire de Nox-1 concerne
principalement le colon, I'estomac, I'utérus, la prostate et les cellules musculaires lisses des

artéres (Krause, 2004).

e 8 NADPH oxydase active

NADPH oxydase inactive

gp?1 phox
TN~

Figure 16 : Représentation schématique de I'activation de la NADPH oxydase.
Rho GDI: Rho GDP-dissociation inhibitor; FAD: flavine adénine dinucléotide; NADPH: nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit ; cercle rouge : groupement phosphate (d'aprés Deleo et Quinn, 1996).

Comme nous l'avons vu précédemment l'athérosclérose, I'hypertension artérielle, le
diabete, le vieillissement sont associés d une dysfonction endothéliale en partie due a la
production de ROS (Cai et Harrisson, 2000). De nombreuses études ont montré une augmentation
de l'activité de la NADPH oxydase associée d une diminution des relaxations endothélium-
dépendante due au NO dans chacune de ces pathologies (Li et Shah, 2004 ; Lassegue et Clempus,
2003 ; Warnholtz et al, 1999). D'autres études ont montré, que la NADPH oxydase est une
source importante d'anions superoxydes aussi bien au niveau de vaisseaux humains que dans des
modeéles animaux associés a des pathologies vasculaires (Rajagopalan et al., 1996 ; Griendling et
al., 2000b) et corrélé au degré de sévérité de la dysfonction endothéliale (Guzik et al, 2000),

appuyant ainsi son rdle important dans la pathogenese.
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3.3 Role de la eNOS comme source d'anions superoxydes

La eNOS est connue pour son réle dans la synthese du NO, mais elle peut également
générer des O, en condition de déficience en substrat (L-Arginine) ou de co-facteur (BH,).
(Cosentino et al, 2001). Dans ce cas, elle est dite découplée (figure 31). Lorsque la eNOS
fonctionne en mode partiellement découplé, la production locale d'O,~ et de NO conduit alors a
une production significative de peroxynitrites (Goligorsky et al., 2002 ; Kawashima et Yokoyama,
2004) (figure 32). De plus, la supplémentation en BH, augmente la production de NO et diminue

celle d'anions superoxydes (Wever et al,, 1997 ; Vasquez-Vivar et al,, 1998 ; Xia et al., 1998).
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Figure 31 : Mécanismes de régulation de la e NOS.

Dans les conditions normales (A) : la eNOS est une enzyme homodimerique ot les électrons générés par le NADPH sont

transférés par l'intermédiaire des flavines FAD et FMN au domaine oxygénase (en gris). Le BHj est lié a 'heme (Fe) au
niveau du site actif et va ensuite interagir avec les résidus des deux monomeéres, permettant ainsi la dimérisation. Le NO
est alors généré par l'oxydation de la L-Arginine en utilisant une molécule d'oxygéne.

Dans les conditions de déficience en BH4 (B) : il y a une perte du couplage du domaine réductase et de I'oxydation de la
L-Arginine au niveau du site actif. Le flux d'électrons des flavines a la L-Arginine est découplé, il en résulte la formation
d'anions superoxyde a partir d'une molécule d'oxygene. (d'aprés Channon, 2004).

o _ _ Oc = -
103 + *N—Q — 100 N—C

anian

Superoxyde Monoxyde d’azote anion peroxynitrite

Figure 32 : Formation des peroxynitrites.
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3.4 Role de la chaine respiratoire mitochondriale comme source d'anion
superoxyde :

La chdine respiratoire mitochondriale est un événement physiologique correspondant a
une fuite d'électrons au niveau des complexes I et III, qui ne dépasse pas 3 d 5 % de la
production mitochondriale. En revanche, I'activation métabolique de la chdine respiratoire (par de
fortes concentrations en glucose par exemple, qui favorisent la glycolyse et le cycle des acides
tricarboxyliques et fournissent ainsi des substrats a la mitochondrie) va conduire a une
production accrue d'O;", également a l'origine d'un stress oxydant vasculaire (Ballinger, 2005). Ce
mécanisme est d'ailleurs la principale cause de cette production élevé d'O,” par les mitochondries
des cellules de la paroi vasculaire est une concentration élevée de glucose comme nous avons pu le
montrer sur des cellules endothéliales en culture (Ouslimani, 2005). Elle semble tre le premier
événement de l'activation de différentes voies impliquées dans la pathogenése des complications
vasculaires du diabete dont la macroangiopathie. Par exemple, la surproduction mitochondriale
d'O;" induite par le glucose dans les cellules endothéliales engendre une activation de la protéine
kinase (PKC) et celle du facteur de transcription (NF-kB) ainsi que la formation de produits

avancés de la glycation (AGE) (Nishikawa, 2000).

Aty AcCoA |

acids ® [ Mitochondrial Matrix ]
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/ Ca* 3 } ADP
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NAD NADH MnSOD '
A i g
o - — 02 ! oz

FMN-H,| (FADH,) | o5

Q;

Pyruvate CuZnSOD

H2
|
MaI-As‘ shuttle / 1
NADH p . CuZnSOD
( Glycerol-P, shuttle o; H,0,
NAD

Lac dh

OL:‘DEF
Glicing Cytosol Membrane

Figure 33 : Représentation schématique du transfert d'électron dans la

mitochondrie et la formation d'anions superoxyde. Les différents complexes mitochondriaux
sont représentés en rouge, FMN-H2, FADH2 : flavines, Fe-S : centres Fer-Soufre, Q-QH2 : coenzyme Q, bH, bL ¢, aa3 :
cytochromes, Oz : oxygene, Oz "' anions superoxyde, Mal-Asp : malate-aspartate, glycerol-Pi: glycerol phosphate, lac
dh : lactate déhydrogénase, AcCoA : acétyl coenzyme A, F1: site de 'ATP synthase, IF1: inhibiteur de 'ATPase, Mn-
SOD : manganése superoxyde dismutase, Cu,Zn-SOD : cuivre-zinc superoxyde dysmutase. Les inhibiteurs de ces
différents complexes sont en gris (D'aprés Michaelis et al., 2005).
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Introduction

CHAPITRE 4 :

LES POLYPHENOLS VEGETAUX :
PROTECTEURS
CARDIOVASCULAIRES

« Le vin est une chose convenable pour 'homme, tant pour /'homme sain que
pour I'homme malade, il doit Etre consommé et administré au moment
opportun et dans une juste proportion suivant la constitution individuelle.»

Hippocrate, il y a plus de 2000 ans
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CHAPITRE 4: LES POLYPHENOLS VEGETAUX :

PROTECTEURS CARDIOVASCULAIRES

De nombreuses études épidémiologiques ont montré qu'une consommation modérée et
réguliere de vin, et en particulier le vin rouge, est associée a un risque moins élevé de mortalité.
Ces effets sont dus a une réduction de la mortalité par maladies cardiovasculaires et les cancers
(St Leger et al, 1979 ; Renaud et al, 1998) (Figure 34). Certes l'alcool peut contribuer a ces
effets protecteurs en augmentant la concentration de HDL (high density lipoproteins) et en
diminuant le taux de fibrinogéne et la réactivité des plaquettes par exemple (Wollny et a/, 1999 ;
Rimm et al, 1999 ; Pellegrini et al,, 1996), mais des études relativement récentes ont permis de
suggérer le rdle important des composés polyphénoliques contenus entre autres dans le vin

(Dell'Agli et al., 2004 ; Stoclet et al., 2004) (figure 35).

THE LANCET, MaY 12, 1979
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Figure 34 : Taux de mortalité par pays en fonction de la consommation de vin

(d'apres St Leger et al, 1979).
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Mortalité et consommation de  Mortalité de toutes causes
vin chez 34000 hommes de chez 36250 hommes de | 'Est

Nancy de la France en fonction de
(Epidemiology 1998;9:184) | ’alcool CO“SOITIITIé
1.8
25 RR
¢ Cancer ¥ Biére (334 décés) > 40% alcool

0 Biére + vin (1145 décés)

1,61, .
Toutes causes & Vin seulement (1746 décés

L 2 Cardiovasculaire . 201 Abstinents (392 déces)
1,21 1,5
l,ﬂ:- = 0

1,0 w

saw

Alcool (gfjour)

0.6 = erres/jour 0,5 )
o 1-2 2.3 35 57 T-12 12 0 1-21 22.32 33-54 55-98 99-131 >»132
Ajusté pour 1 “ige, | "éducation, le tabac, * p<0,02 **p<0,01 ***p<0,0001

la pression sanguine et le cholestérol sérique

Figure 35 : Taux de mortalité par pathologies en fonction de la consommation de

vin et d'autre alcool (d'aprés Renaud et al, 1998).

4.1 Les polyphénols : généralités
4.1.1. Définitions :

Les polyphénols constituent un groupe de substances naturelles, issues du métabolisme
secondaire des plantes, avec des structures chimiques variables. L'élément structural
fondamental, qui les caractérise, est la présence d'au moins un noyau benzoique auquel est
directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : esther,
éther ou hétéroside.

Ils sont tres répandus dans le régne végétal et font partie intégrante de l'alimentation humaine
et animale. On les retrouve en grande quantité dans le vin rouge mais beaucoup moins dans les
vins blancs. Les polyphénols sont apportés également par les fruits (peaux et grains), les
céréales, le chocolat, les légumes, les boissons telles que le thé, le café et par le bois des fiits de

chénes (Bravo, 1998).
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4.1.2. Classification :

La classe des polyphénols végétaux comprend plus de 8000 composés décrits avec une
grande variété structurale allant d'un simple noyau aromatique jusqu'aux tannins complexes. Ils
sont classiquement divisés en deux familles : les flavonoides et les non-flavonoides (Figure 36).
Plus de la moitié des polyphénols sont composés par les flavonoides, également abondants au
niveau du vin rouge, dont les effets protecteurs au niveau du systéme cardiovasculaire, aussi bien
que leurs propriétés anticancéreuses, antivirales ou antiallergiques ont été rapportées au cours
de nombreuses expérimentations (Middleton et a/, 2000). Les principaux groupes de phénols
dans le raisin et le vin sont les phénols simples (non-flavonoide), les flavonoides et les tanins

(Cheynier et al,, 1997).
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(Figure 36) : Classification sommaire des composés phénoliques présents dans le
raisin et le vin (d'aprés Teissedre, 2008).

412.1. Les flavonoides :

Les flavonoides représentent le groupe le plus répandu parmi les polyphénols. Ils sont
présents dans tout le regne végétal et sont les plus abondants parmi les composés
polyphénoliques. Dans les vins rouges, ils constituent plus de 85% du contenu en phénols (> 1 g/L),
alors qu'ils représentent moins de 20% du contenu en phénols dans les vins blancs (< 50 mg/L)
(Singleton, 1982 ; Soleas et al, 1997). Ils comprennent 15 atomes de carbone formant une

structure C6-C3-C6 soient deux noyaux aromatiques reliés par un pont de 3 carbones. Leurs
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roles sont variés dans les plantes en tant que métabolites secondaires, étant impliqués dans les
processus de défenses contre les UV, la pigmentation, et la résistance contre les agresseurs
bactériens et fongiques comme le mildiou ou certains produits phytosanitaires (Langcake et
Pryce, 1976 ; Coulomb et al. 1999).

Six grandes classes de flavonoides peuvent &tre mentionnées : les flavonols, les

flavanones, les flavones, les anthocyanidines, les isoflavones et les flavan-3-ols (Figure 37).

Les flavonoides

{ Anthocyane

O
Flavanone

Figure 37 : Représentation des familles de flavonoides et leurs principales
sources alimentaires. 4,8, ¢: hétérocycles comprenant la numérotation des différents carbones.

Les flavones sont présents dans les plantes aromatiques (persil), le céleri, I'aubépine, les
pommes et la menthe.
* Les isoflavones sont présents dans les légumineuses et le soja. Ils ont une structure

proche des cestrogénes e sont classés dans les phytoeostrogénes et ont des propriétés « pseudo-

hormonales »
x . N P . . P
Les peuvent exister sous forme de monomeére (catéchine, épicatéchine), sous

forme d'oligomeres de procyanidines (dimeres a pentaméres) ou polymeres de procyanidines (les
tannins condensés). On retrouve les catéchines dans un grand nombre de fruits (notamment les

abricots), le vin rouge mais surtout dans le thé vert et le chocolat ol ils sont présents en grande
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quantité. Les tannins sont responsables de I'astringence de certains fruits (raisins, pommes...) et

de certaines boissons (vin, cidre, thé, biére) et de I'amertume du chocolat.

* , .
Les flavanones sont présents essentiellement dans les agrumes et notamment dans la peau.

*Les anthocyanes sont présents dans les fruits rouges et les fleurs dont ils sont

responsables de leur couleur (bleu, rouge, mauve, rose ou orange). Le vin rouge est une source

importante d'anthocyanes.
* Les flavonols sont présents dans les oignons, le chou, le ginkgo, poireau et la moutarde. Les

flavonols sont concentrés au niveau périphérique de ces plantes c'est-a-dire au niveau des feuilles

et de la peau des fruits car leur biosynthése nécessite de la lumiere.

4.12.2. Les non-flavonoides :

* Les phénols simples sont des dérivés a 6 carbones du noyau benzénique sur lequel sont

greffés un ou plusieurs groupements hydroxyles. Ils sont rares a I'¢tat naturel. On trouve parmi

les phénols I'hydroquinol, le crésol et I'acide shikimique (Figure 38).

OH OH 0oy
TH .-"1-3."--.. o, .-"?"
|._a--" “-:1 ||~ '-1_:] [|-\. ?.’;:J "-L ]‘.
[ T ]’ HO" T “OH
- OH CH, OH
phénol hydroquinel p-crésol Acide shikimigue

Figure 38 : Représentation des phénols simples.

* Les acides phénoliques comportent deux classes : les acides hydroxycinnamiques et

hydroxybenzoiques. Les dérivés de |'acide cinnamique (acide coumarique, caféique) sont rarement
retrouvés sous forme libre a I'état naturel mais plutot sous forme combinée (acide caféique+
acide quinique=acide chlorogénique, présent dans des fruits et le café). Les dérivés de l'acide
benzoiques (acide gallique, vanillique) sont présents en grandes quantités dans le vin blanc par

exemple. Ils font aussi partie des structures complexes des tanins (hydrolysables et complexes).
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Figure 39: Exemples de structures des acides hydroxycinnamiques et

hydroxybenzoiques respectivement.

* Les stilbénes : cette famille de polyphénols naturels est constituée de dérivés hydroxy-,

méthoxy- du stilbéne simple, ainsi que leurs formes hétérosidiques ou polymériques. On les
trouve chez de nombreuses plantes supérieures. En réponse d des attaques de pathogenes
extérieurs (insectes, micro-organismes), les plantes se protegent en produisant des composés
toxiques contribuant au blocage local des attaquants. Certaines de ces substances, comme les
alcaloides (nicotine), les terpénoides (pyréthrines) ou les isoflavones (roténoides) ont été tres
étudiées. D'autres comme les stilbénes sont beaucoup moins connues. Pezet et al, (2004) ont
montré que les feuilles de vignes inoculées par le mildiou (Plasmopara viticola) vont au bout de
quelques heures produire localement des stilbénes. Le resvératrol est le chef de file des
stilbenes (Figure 40). On le retrouve en tres petites quantités dans le vin rouge (0,3 a 7 mg
d'aglycones/L et 15 mg de glycosides/L) (Bertelli et al, 1998). D'une maniére générale, les

stilbenes sont présents a de tres faibles concentrations dans I'alimentation.

Resvératrol

Figure 40 : Représentation de stilbéne majeur, le resvératrol.
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4.1.3. Les polyphénols au centre de notre alimentation :
Les polyphénols sont présents dans de nombreux aliments d'origine végétale, tels que les
légumes, les fruits, les céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, comme le vin, le

cidre, la biére ou le thé.

Groupes Composés Origines
Apigénine Pomme
Chrysine Baies
FLAVONES Kaempférole Broccoli
Lutéoline Céleri
Myricétine Pelure de fruit
Rutine Canneberge
Sigéline Raisin
Quercétine Laitue, oignons, persil et olives
Fisétine

Hespérétine
Naringine Fruits et zeste d'agrumes
Naringénine

Taxifoline

Catéchine Vin rouge

Epicatéchine
Epigallocatéchine gallate[ Thé vert

Procyanidines Chocolat / cacao
Cyanidine Baies
Delphinidine Cerise
ANTHOCYANES Malvidine Raisin
Pélargonidine Framboise
Péonidine Raisin rouge
Pétunidine Thé, Vin rouge, fraises, peau des

fruits avec des pigments foncés

Figure 41 : Principaux groupes de polyphénols et leurs principales sources

alimentaires. (daprés Nijveldt e af, 2001)

L'estimation de I'apport alimentaire en composés phénoliques reste difficile du fait de la
vaste diversité des composés présents, a laquelle s'ajoutent les multiples possibilités de
conjugaison, notamment de glycosylation. De plus, les teneurs sont variables pour un méme
aliment en fonction de la variété, du lieu de culture, et de la saison considérée. De méme, les
différents traitements technologiques et conditions de stockage vont avoir un impact sur la

quantité et la qualité des composés phénoliques présents (Mazza, 1995).
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4.2 Les effets cardiovasculaires des polyphénols :

De nombreuses données épidémiologiques, ont confirmé que les populations consommatrices
de vin présentaient des taux bas de mortalité pour les maladies cardiovasculaires. De
nombreuses études épidémiologiques et scientifiques (Boffet et Garfinkel, 1990 ; Renaud et al.,
1998 ; Renaud et Lorgeril, 1992), récoltées dans les pays industrialisés, et portant sur la
consommation de vin et la mortalité cardio-vasculaire ont montré qu'une consommation modérée
de vin de l'ordre de 1 a 3 verres par jour soit 150 a 300 ml/jour conduisait a une réduction de
cette mortalité de I'ordre de 30% a 50% par rapport aux non-consommateurs. Cependant, une
consommation importante (plus de 4 a 5 verres par jour) est dommageable et est associée a
I'hypertension artérielle, aux attaques cérébro-vasculaires, aux crises cardiaques et donc a une
augmentation de la mortalité | Ainsi un bénéfice en matiére de santé ne peut étre observé que
pour une consommation modérée de vin.

Un des retentissements les plus fameux de ces découvertes fiit I'émission « 60 minutes »,
présentée en novembre 1991 sur la chdine américaine CBS ol Serge Renaud permit de faire
découvrir au grand public I'existence du « French paradox » (Renaud et De Lorgeril, 1992). Cette
dénomination révéle un constat épidémiologique montrant que si, dans la plupart des pays, une
consommation élevée de graisses saturées est fortement corrélée avec des mortalités
importantes pour les maladies cardiovasculaires, cela n‘est pas le cas en France et en plus
particulierement dans la région de Toulouse ou la mortalité d'origine coronarienne est faible
malgré une consommation conséquente de graisses saturées (Renauld et Gueguen, 1998 ; Renaud
et al, 1998 ; Rimm ef al, 1999 ; Gronbaek ef a/., 2000 ; Zenebe et Pechanova, 2002). Parmi les
hypothéses avancées pour expliquer ce paradoxe, la consommation réguliére et modérée de vin a
été émise.

En effet, la consommation d'aliments riches en polyphénols ou de vin rouge réduite le
développement de nombreuses pathologies, telles que le cancer, lischémie cardiaque,
I'athérosclérose et I'hypertension (Bohm et a/, 2004 ; de Gaetano et al, 2002 ; Duffy et al,
2003 ; Goldfinger, 2003; Hertog et al, 1993a, b; Maron, 2004 ; Middleton et a/, 2000 ;
Nijveldt et al, 2001 ; Stocker et al, 2004 ; Tomera, 1999 . Waddington et a/, 2004). Les
polyphénols ont aussi des propriétés anti-diabétiques (Al-Awwadi et a/, 2004). Ils ont aussi été
décrits comme étant des anti-agrégants plaquettaires, des anti-allergenes et des anti-tumoraux
(Middleton et al, 2000). Les polyphénols sont en effet capables d'empécher I'oxydation des LDL
(Osakabe et al, 2000), d'inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires

(Tijima ef al, 2000) d'empécher I'agrégation plaquettaire (Wollny et a/, 1999) et de promouvoir
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le reldchement des cellules musculaires lisses vasculaires (Andriambeloson et al/, 1997 ; Zenebe
et al., 2003). 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 (Stoclet et al, 2004)
ainsi que leurs effets in vivo sur la prévention du développement de I'hypertension chez le rat

(Sarr et al., 2006).

4.2.1. Les polyphénols, une activité anti- et pro-oxydantes

Ce sont les propriétés anti-oxydantes des composés polyphénoliques qui ont été les plus
décrites. Ils peuvent ainsi avoir un effet additionnel au systéeme endogéne régulant la balance
oxydative. Plusieurs études ont montrés que les composés polyphénoliques, et l'alcool, contenu
dans le vin pouvaient contribuer a ce effet protecteur (Frankel et a/, 1993 ; Fuhrman et al.,
1995 ; Serafini et al, 1998 ; Senault et a/, 2000). Des études réalisées chez I'Homme ont permis
de montrer que l'ingestion de vin rouge augmentait l'activité antioxydante dans le sang, en
comparaison avec d'autres boissons (Maxwell et al., 1994, Fuhrman et al., 1995 ; Whitehead et al.,
1995). Une augmentation de la capacité anti-oxydante du plasma est également observée lors
d'une supplémentation en polyphénols du vin rouge (Carbonneau et al, 1997 ; Day et al, 1997 ;
Rive -Evans et al, 1997). Les polyphénols du vin rouge sont capables de piéger les radicaux
oxygénés (Robak et al, 1988 ; Stupans et al., 2002), d'inhiber 'oxydation des LDL (Frankel et al,
1993 ; Fuhrman et al/, 1995 ; Kondo et al, 1994 ; Senault et a/, 2000 ; Serafini et al, 1998),
d'inhiber I'expression et l'activité d'enzymes pro-oxydantes telles que la NADPH oxydase et la
xanthine oxydase et d'augmenter celles d'enzymes anti-oxydantes telle que la catalase (Chang et
al., 1993 ; Johnson et al,, 2002 ; Orallo et al, 2002 ; Ying et al.,, 2003).

Des fravaux récents montrent que certains polyphénols peuvent induire dans certaines
conditions, la formation de ROS. En effet, les flavonoides induisent une apoptose cellulaire par
perte du potentiel transmembranaire mitochondrial, une augmentation de la production de ROS
et la libération du cytochrome c mitochondrial dans le cytoplasme (Wang et al, 1999). Les
polyphénols de I'alimentation ayant un noyau phénolique dans leur structure sont métabolisés par
les péroxydases pour former un radical phénoxyl pro-oxydant, qui est suffisamment réactif pour
oxyder le glutathione réduit (6SH) ou la NADH, s'accompagnant d'une forte consommation
d'oxygéne et la formation de ROS (Galati et al, 1999, 2002). Au niveau vasculaire (voir
paragraphe 4.2.2), les polyphénols du vin rouge et du jus de raisin induisent une relaxation des

artéres coronaires de porcs et mésentériques de rats par la formation de ROS au niveau
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endothéliale, formation nécessaire pour l'activation de la synthése des facteurs vasorelaxants

(Anselm et al, 2007 ; Ndiaye et a/., 2003, 2004, 2005).

4.2.2. Les polyphénols, acteurs dans le contréle de la vasomotricité

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 (Stoclet et al, 2004). Les
polyphénols du vin rouge ont des propriétés anti-angiogéniques, anti-athérosclérotiques (voir
paragraphes 4 .2.3 et 4.2.4) (Oak et al, 2003, 2004 ; Walter et al., 2008) et vasorelaxantes.
Cette derniére propriété implique la production par les cellules endothéliales de NO
(Andriambeloson et al, 1997 Stoclet et al, 1999) et d'un facteur hyperpolarisant de type EDHF
(Ndiaye et al, 2003, 2004).

4.2.2.1. Stimulation de la formation du NO :

De nombreuses études indiquent que les composés polyphénoliques de vin constituent une
nouvelle classe de stimuli pour la formation endothéliale du NO. La capacité d'extraits de peau,
de pulpe, de jus de raisin et de vins rouges et blancs & induire des relaxations dépendantes de
I'endothélium et médiées par NO a été examinée initialement sur des anneaux d'aorte de rat
isolés (Fitzpatrick et al, 1993). En effet, les polyphénols du vin rouge et du jus de raisin sont
capables d'induire l'activation de la eNOS par deux mécanismes (voir figure 42). La premiere est
indépendante de la [Ca®']i et fait intervenir la voie phosphoinositide-3 kinase (PI3-Kinase)/Akt,
aboutissant a la phosphorylation de la eNOS sur le résidu sérine 1177. Cette voie PI3-Kinase/Akt
peut €tre aussi stimulée par les forces de cisaillement (Dimmeler et al, 1999), les cestrogenes et
le VEGF. La seconde est mineure et activée a forte concentration en polyphénols (10°M). Elle
implique I'augmentation du [Ca®']; aboutissant & la formation du NO (Stoclet et al, 1999 ; Martin
et al, 2003). Il faut noté que ces effets aigus sont accompagnés par des effets a plus long
termes des polyphénols du vin rouge, puisqu'ils sont capables de moduler I'expression de la eNOS
(Wallerath et al, 2002, 2003 ; Leikert ef al, 2002) par une augmentation de l'activité du
promoteur de la eNOS et une stabilisation de son ARN messager (Wallerath et a/, 2002).
L'ensemble des ces effets sur la eNOS aboutit ainsi a la formation accrue et soutenue de NO

endothélial.
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4.2.2.2. Stimulation de la formation d'EDHF :

Les études réalisées dans le laboratoire ont permis de montrer que les polyphénols du vin
rouge sont aussi capables d'induire la formation d'EDHF dans I'artére coronaires de porc (Ndiaye
et al, 2001). De plus ces relaxations sont associées d une hyperpolarisation des cellules
musculaires lisses vasculaires sensibles d la combinaison de CTX et APA, donc attribuable a
EDHF (Ndiaye ef a/, 2001). D'autres études ont permis de mettre en avant l'importance de la
voie PI3kinase/Akt ainsi que de la formation des ROS, étape crucial dans la formation d'EDHF
(et de NO) par les polyphénols du vin rouge et du jus de raisin, dans l'artére coronaire de porc
(Ndiaye et al, 2003, 2005 ; Anselm et al., 2007). Les canaux potassiques endothéliaux seraient
une cible potentielle de cette voie de signalisation mais il manque encore des preuves dans la
littérature. Une étude réalisée /n vitro sur des lignées de cellules endothéliales a démontré une
augmentation de la probabilité d'ouverture des canaux IKc, par action directe du resvératrol (Li

et al, 2000).

Polyphénols

’ [CGZ+]i S
e )
@ @" Akt? ’®

IKco SKea hyperpolarisation IKco SKeo

() EDHF

Cellules endothéliales

(S

Relaxation

Cellule musculaire lisse

Figure 42 : Voies d'activation des facteurs vasorelaxants NO et EDHF par les

polyphénols. [Ca®)i: concentration en calcium intracellulaire ; CaM: calmoduline, eNOS: NO synthase
endothéliale ; PIP;: lipides membranaires phosphatidylinositol-4,5-biphosphates; PIPs: phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate ; PI3K : PI3-kinase ; PDK1: protéine kinase 1 dépendante des phosphoinositides; P: site phosphorylé ;
ROS : especes réactives de l'oxygéne ; IKc et SKe @ canaux potassiques dépendants du calcium d'intermédiaire et de
faible conductance.

4.2 3. Les polyphénols, des anti-thrombotiques

L'agrégation plaquettaire constitue |'étape préalable a la coagulation sanguine lorsqu'un
vaisseau est |ésé. Elle peut aussi avoir des effets indésirables lorsqu'elle se produit sur une

plaque d'athérome : elle favorise alors la constitution d'un thrombus (caillot), qui se détache et
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obstrue les petits vaisseaux. Il a été montré que les polyphénols du thé peuvent induire
I'augmentation de la fibrinolyse, empécher l'adhésion et l'agrégation plaquettaire et peuvent
diminuer le taux de cholestérol au niveau de la paroi aortique (Lou et a/, 1989). Chez I'Homme, la
quercetine, les catéchines et le resvératrol inhibent la synthese du TXA; dans les plaquettes et
les leukotrienes dans les neutrophiles (Pace-Asciak et al, 1995). La consommation de vin rouge
chez I'Homme diminue ex vivo l'induction par I'ADP de l'agrégation plaquettaire chez I'Homme
(Demrow et al, 1995). L'activité plaquettaire peut aussi €tre réduite par les polyphénols du vin en
stimulant la synthése du NO (Ruf et a/,, 1999). Les polyphénols peuvent aussi induire I'expression
de l'activateur tissulaire de plasminogene (+-PA) et de l'urokinase (u-PA), responsables de la
fibrinolyse (Abou-Agag et al, 2001 ; Zhao et al, 1999). En accord avec tous ces effets anti-
thrombotique, Wollny et a/, (1999) a démontré qu'une consommation de vin rouge pendant 10
jours permettait une diminution de 58% de la taille d'un thrombus chez le rat ayant eu une
ligature de la veine cave inférieure. Soulat et a/. (2006) ont confirmé ces résultats avec 12 jours

de consommation de polyphénols du vin rouge et avec la catéchine purifiée, chez la souris ApoE™".

4.2.4. Les polyphénols, des anti-athérosclérotiques

De par leurs propriétés antioxydantes, les polyphénols ont une influence majeure sur le
systéme cardiovasculaire. Les radicaux libres peuvent oxyder les LDL, modifier la perméabilité
membranaire et promouvoir le développement d'un environnement pro-athérosclérotique. De
nombreuses études cliniques ont démontrés les effets bénéfiques protecteurs des flavonoides
dans les maladies coronariennes (Hertog et al, 1993a, 1995). Hertog et al, (1995) proposent
alors que la consommation réguliere de polyphénols dans notre alimentation pourrait prévenir les
risques de déces par maladies coronariennes. De plus au Japon, une étude a montré une
corrélation inverse entre la consommation de polyphénols et les concentrations plasmatiques
totales de cholestérol (Arai et al/, 2000). La consommation de vin rouge et de composées
polyphénoliques du vin s'oppose a la progression des Iésions dans des modéles expérimentaux
d'athérosclérose mais semble ne pas pouvoir agir contre |'athérosclérose « installée ». Ces effets
protecteurs peuvent €tre attribuées a 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 |ésions d'athérosclérose

(Hayek et al, 1997 ; da Luz et al, 1999 ; Bentzon et al., 2001).
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4.2.5. Les polyphénols, des anti-inflammatoires

L'inflammation joue un rdle crucial dans le développement de l'athérosclérose et de
I'activation de la paroi vasculaire, aboutissant a une thrombose locale et a une vasoconstriction.
Les flavonoides peuvent inhiber la formation de principaux médiateurs pro-inflammatoires du
métabolisme de l'acide arachidonique (Ferrandiz et al, 1990, 1991 ; Laughton et al/, 1991 ;
Yoshimoto et al, 1983 ; Kim et a/, 1998) en inhibant directement l'activité de la PLA, (Alcaraz et
Hoult, 1985 ; Fawzy et al., 1988), des COXs (Moroney et al., 1988), des lipoxygénases (Yoshimoto
et al., 1983 ; Koshuhara et al, 1983 ; Alcaraz et Hoult, 1985 ; Moroney et al., 1988) et en
inhibant la peroxydation non-enzymatique des acides gras polyinsaturés nécessaire a l'activation

de ces oxygénases (Swain, 1986).

4.2.6. Les polyphénols, des anti-tumoraux

Des études épidémiologiques ont indiqué q'une consommation modérée de 1 a 3 verres de
vin par jour est associée a une diminution de 22% des cancers (Gronbaek et al, 2000). De part
leur effet antioxydant, les polyphénols ont des propriétés anti-tumorales. En effet, la formation
de ROS serait impliquée dans la carcinogenése (Loft et Poulsen, 1996). Nous avons vu dans le
paragraphe 2.1.2 que les ROS peuvent endommager I'ADN pouvant aboutir a des mutations. Si ces
mutations touchent les genes suppresseurs de tumeurs (p53...) et d'oncogenes (c-myc...), alors il y
aura l'initiation et progression du cancer. Les flavonoides sont capables d'inhiber la carcinogenése
(Stefani et al., 1999) et I'angiogenese (Fotsis et al, 1997 ; Walter et al., 2008), qui mal régulée

joue un réle important dans les cancers (Fan et a/., 1995).

4.3 Autres propriétés de polyphénols : des anti-ostéoporoses et des anti-

viraux :

Une étude anglaise réalisée chez des femmes dgées ayant ou non consommées du thé, a
permis de montrer un effet du thé sur la densité osseuse, plus élevée chez les femmes
consommatrices de thé. Ainsi les flavonoides présents dans le thé permettraient la prévention de
I'ostéoporose (Hegarty et al, 2000).

L'activité antivirale des flavonoides a été montrée en 1998 par Wang et al. Le pouvoir
infectieux et / ou la réplication des virus de I'herpes, des virus respiratoires, des adénovirus et
des virus influenza sont inhibées par les traitements avec les flavonoids. La quercetine

notamment a des propriétés anti-infectieuses mais aussi anti-réplicatives (Kaul et a/., 1985).
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Approches Expérimentales

PARTIE 1 :

LES MODELES ANIMAUX
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Toutes les expérimentations ont été conduites avec des rats males Wistar maintenus
dans des conditions d'élevage standard (rythme nycthéméral de 12h/12h, nourriture et boisson
ad libitum). Tous les protocoles expérimentaux ont été approuvés par un comité d'éthique locale
(CREMEAS) et conformes au “Guide for the Care and Use of laboratory Animals” publié dans le
US National Institutes of health (NIH publication no. 85-23, revised 1996).

1.1 Hypertension artérielle : infusion chronique d'angiotensine II :
(publications 1 et 2)

1.1.1. Animaux, conditions d'élevage et chirurgie :

28 rats males adultes de souche Wistar dgés de 12 semaines et pesant environ 350g, sont
placés dans des cages individuelles. Les animaux sont répartis en deux groupes (n = 14), le
premier étant un groupe contréle et le second comprenant les animaux traités avec I'angiotensine
IT a 0,4 mg/kg/j durant 21 jours a l'aide d'une mini-pompe osmotique ALZET. Pour la mise en
place de la mini-pompe osmotique, I'animal est anesthésié avec du pentobarbital sodique en
solution (54,7 mg/mL; CEVA Santé Animale), la dose de 50 mg/kg est injectée en
intrapéritonéale. L'animal anesthésié est positionné en décubitus ventral, les pattes avant
écartées. Les poils du dos au niveau des omoplates sont enlevés et la peau est désinfectée au
Bétyle® (polyvinyle iodée a 10%). La pompe utilisée est une pompe ALZET® (Alzet, model 2004)
de 200 (L avec une vitesse de perfusion de 0,25 plL/h, prévue pour 28 jours. L'angiotensine IT
est dissoute dans du sérum physiologique (NaCl a 0,9%). Une fois la pompe remplie avec
I'angiotensine II, elle est placée dans un sérum physiologique stérile avant d'étre introduite chez
I'animal. Une incision de 1 cm est réalisée, un « tunnel » sous-cutané en direction caudale est créé
afin d'y positionner la pompe. La peau est suturée avec deux agrafes, nettoyées avec du Bétyle®.

L'animal est surveillé durant son réveil et les heures suivant |'opération (figure 43).
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Figure 43 : Mise en place de la mini-pompe osmotique ALZET chez le rat

1.1.2. Protocole expérimental :

Les 7 premiers jours correspondent a l'entrdinement de la prise de pression artérielle
pour tous les animaux. La suite du protocole varie en fonction des deux groupes.
Au 7°™ jour sont placées les pompes ALZET délivrant pour 21 jours de l'angiotensine IT
continuellement a la méme dose. Au 28°™ jour les animaux sont sacrifiés, des prélévements
sanguins sont réalisés sur I'animal anesthésié, afin de pouvoir doser la rénine plasmatique. Les
artéres mésentériques sont prélevées pour réaliser des études immunohistochimiques d'une part

et pour la réactivité vasculaire (en chambre a organes isolés), d'autre part (figure 44).

Figure 44 : Protocole Protocole expérimental: hypertension artérielle

expérimental pour I'étude

! i * Mesure Activité Rénine
sur l hyper‘TenS'on [Angiofensine II (0,4 mg/kg/J)} Plasmafique
, - . . * Réactivité vasculaire :
artérielle induite par —_—— > artére mésentérique
Pression artérielle  sqcrifice * Immunomarquages :

i i ! i i Fréquence cardiaqu connexines,
infusion d'angiotensine IT réquence cardiaque canaux patassiques,

. .. eNOS, NADPHoxydase
durant 21 jours /n vivo * DHE: mesure des ROS
* Microélectrodes

chez le rat.
Implantation de la mini-pompe
osmotique contenant
I'angiotensine IT
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1.1.3. Mesure de pression artérielle et de fréquence cardiaque :

Les animaux sont entrdinés a la prise de pression systolique par pléthysmographie (LE
5002®, BIOSEB, Chaville, France) 5 jours par semaine durant les 7 premiers jours, afin
d'éliminer le biais du stress des animaux face au dispositif. Cette prise de pression quotidienne
est ensuite effectuée tout au long du protocole expérimental.

L'animal est placé dans une chambre chauffante pendant une vingtaine de minutes puis
est disposé dans un tunnel en plexiglas transparent sur une plaque chauffante, avec un chiffon
par-dessus pour qu'il ne soit pas perturbé par I'environnement extérieur. Il est maintenu immobile
dans le tunnel, la queue placée dans un brassard qui compresse l'artére caudale. La pression
systolique est déterminée au moment de la (re)-circulation sanguine permise par un reldchement

du manchon. La fréquence cardiaque est aussi mesurée en paralléle (figure 45).

Générateur + Ordinateur

Bolte dt‘a contention CC“PT"'”"

Pulsations
cardiaques

Pression
artérielle

Fréquence
cardiaque

Brassard

Plaque chauffante

Figure 45 : Appareillage pour la prise de pression artérielle chez le rat par

pléthysmographie non invasive.

1.2 Hypertension portale et cirrhose biliaire : ligature de la voie biliaire
commune (publication 3) :

1.2.1. Animaux, conditions d'élevage et chirurgie:
34 rats Wistar mdles dgés de 12-14 semaines au sacrifice sont anesthésiés en

intfrapéritonéale par un mélange de kétamine (80 mg/kg) et xylasine (4 mg/kg). Nous avons ici
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utilisé un anesthésique accompagné d'un antalgique car il s'agit d'une chirurgie abdominale lourde
pour l'animal. La cirrhose biliaire est induite par ligature de la voie biliaire commune (CBDL,
ligation of the common bile duct). Apres laparotomie, le canal biliaire est isolé, doublement
ligaturé et coupé entre ces deux ligatures. Les animaux contrdles (Sham) ont subis une
laparotomie, un isolement du canal biliaire sans ligature. Les animaux sont surveillés apres la
chirurgie et sont sacrifiés 4 semaines apreés la chirurgie (figure 46).

1.2.2. Protocole expérimental :

Les animaux sont répartis en 6 groupes: 7 rats CBDL et 5 rats Sham sont traités une
semaine avant la chirurgie avec de I'apocynine (100 mg/kg/j : inhibiteur de la formation des ROS
par la NADPH oxydase, antioxydant) ainsi que les 4 semaines suivantes ; 7 rats CBDL et 5 rats
Sham sont traités avec du Losartan (10 mg/kg/j ; antagoniste des récepteurs ATI a I'Ang II)
selon le méme protocole que précédemment; 5 rats CBDL et 5 rats Sham vont recevoir
uniqguement le véhicule (eau) durant toute la durée du protocole. Les animaux sont pesés toutes

les semaines pour ajuster les traitements une fois par semaine (figure 46).

Figure 46 :
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1.3. Vieillissement (publications 4 et 5) :

1.3.1. Animaux, conditions d'élevage et protocoles expérimentaux :

Cette étude a porté sur deux types de traitements, I'un préventif et I'autre curatif avec

d'une part de I'apocynine (100 mg/kg/) ou bien les polyphénols du vin rouge (RWPs 25, 75 ou 100
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mg/kg/j). Pour ces deux études, les animaux sont pesés toutes les semaines afin de suivre leur
prise de poids et de pouvoir ajuster les traitements, les biberons contenant des polyphénols sont
changés tous les 2-3 jours a cause de leur photosensibilité et leur instabilité, ceux contenant
I'apocynine sont changés une fois par semaine. Les animaux sont considérés comme sédentaire vu
leur manque d'activité physique. Dans I'étude préventive, tous les animaux sont soumis a un test
d'endurance une semaine avant leur sacrifice. Ce test, réalisé une seule fois, permet de
déterminer la capacité des animaux a courir sur un tapis roulant, ceci permettant de révéler la
répercussion du vieillissement sur les aptitudes physiques des animaux. Ce test nécessite une
semaine préalable d'apprentissage de la tdache.

Une étude préliminaire réalisée avec 3 groupes d'animaux : 9 rats agés de 12-14 semaines,
9 rats de 20 semaines et 7 rats de 40 semaines a permis de mettre en évidence la présence d'une
dysfonction endothéliale (des 20 semaines) avant de réaliser les études préventive et curative.

Les rats dgés de 12-14 semaines servaient de contréle « jeune » pour ces deux études.

1.3.2. Etude préventive :

4 groupes de 12 rats sont utilisés: le 1°" regoit le solvant (3% éthanol, pH 3,3; rats
contrdles); le 2°™ regoit les polyphénols du vin rouge a 25 mg/kg/j (3% éthanol, pH 3,3; rats
RWPs25); le 3°™ regoit les polyphénols du vin rouge a 75 mg/kg/j (3% éthanol, pH 3.3; rats
RWPs75) et le 4°™ regoit de I'apocynine a 100 mg/kg/j (3% éthanol, pH 3.3; rats apocynine). Les

traitements commencent a I'dge de 16 semaines jusqu'au sacrifice a 40 semaines (figure 47).

Figure 47 :
Protocole
expérimental
pour |'étude des
effets
préventifs des
polyphénols du
vin rouge sur le
vieillissement /n
vivo chez le rat.

38eme g: Entrdinement tapis roulant

39¢me g: Test d'endurance

Rats jeunes 1] Rats dgés
[ 16 Age 40 semaines =

’ Solvant 3% éthanol Fonction endothéliale

RWPs 25 mg’ kg,.l Stress oxydant
RWPe 75 mg,kg’ i Capacité a l'exercice

’ Apocynine 100 mg/kg/j physique
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1.3.3. Etude curative :

3 groupes de 4 a 6 rats dgés sont utilisés : le 1°" regoit le solvant (3% éthanol, pH 3,3; rats
contrdles); le 2°™ regoit les polyphénols du vin rouge & 100 mg/kg/j (3% éthanol, pH 3,3; rats
RWPs100); le 3°™ regoit de I'apocynine a 100 mg/kg/j (3% éthanol, pH 3.3; rats apocynine). Les

traitements commencent a I'dge de 50 semaines jusqu'au sacrifice a 55 semaines (figure 48).

1 Rats jeunes Rats dgés
[16 Age 50 55 semaines ——=—

’ Solvant 3% éthanol

| RWPs 100 ma/kg/j
’ Apocynine 100 mg/kg/‘> Stress oxydant

Fonction endothéliale

Figure 48 : Protocole expérimental pour I'étude des effets curatifs des
polyphénols du vin rouge sur le vieillissement /n vivo chez le rat.

1.3.4. Composition du vin et de I'extrait de vin de Corbieéres :

Le vin est constitué d'une solution hydro-alcoolique acide. Il contient en majorité de l'eau,
80 a 90 % et de I'éthanol qui permet entre autres la solubilisation des polyphénols. II contient
ensuite par ordre d'importance décroissante des alcools, des acides organiques, des polyols, des
composés azotés et des polyphénols (0,5 a 2,4 %). Les acides organiques sont pour leurs parts
présents a des taux de 3 a 10 g/L. La teneur en composés aromatiques comme les alcools
supérieurs, les acides volatils et les esters d'acides gras est de l'ordre de 1 g/L. La quantité de
composés polyphénoliques présents dans le vin est non négligeable, et elle représente en moyenne
2 grammes par litre de vin rouge. La répartition exacte des différents composés phénoliques est

variable selon les vins, les vins rouges contenant d'avantage de polyphénols que les vins blancs.

103



Composition de I'extrait de polyphénols de vin rouge

Vin rouge frangais (Corbiéres A.O.C.)
Polyphénols (2.7 g / L)

Catéchine 8.6 mg/g
Epicatéchine 8.7 mg/g

Malvudm—3 glucoside 11.7 mg/g Acide galllque 5.0 mg/g
Peonidin-3 glucoside 0.66 mg/g Acide caféique 2.5 mg/g
Cyanidin-3 glucoside 0.06 mg/g Acide caftarique 12.5 mg/g

Figure 49 : Composition de I'extrait de polyphénols du vin rouge utilisé.

La dose administrée de 100 mg/kg/jour aux rats correspond a une consommation
modérée de vin rouge correspondant a 2 verres de vin par repas pour un homme de 80 kg. Cela

représente un apport de 1,46 g de composés polyphénoliques totaux par jour.

1.4 Sacrifices et prélevements :

1.4.1. Prélevements sanguins :

Les animaux sont anesthésiés avec du pentobarbital de sodium a 50 mg/kg en i.p. ou un
mélange kétamine (80 mg/kg) / xylasine (4 mg/kg). Ils sont placés en décubitus dorsal, aprés une
large incision médiane xypho-pubienne, la bifurcation aorto-illiaque est dégagée des tissus
graisseux et conjonctifs environnants. 2-3 mL de sang sont prélevés, centrifugés pendant 20
minutes @ 3000 tours/min et le plasma est ainsi recueilli, congelé a -80°C dans des fubes EDTA
(Bexon Dickinson®) afin de réaliser des dosages de rénine angiotensine plasmatique, de nitrites,

hitrates et d’hormones.
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1.4.2. Prélevements d'organes :

Selon les études, le mésentere ou l'artere pulmonaire sont prélevés, isolés et placés dans
une solution physiologique de Krebs a 37° (pH 7,4 ; de composition en mM : 118 NaCl ; 4,7 KCI ;
118 KH,PO,: 1,17 MgSO4; 1,25 CaCl,; 25 NaHCO,, 11 Glucose), avant d'@tre nettoyés
délicatement de tous tissus conjonctifs et adipeux sous une loupe binoculaire, afin de préserver
I'endothélium. Des anneaux de 2-3 mm sont coupés pour des mesures de réactivité vasculaire, le
reste des arteres ainsi que les organes tels que le foie, les reins, les poumons sont congelés
soient a sec soient dans une colle physiologique (Tissue-Tek® O.C.T) dans l'azote liquide et
conservé a -80°C pour les expériences d'immunomarquages et pour des études quantitatives par
RT-PCR et Western-blot. Pour les organes destinés a I'histochimie, ils sont placés immédiatement
apres dissection dans des cassettes d'inclusion pour &tre ensuite fixés dans une solution de Bouin
(mélange de formaline, acide picrique et d'acide acétique) pendant 24 heures a température

ambiante.
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Approches Expérimentales

Partie 2:
ETUDE DE LA FONCTION
ENDOTHELIALE
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PARTIE 2 : ETUDE DE LA FONCTION ENDOTHELTIALE :

VASCULAIRE EN CHAMBRES A ORGANES ISOLES

Force Recorder
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Crochet fixe

Ny

Mini-crochets

Organ

Ith endothelium

f\iﬂ
]
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i 11t
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Figure 50 : Représentation et fonctionnement des chambres a organes isolés

(Ldscher et Vanhoutte, CRC Press, 1990).

Les anneaux sont montés entre deux mini crochets eux-mémes montés sur deux crochets,
le premier étant fixe et le second relié a un capteur de tension lui-méme relié a un amplificateur
et d un ordinateur permettant la visualisation et I'enregistrement des variations de tensions
isométriques. Le tout est placé dans des cuves a organes isolés contenant 10 ml de solution de
Krebs bicarbonate a 37°C et oxygénée par un mélange 95% O, et 5% CO,. Apreés avoir équilibré
les anneaux pendant 45 minutes a une tension de 1g les anneaux d'arteres mésentériques et
pulmonaires sont contractés de fagon répétitive avec une solution de KCl (80 mM), permettant
par une dépolarisation maximale de tester la réactivité du muscle lisse vasculaire. Aprés
obtention de I'effet maximal, trois lavages successifs sont effectués. Afin de tester l'intégrité
de I'endothélium, les anneaux sont contractés a la phényléphrine (1 yM) ou avec le U46619 (un
analogue du TXA;) et au plateau de contraction l'acétylcholine (1 pM) est ensuite ajoutée.
Lorsque I'endothélium est présent et surtout fonctionnel alors l'acétylcholine va induire une

relaxation des anneaux. En revanche, lorsque pour les besoins, expérimentaux on enléve
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mécaniquement I'endothélium ou bien dans le cas de pathologies associées d une dysfonction
endothéliale, cette relaxation sera partiellement ou totalement inhibée. Apres trois lavages

successifs, suit une phase de stabilisation de 45 minutes.

* Durant cette phase différents inhibiteurs sont ajoutés au Krebs afin d'étudier
I'implication des différentes composantes de la relaxation :
a) de l'indométacine (10° M) afin de s'affranchir de la production de prostanoides vasoactifs,
notamment de la prostacycline : révélant la « composante NO+EDHF »
b) d'une combinaison Indométacine + N"-nitro-L-arginine (L-NA, 10* M) un inhibiteur de la NO
synthase : révélant la « composante EDHF » seule
¢) d'une combinaison Indométacine + charybdotoxine (CTX, 107 M) + apamine (APA, 107 M) deux
inhibiteurs des canaux potassiques calcium-dépendants de moyenne et de faible conductance
(TKcq et SKeqrespectivement) : révélant la « composante NO » seule
d)d'une combinaison de tous les inhibiteurs

e) ainsi qu'une condition contréle ne contenant aucun inhibiteur.

* Pour caractériser différentes voies d'activation des facteurs endothéliaux relaxants
nous avons utilisés différents inhibiteurs :
a) un peptide mimétique des jonctions communicantes gap, l'acide 18a glycyrrhetinique
(18 a-GA) est utilisé afin d'étudier l'implication des jonctions gap dans la réponse relaxante
endothélium-dépendante médiée par EDHF
b) un analogue perméant membranaire de la superoxyde dismutase le MnTMPyP est utilisé afin
de déterminer le réle des anions superoxyde
¢) un inhibiteur de la voie PI3-kinase/Akt la Wortmanine est utilisé afin de déterminer
I'implication de cette voie notamment dans la synthése du facteur EDHF par les polyphénols du

vin rouge (voir paragraphe 4.2.2.1).

Apres 45 minutes les anneaux sont contractés avec la phényléphrine ou au U46619 avant
d'appliquer une gamme croissante et cumulative d'acétylcholine (ACh, 10 M & 10° M) afin de
déterminer sa capacité a reldcher les artéres saines et pathologiques. Les anneaux sont a
nouveaux lavés avec du Krebs, remis en présence d'inhibiteurs pendant 45 minutes, re-contractés

a la phényléphrine ou au U46619 avant l'application d'une gamme croissante et cumulative de
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polyphénols du vin rouge (RWPs: 10 g/L & 107 g/L) afin de tester leur capacité & induire une

relaxation dans les artéres saines ou pathologiques.

Afin de pouvoir tester l'intégrité du muscle lisse vasculaire deux approches sont utilisées
sur des anneaux dépourvus d'endothélium de maniére mécanique. La 1°™ consiste & réaliser une
gamme de nitroprussiate de sodium (donneur exogéne de NO, SNP 107° M-10° M) pour tester la
capacité du muscle a se relacher tout en s'affranchissant de la synthése endothéliale de NO ; la
2" est une gamme de Levcromakalime (activateur de canaux potassiques dépendant de I'ATP,
LEV 107° M-10° M) pour vérifier que les cellules musculaires lisses vasculaires n'ont pas perdu la
capacité a s'hyperpolariser et par conséquent a se reldcher, tout en s'affranchissant de la

formation endothéliale dEDHF. Ces deux tests sont nécessaires avant de pouvoir conclure a la

présence d'une dysfonction au hiveau endothéliale dans le cadre des études de pathologies.
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Approches Expérimentales

Partie 3:
ANALYSES BIOCHIMIQUES ET
STATISTIQUES
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T e s st

3.1 Immunomarquages et microscopie confocale :

Des sections transversales de 7 d 14 pm d'épaisseur sont obtenus a l'aide d'un
cryostat a -20°C puis récoltées sur des lames silanisées. Les lames sont ensuite placées a
température ambiante dans une chambre humide (20 min) et fixées avec du paraformaldéhyde a
4% (30 min) puis lavées avec du PBS (phosphate buffered saline). Les différents tampons de
blocage (5% sérum, 10% lait) sont appliqués 1 a 2 heures, puis les lames lavés pour appliquer les
différents anticorps primaires pour une nuit a 4°C en chambre humide. Les anti-corps
secondaires sont appliqués durant 2 heures a fempérature ambiante a I'abri de la lumiére, aprés 3
lavages successifs au PBS1x. Les sections sont montées avec du Vectashield et examinées avec
un microscope confocal (1024 MRC, Biorad) avec différents objectifs (Nikon, Tokyo, Japon).
Aprés l'excitation @ 488 nm avec un Laser Krypton/Argon, le signal d'émission est enregistré a

I'aide d'un filtre 515-565 nm. Les quantifications sont réalisées avec le logiciel Sharp 2000, et

sont exprimés en pourcentage de fluorescence par rapport au contréle.

3.2 Mesures de la formation d'especes réactives de |'oxygéne :
Des sections transversales de 25 pym d'épaisseur sont récoltées sur les lames silanisées a
I'aide du cryostat a -20 °C a partir des segments d'artéres congelés. Les lames sont ensuite

placées a température ambiante dans une chambre humide (20 min). La sonde fluorescente

dihydroéthidine (DHE) a 2,510° M est appliquée durant 30 min a 37 °C.

Afin de caractériser la nature des ROS nous avons utilisé différents inhibiteurs, avec un
temps de préincubations de 30 minutes, avant I'application de la DHE :
e le MnTMPyP a 10 M, un analogue perméant membranaire de la superoxyde dismutase,
permet de mettre en évidence la présence d'anions superoxydes
e la PEG-Catalase, un analogue perméant membranaire de la catalase, permet de mettre en

évidence la présence de peroxyde d'hydrogéne

Afin de caractériser les sources potentielles des ROS nous avons utilisé différents

inhibiteurs 30 minutes avant et durant |'application de la DHE :
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e le diphényléneiodonium, DPI, un inhibiteur non spécifique des enzymes a flavines,
permettant de mettre en évidence le rdle de la NADPH oxydase

e lapocynine, inhibiteur de la NADPH oxydase permettra de confirmer limplication de
celle-ci dans la formation des ROS

¢ leL-NA, inhibiteur de la NOS permettra aussi de confirmer |'implication de cette enzyme

dans la formation des ROS.

Aprés lavages, les lames sont montées avec du Vectashield® et examinées avec un
microscope confocal. L'excitation de ['échantillon est réalisée a 488 nm avec un laser
Krypton/Argon et le signal d'émission est enregistré a l'aide d'un filtre 565-610 nm. Les
quantifications sont réalisées avec le logiciel Sharp 2000 et les résultats sont exprimés en

pourcentage de fluorescence par rapport au contrdle.

3.3 Immunohistochimie :

Dans le cadre de I'étude de I'hypertension portale associée d une cirrhose biliaire, nous
avons réalisé des immunohistomarquages des canaux biliaires, pour déterminer la densité biliaire
au niveau du foie (marqueur de cirrhose) et du CD31 (marqueurs spécifiques des cellules
endothéliales, permettant de localiser les vaisseaux sanguins). Les organes prélevés sont fixés
dans des cassettes avec du boiun. Les coupes de 5 um sont Ealisées a I'aide d'un microtome et
transférées sur des lames gélatinées et séchées avant utilisation.

L'activité peroxydase endogéne est inhibée avec une solution a 70% de méthanol et 3% de
peroxyde d'hydrogeéne. Puis les sites non spécifiques sont bloqués avec une solution de sérum a
5% pendant une heure a température ambiante. L'anticorps primaire est incubé toute la nuit a
4°C. Apres lavage l'anticorps secondaire biotinylé est ajouté pendant une heure & température
ambiante. Le complexe anticorps est révélé par l'ajout du substrat de la peroxydase qui
transforme son substrat en un chromogéne marron.

Les marquages sont complétés par une coloration d I'hématoxyline/éosine, une coloration
de routine pour les coupes paraffinées. Les noyaux sont colorés en violet, tandis que le

cytoplasme, les muscles, les fibres de collagéne et les érythrocytes sont colorés en rose.

3.4 Mesure de l'activité rénine-plasmatique :

L'activité rénine plasmatique a été mesurée par radioimmunoessai en déterminant le taux

d'angiotensine I produite dans le plasma en 30 minutes a 37°C en présence de 8-hydroxyquinoline.
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3.5 Analyses statistiques :

Toutes les résultats sont représentés en valeurs moyennes * |'écart standard a la
moyenne (SEM). L'analyse statistique consiste en une analyse de la variance (ANOVA) suivi d'un
test de Fischer. La différence entre deux groupes est déterminée par le test # de Student pour
des valeurs appariées ou non-appariées. Une valeur de P< 0,05 est considérée comme

statistiquement significative.
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Objectifs des études expérimentales

Nous avons vu a travers ce travail bibliographique que la fonction endothéliale est au
ceeur de la recherche sur les pathologies cardiovasculaires. Il est donc indispensable de
connditre les mécanismes de régulation du tonus vasculaire afin de mieux comprendre les états
pathologiques liés a une dysfonction endothéliale.

Ainsi l'objectif général de ce travail de these a été d'étudier la fonction endothéliale
dans différents modéles expérimentaux de pathologies cardiovasculaires chez I'animal et plus
particulierement d'analyser le réle du stress oxydant dans la physiopathologie de I'hypertension
artérielle, du syndrome hépatopulmonaire et du vieillissement « naturel ».

Nous avons vu a l'aide du chapitre « approches expérimentales » les différents modéles
animaux et les techniques utilisées afin de répondre aux objectifs plus spécifiques :

1) déterminer s'il y avait ou non présence d'une dysfonction endothéliale dans les modeles
animaux d'hypertension artérielle, de SHP, de vieillissement physiologique dans l'artere
mésentérique de rats ;

2) déterminer les caractéristiques et les mécanismes sous jacents, notamment au hiveau de la
formation des facteurs vasorelaxants NO et EDHF;

3) mettre en évidence le réle primordial du stress oxydant dans la dysfonction endothéliale.

Nous avons vu a travers la derniére partie de la bibliographie que les polyphénols
végétaux possedent un potentiel thérapeutique considérable dans le domaine cardiovasculaire.
Leurs effets bénéfiques ont été largement décrits depuis ces dix dernieres années aussi bien /n
vitro qu'in vivo. Les études épidémiologiques ont joué un réle important dans la découverte des
propriétés protectrices des polyphénols. Dans la derniére partie de mon doctorat je me suis
attachée a déterminer 1) si les polyphénols du vin rouge étaient aussi capables d'induire des
relaxations endothélium-dépendantes dans I'artére mésentérique de rats sains et pathologiques ;
2) dans le cadre du vieillissement naturel, si les polyphénols du vin rouge étaient capables de
prévenir |'apparition d'une dysfonction endothéliale et / ou de I'améliorer chez les animaux dgés

et de comprendre les mécanismes impliqués.
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Résultats Expérimentaux

Publications 1 et 2:

Etude de la fonction endothéliale dans
un modele expérimental d'hypertension

artérielle /n vivo chez le rat
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Publication 1 :

Angiotensin IT-induced Hypertension is associated with a selective inhibition
of Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor-mediated responses in the

rat mesenteric artery.

The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 328:478-486, 2009

Publication 2 :

Small and intermediate-conductance calcium-activated potassium channels
are impaired in small mesenteric arteries from rat infused with

Angiotensin II.

En préparation, 2009

Dans les conditions physiologiques normales, les cellules endothéliales contribuent au
maintien de I'homéostasie vasculaire par la formation de puissants facteurs vasodilatateurs tels
que le NO, la PGI, et EDHF. Par le biais de ces facteurs, les cellules endothéliales maintiennent
une surface non thrombogénique pour le flux sanguin, contribuent au contréle de la prolifération
des cellules musculaires lisses dans la paroi vasculaire et permettent la vasodilatation. Le NO
reste le facteur vasoactif le plus étudié et nous avons vu qu'd I'heure actuelle la nature d'EDHF
ainsi que son mode d'action sont encore controversés. L'hyperpolarisation endothéliale semble
€tre un pré requis pour |'hyperpolarisation et la relaxation des cellules musculaires lisses sous-
jacentes dans la signalisation dEDHF (Komori et a/., 1988 ; Nagao et Vanhoutte, 1992 ; Garland
et McPherson, 1992 ; Doughty et al, 1999 Ohashi et al, 1999). La transmission de
I'hyperpolarisation nécessiterait l'implication des jonctions gap myoendothéliales composées de
connexines (Cx37, Cx40 et Cx43). De plus, les canaux responsables de I'hyperpolarisation des
cellules endothéliales sont des canaux potassiques dépendants du calcium de moyenne (IKc,) et
faible conductance (SKc,), et sont activés par une augmentation de calcium intracellulaire
stimulée par les agonistes vasodilatateurs (Ghisdal et Morel, 2001). Dans pratiquement tous les
vaisseaux, les réponses médiées par EDHF sont supprimées par une combinaison de deux toxines,
la charybdotoxine et I'apamine, inhibant les canaux potassiques endothéliaux IKc, et SKc,

respectivement (Corriu et al, 1996 ; Chataigneau et a/, 1998 q, b). La voie de signalisation EDHF
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joue donc un réle physiologique crucial en promouvant la vasodilatation des arteres et artérioles
(Shimokawa et al, 1996 ; Kohler et al, 2001), et appardit comme étant un vasodilatateur
majoritaire dans les arteres coronaires et les artéres de résistance (Suzuki et Chen, 1990 ;
Busse et al., 2002), alors que sa participation est faible dans les vaisseaux de conductance. Les
mécanismes vasodilatateurs varient en fonction du lit vasculaire, et en fonction du degré
d'implication des différents facteurs endothéliaux dans un méme lit vasculaire. Dans l'artere
coronaire (Félétou et Vanhoutte, 1988, 1989) et dans l'artere mésentérique de rat (Shimokawa
et al, 1996) il a été mis en évidence I'augmentation de I'importance du facteur EDHF (par rapport
au NO) dans les relaxations endothélium-dépendantes lorsque la taille du vaisseau est moins
importante (proximale/distale). Sandow et Hill ont montré par microscopie électronique, un
nombre plus conséquent de jonctions gap myoendothéliales (MEGJ) par cellules musculaires lisses
dans l'artere mésentérique distale (3™ ordre) de rat que dans la proximale (1°" ordre) (Sandow
et Hill, 2000). La corrélation entre l'incidence des MEGJs et I'importance d'EDHF au lieu de NO
pour les réponses vasodilatatrices suggére que les MEGJs permettent le couplage avec l'activité
d'EDHF, couplage électrique ou le transfert de petites molécules (Sandow et Hill, 2000). Ces
deux études montrent une réponse graduelle de la contribution d'EDHF par rapport au NO qui

serait en partie due a I'augmentation des MEGJ.

Chez I'nomme, I'hypertension est associée a un stress oxydant, a une diminution de
l'activité antioxydante et d une capacité réduite de piéger les radicaux libres (Touyz, 2004). La
vasodilatation endothélium-dépendante induite par le cisaillement « shear stress » et/ou par des
outils pharmacologiques (acétylcholine, bradykinine, substance P) est diminuée dans l'artére
brachiale, les coronaires, les vaisseaux sanguins rénaux et dans les lits microvasculaires des
patients atteints d'’hypertension essentielle et secondaire (Linder et a/, 1990 ; Panza et al., 1990
;. Taddei et al, 1993, 1995, 1997b, 2000). Seuls, chez les patients atteints d'hypertension
essentielle, des inhibiteurs non-spécifiques des cyclooxygénases sont capables de restaurer
partiellement les vasodilatations induites par I'acétylcholine dans I'artéere brachiale, suggérant le
relargage d'EDCFs (Taddei et al, 1993, 1997a). Ces vasodilatations sont normalisées par la
vitamine C au niveau de I'artére brachiale et dans la circulation coronarienne de patients atteints
d'hypertension essentielle, indiquant que la formation de ROS est responsable de la diminution de
la biodisponibilité du NO (Solzbach et al,, 1997; Taddei et a/, 1998). De plus, nous avons vu dans
I'introduction de ce mémoire qu'il existait un lien étroit entre le SRAA, le stress oxydant et

I'hypertension artérielle (Touyz et Schiffrin, 2004). Dans les artéres mésentériques des rats
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SHR (Spontaneously Hypertensive Rats), I'hyperpolarisation et la relaxation médiées par EDHF
sont inhibées et les fraitements avec des inhibiteurs du SRAA ou des antagonistes des
récepteurs AT1 sont capables de restaurer d'une part I'hyperpolarisation et la relaxations, et
d'autre part l'expression des connexines (Gustafsson et al, 2003 ; Kansui et al, 2004). Ces
traitements antihypertenseurs permettent aussi une restauration du niveau d'expression des
connexines Cx37, Cx40 et Cx43 dans les arteres mésentériques de rats SHR similaire a celui des
rats contrdles. Ces travaux suggerent que la dysfonction endothéliale affectant la composante
EDHF chez ces animaux pourrait s'expliquer par une altération de |'expression des connexines

Cx37, Cx40 et Cx43 en réponses a l'angiotensine II.

Ainsi l'objectif de ce premier projet a été dans un premier temps de caractériser la
nature d'EDHF dans les artéres mésentériques de rats Wistar mdles en mettant en avant le rdle
majeur des canaux potassiques endothéliaux IKc, et Sk, ainsi que le réle primordial des jonctions
gap myoendothéliales dans la transmission de I'hyperpolarisation des cellules endothéliales aux
cellules musculaires lisses vasculaires sous-jacentes. Nous avons aussi caractérisé différentes

voies d'activation de la formation du facteur EDHF dans I'artére mésentérique de rats.

Le second objectif a été détudier les effets dune administration chronique
d'angiotensine II /n vivo chez le rat, modéle validé dans notre laboratoire (Sarr et al, 2006)
d'une part sur les relaxations endothélium-dépendantes ex vivo, et d'autre part sur I'expression
des canaux potassiques endothéliaux et des connexines. Les études réalisées dans notre
laboratoire ont déja mis en évidence la présence d'une dysfonction endothéliale au niveau de
I'aorte de rat, caractérisée par d'une part par une diminution des relaxations médiées par le NO
(Sarr et al., 2006) et d'autre part par I'apparition du facteur contractant dérivé de I'endothélium
EDCF (Kane et al, 2009). En revanche, aucune donnée n'a été récoltée au niveau des artéres de
résistances et pourtant ces arteres jouent un rdle important dans la régulation de la pression
arterielle contrairement aux arteres de conductance. C'est pourquoi la présente étude a été

réalisée sur l'artere mésentérique principale de rats.

Ces deux études nous permettront de mieux comprendre 1) la nature et voies d'activation
de la formation d'EDHF, 2) de déterminer s'il existe une dysfonction endothéliale au niveau de
I'artére mésentérique de rats hypertendus, 3) de mieux comprendre la physiopathologie de cette

pathologie, permettant ainsi d'offrir de nouveaux axes de recherche.
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Abstract:

Introduction: Endothelial dysfunction, a hallmark of most types of cardiovascular diseases is
mostly due to a reduced bioavailability of endothelium-derived nitric oxide (NO) and often
also to a reduced endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF)-mediated relaxation.
The objective of the present study was (1) to determine the role of endothelial SK¢, and K¢,
in EDHF-mediated responses in the rat mesenteric artery, and (2) to examine whether these
responses are altered in angiotensin II-induced hypertension.

Methods: Male Wistar rats were treated with angiotensin II (Ang II, 0.4 mg/kg/day) during 21
days using osmotic minipumps. Arterial pressure was measured by tail-cuff plethysmography.
Reactivity of isolated mesenteric arteries was measured in organ chambers and the EDHF-
mediated component of the relaxation was assessed in the presence of N"-nitro-L-arginine
and indomethacin. The expression level of K¢, and SK¢,, eNOS, NADPH oxidase were
assessed by immunohistochemistry in mesenteric arteries.

Results: In mesenteric arteries from control rats, EDHF-mediated relaxations to acetylcholine
were abolished by charybdotoxin (CTX) or TRAM-34 plus apamin (APA) (blockers of IKc,
and SKc¢,, respectively). Ang II increased significantly blood pressure. In isolated mesenteric
arteries from Ang Il-treated rats, EDHF-mediated responses to acetylcholine were
significantly reduced whereas the global and the NO-mediated (assessed in the presence of
indomethacin, CTX+APA) relaxations were not affected. The expression of the SK¢, and
IK ¢, were significantly decreased, eNOS and NADPH oxidase expression are upregulated and
associated with oxidative stress in mesenteric arteries from Ang II-treated rats.

Conclusion: These findings indicate that Ang Il-induced hypertension is associated with
blunted EDHF-mediated responses in the mesenteric artery most likely due to a reduced

expression of SK¢, and IK¢, channels and oxidative stress.

131



Introduction:

The endothelium is a monocellular layer that covers all the inner surface of blood vessels,
separating the circulating blood from the tissues. Far from being an inactive organ, the
endothelium, through the release of various mediators, actively regulates vascular processes
such as haemostasis and coagulation, vascular wall growth and angiogenesis, inflammation
and vasomotor tone (Pries et al., 2000). Endothelial cells secrete various substances, which
can either facilitate contractile tone (endothelin, thromboxane, prostaglandins, isoprostanes,
superoxide anions) or mediate relaxation mainly nitrite oxide (NO), prostacyclin (PGI2),
endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) (Furchgott et al., 1989). EDHF has been
observed in numerous blood vessels from different species, including the human (Urakami-
Harasawa et al., 1997) but its nature remain controversial. The most explanation for EDHF in
vitro and in vivo in small vessels is that it arises from the activation of small- and
intermediate- conductance Ca’"-activated K" channels (SKc, and IK, respectively) but not of
large- conductance Ca’"-activated K channels (BKc,) in endothelial cells. The resulting
endothelial hyperpolarization spread via myoendothelial gap junctions to lead in the EDHF
attributed hyperpolarization and relaxation of the smooth muscle cells (Ohashi ef al., 1999).
In fact, the toxins apamin (a selective inhibitor of the SK, channel) (Castle et al., 1999) and
charybdotoxin (an inhibitor of the IKc,, BKc, channels and some voltage-dependent
potassium channel K,) (Garcia et al., 1991), but not apamin and iberiotoxin (Garcia et al.,
1991) (a scorpion venom-derived peptides selective for BKc, channel) (Chataigneau et al.,
1998) inhibited EDHF-relaxation and -hyperpolarization.

Despite numerous studies indicating that EDHF is capable of evoking considerable relaxation
in small vessels in vitro, an important consideration is whether EDHF is functionally
important in vivo (Urakami-Harasawa et al., 1997). Cardiovascular diseases such as

atherosclerosis and hypertension are characterized by an endothelial dysfunction which is an
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impairment of the endothelium-dependent relaxation in both animals and humans (Mombouli
et al., 1999). Moreover, EDHF responses are diminished and abolished in some diseases
including preclampsia, type I diabetes (streptozotosin-induced diabetes in rats), type II
diabetes (obese Zucker rats) and in various models of hypertensive rats (spontaneously
hypertensive rats, SHR (Onaka et al., 1998) and angiotensin II-induced hypertension (Dal-
Ros et al., 2009). Particular interest in endothelial SK¢, channel has been heightened by recent
observations that the vascular dysfunction resulting from balloon catheter injury (Kohler et
al., 2001) and cirrhosis (Barriere et al., 2001) are associated with changes in endothelial SK¢,
(SK3) expression. Moreover, with the use of transgenic mouse (SK3"") in which SK3
channels expression levels can be manipulated with dietary doxycycline, the authors indicate
that the suppression of endothelial SK3 channel with doxycycline increased pressure-induced
tone. Endothelial SK3 channels exert a profound, tonic hyperpolarizing influence in resistance
arteries and suggest that the level of SK3 channels expression in endothelial cells is a key of
vascular tone and blood pressure (Taylor et al., 2003). Similarly, disruption of KCajz; gene
(IKca) abolished endothelial K¢, currents and significantly diminished overall current
through IKc, channels. As a consequence, endothelial and smooth muscle hyperpolarization
in response to acetylcholine was reduced, as well as EDHF-mediated dilatation in conducting
and resistance vessels. In addition, systemic blood pressure was elevated in KCa 317 mice (Si
et al., 2006) For the first time, the authors show that target disruption of a crucial endothelial
component of EDHF-signalling pathway, i.e, IK¢, channels, has an impact on systemic blood
pressure regulation. All together, these two approach suggest that IKc, and SK¢, channels
contribute to endothelial hyperpolarization and the lack of each one is not compensated for by
a higher activity and/or expression level of the other (Taylor et al., 2003 ; Si et al., 2006).

Although endothelium dysfunction occurs in many different diseases processes, oxidative

stress can be identified as a common denominator (Griendling et al., 2003 ; Griendling and
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Fitzgerald, 2003). Reactive oxygen species (ROS) play a crucial role in vascular physiology
and pathophysiology, in particular superoxide anions, which reduced the bioavailability of
nitric oxide (NO) (Rajagopalan et al., 1996 ; Miller et al., 1998 ; Pagano et al, 1997).
Gutterman and collaborators review the effects of ROS on potassium channels function in the
vasculature. These effects on K¢, responses depend on the specific K¢, and the ROS species
studied. Moreover, the mechanisms by which K¢, activity is altered by redox state are not
well understood. There are numerous potential ways oxidative or nitrosative stress can
influence K¢, channels activity (Gutterman et al., 2005). Altogether, these observations
strongly suggest that there is a close association between altered small- and intermediate-
conductance Ca*'-activated K= channels (IK¢c, and SK¢, respectively) expression in the
arterial wall and hypertension-induced endothelial dysfunction and oxidative stress
production. However, up to now, a clear demonstration of this hypothesis on vascular IKc,
and SK¢, channels expression is still missing. Therefore, our study aimed to determine
whether or not there is a relationship between experimental hypertension-induced by
Angiotensin II treatment, altered EDHF-mediated responses and modification of IK¢, and

SK¢, channels expression in the arterial wall.

Methods

In vivo treatment of rats with angiotensin I1

This study has been approved by the local ethics committee of animal experimentation
(CREMEAS).

Male Wistar rats (12 weeks-old) were anesthetized with intraperitoneal administration of
ketamine (80 mg/kg) and xylamine (10 mg/kg). A 1 cm-long incision was made in the
midscapular region and an osmotic minipump (Alzet, model 2004) was implanted.

Angiotensin II, contained in the osmotic minipumps, was dissolved in 0.15 mol/L NaCl
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containing 0.01 N acetic acid as previously described (Sarr et al., 2006). The infusion rate was
0.4 mg/kg per day. Control rats were age-matched animals which underwent an identical
surgical procedure without pump implantation. After 21 days of angiotensin II administration,
rats were sacrified and thereafter blood was taken into EDTA-containing tubes from the
abdominal aorta. Blood was centrifuged at 4°C for 10 min at 2,000 g. Plasma samples were
then frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C before determination of the plasma renin
activity. The main superior mesenteric artery was excised and bathed in Krebs bicarbonate
solution (in mmol/L: NaCl 119, KCI1 4.7, KH,PO4 1.18, MgSO4 1.18, CaCl, 1.25, NaHCO; 25

and D-glucose 11, pH 7.4, 37°C) for dissection.

Blood pressure measurement

Systolic blood pressure and heart rate were measured in both conscious control rats and
angiotensin Il-treated rats by tail-cuff plethysmography connected to a cumputerized system
(LE 5002®, BIOSEB, Chaville France). The rats were trained in the blood pressure device to
accustom them to the procedure for 3 days before the osmotic minipump implantation. On
each day of blood pressure determination, 10 measurements were obtained and averaged for

each rat.

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
mmol/L). Angiotensin I was measured by radioimmunoassay as previously described [Ingert

et al.,2002].
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Vascular reactivity studies

The main superior mesenteric artery was cleaned of connective tissue and cut into rings (2-3
mm in length). Rings were suspended in organ baths containing oxygenated (95% O,, 5%
CO,) Krebs bicarbonate solution for the determination of changes in isometric tension. All the
protocol is previous described (Dal-Ros et al., 2009). Briefly, the rings were stretched step by
step until an optimal resting tension of 1 g was reached and then allowed to equilibrate for at
least 60 min. After the equilibration period, the rings were exposed to high K'-containing KR
bicarbonate solution (80 mmol/L) until reproducible contractile responses were obtained.
Thereafter, the rings were precontracted with phenylephrine (PE) (1 pmol/L) to about 80% of
the maximal contraction by high K" solution before addition of acetylcholine (ACh) (1
umol/L) to check the presence of a functional endothelium. After washout and a further 30-
min equilibration period, rings were again contracted with PE before the construction of a
concentration-relaxation curve to either ACh (0.1 nmol/L to 10 pmol/L), red wine
polyphenols (RWPs, 0.1 to 300 pg/mL), sodium nitroprusside (an exogenous NO donor, 0.1
nmol/L to 10 pmol/L) or levcromakalim (an ATP-sensitive K" channel opener, 0.1 nmol/L to
10 umol/L). Sodium nitroprusside- and levcromakalim-induced relaxations were examined in
endothelium-denuded rings of mesenteric artery. In some experiments, rings were exposed to
an inhibitor for 30 min before contraction with PE. The global relaxation was defined as the
relaxation obtained in the absence of inhibitors. The NO-mediated component of relaxation
was recorded in the presence of indomethacin (10 umol/L) and charybdotoxin (CTX) plus
apamin (APA) (100 nmol/LL each) to inhibit the formation of prostanoids and EDHEF,
respectively. The EDHF-mediated component of relaxation was studied in the presence of
indomethacin (10 umol/L) and N®-nitro-L-arginine (L-NA, 100 pmol/L) to inhibit the
formation of prostanoids and NO, respectively. Relaxations were expressed as percentage of

the reversal of the contraction induced by phenylephrine.
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Membrane potential measurement

Segments of the main superior mesenteric artery were slit open longitudinally and pinned to
the sylgard base of a heated (37°C) organ chamber with the luminal side (endothelial layer)
upward and superfused (5 mL/min) with heated (37°C) Krebs bicarbonate solution containing
indomethacin (10 umol/L) and N®-nitro-L-arginine (100 umol/L) to rule out the formation of
vasoactive prostanoids and NO, respectively. The membrane potential of smooth muscle cells
was recorded with glass capillary microelectrodes (tip resistance of 40 to 80 MQ) filled with
KCI (3 mol/L) and connected to the headstage of a high impedance amplifier (intra 767,
World Precision Instruments, Sarasota, Florida) as described previously (Chataigneau et al.,
1998); an Ag/AgCl pellet, in contact with the bathing solution and directly connected to the
amplifier, served as the reference electrode. Impalement of smooth muscle cells was
performed from the intimal side and successful impalements were signaled by a sudden
negative drop in potential from the baseline (zero potential reference) to a stable negative
potential for at least two minutes. The preparations were superfused for at least 60 min prior

to any recording. All drugs were applied by continuous superfusion.

Immunohistochemical determination of calcium dependent potassium channels, NADPH
oxidase subunit and eNOS expression in the mesenteric arterial wall

The main mesenteric artery was removed, embedded in OCT compound and snap-frozen.
Frozen arteries were cryosectionned at 14 um. Sections were air-dried for 1 hour and stored at
-80°C until use. The slides were first fixed with paraformaldehyde at 4%, washed and treated
with 10% milk in PBS 2 hours or 5% goat serum in PBS containing 0.1% Triton X100 for 1
hour at room temperature to block any non-specific binding. The sections were then incubated
overnight at 4°C with the antibodies directed against calcium dependent potassium channels,

nox1 or p22phox and eNOS (dilution 1:100). Sections were then washed with PBS, incubated
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with the secondary antibody (Alexa 488-conjugated goat anti-rabbit IgG or donkey anti-goat
Alexa fluor 567-conjugated, dilution 1:200) diluted in the same buffer for 2h at room
temperature in the dark, and washed before being mounted and cover slipped. For negative
controls, primary antibodies were omitted. The samples were observed using a confocal laser-
scanning microscope (Bio-Rad MRC-1024) equipped with a krypton/argon laser and fitted
with the appropriate filters for the detection of Alexa 488 and 567 fluorescence.

Quantification of connexin expression was performed using Sharp 2000 software.

Determination of vascular reactive oxygen species formation

The redox-sensitive fluorescent dye dihydroethidine was used to evaluate in situ formation of
reactive oxygen species by use of a method described by Sarr ef al. (2006). Mesenteric rings
(3 to 4 mm length) from the control group and the Ang II group, were embedded in OCT
compound (Tissue-Tek), and frozen in nitrogen for cryostat sections. Dihydroethidine (2.5
uM, Sigma) was applied onto 25 pm unfixed cryosections of mesenteric arteries for 30 min at
37°C in a light-protected humidified chamber to determine the in situ ROS formation. In
addition, rings were also incubated with inhibitors (PEG-Catalase (500Ul/mL), MnTMPyP
(100pmol/L), diphenyliodonium (30pumol/L) for 30 min at 37°C before add dihydroethidine
in order to determine the nature and sources of ROS. Images were obtained with a BioRad

MRC-1024 laser scanning confocal microscope.

Materials

Antibodies were purchased as indicated: Anti-KCa3.1 (Intermediate conductance Ca2+-
activated K+ channel 4, IKCa, SK4) and Anti-KCa2.3 (Small conductance Ca2+-activated K+
channel 3, SK3) (Alomone Labs, Jerusalem, Israel) and Alexa fluor-488 or fluor-567 labelled

to goat anti-rabbit IgG (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). Antibodies directed
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against either nox-1 or p22phox NADPH oxidase proteins were obtained from Santa Cruz and
eNOS from BD Biosciences.

Chemicals: apamin and charybdotoxin were obtained from Latoxan (Valence, France). N°-
nitro-L-arginine, indomethacin, acetylcholine, sodium nitroprusside, levcromakalim,
wortmannin, 18a-glycyrrhetinic acid and angiotensin Il acetate Human were all obtained from
Sigma-Aldrich. Alzet osmotic minipumps were purchased from Charles River Laboratories

International (Witmington, MA, USA).

Preparation of Red Wine Polyphenolic Extract. Red wine phenolic extract dry powder was
obtained from French red wine (Corbieres A.O.C.) and provided by Pr. M. Moutounet
(Institut National de la Recherche Agronomique, Montpellier, France) and analyzed by Pr. P.-
L. Teissedre (Département d’Oenologie, Bordeaux, France). Briefly, phenolic compounds
were adsorbed on a preparative column, then alcohol desorbed; the alcoholic eluent was
gently evaporated, and the concentrated residue was lyophilized and finely sprayed to obtain
the phenolic extract dry powder. One liter of red wine produced 2.9 g of phenolic extract,
which contained 471 mg/g of total phenolic compounds expressed as gallic acid. Phenolic
levels in phenolic extract were measured by HPLC. The extract contained 8.6 mg/g catechin,
8.7 mg/g epicatechin, dimers (B1: 6.9 mg/g; B2: 8.0 mg/g; B3: 20.7 mg/g, and B4: 0.7 mg/g),
anthocyanins (malvidin-3-glucoside: 11.7 mg/g; peonidin-3-glucoside: 0.66 mg/g, and
cyanidin-3-glucoside: 0.06 mg/g) and phenolic acids (gallic acid: 5.0 mg/g; caffeic acid: 2.5

mg/g, and caftaric acid: 12.5 mg/g).
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Statistical analysis

Values are expressed as means = SEM. #n indicates the number of animals. Statistical analysis
was performed with Student’s #-test for paired data or with ANOVA followed by Fischer’s
protected least significant difference test to compare two treatments where appropriate (SAS

Institute Inc., USA). Values of P<0.05 were considered to be statistically significant.

Results:

Involvement of small- and intermediate-conductance Ca *_ activated K*- channels (SKc,
and IK ¢,) in EDHF-mediated hyperpolarization

Smooth muscle cell of rat mesenteric artery were impaled with sharp microelectrodes and a
membrane potential of -52.3+1.6mV (n=7) was observed in control mesenteric artery. In the
presence of indomethacin and L-NA to rule out the formation of vasoactive prostanoids and
NO; acetylcholine (1uM) induced robust hyperpolarization (-18.250+2.462mV; n =4).
Supplementing the bathing solution with 100nM charybdotoxine and 100nM apamin
abolished the response to acetylcholine (-0.5+2.327mV; n =4) (Figure 1A,B). Neither the
hyperpolarization to the ATP-sensitive K channel opener, levcromakalim, nor the resting

membrane potential was affected by either of these toxins (data not shown).

Inhibition of EDHF-mediated vasorelaxations by blockade of endothelial K¢, channels in
rat mesenteric artery.

In order to investigate the effect of K* channel blockers on relaxation evoked by acetylcholine
and red wine polyphenols in mesenteric artery, we performed a serie of experiments where
acetylcholine (10"°M to 10°M) or RWPs (0.1pM to 300uM) were added cumulatively on the
vessels pre-contracted by phenylephrine. The phenylephrine concentration (10° M) was

adapted to produce a contraction equivalent to 80% of those evoked by a 80 mM KCI
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solution. Under control condition, without inhibitor, acetylcholine and RWPs caused
concentration-dependant relaxations about 103,514+2,89% (n =8) and 87,68+4,24% (n =8)
respectively (Figure 2A, B). In the presence of L-NA (100uM) and indomethacin (10uM),
maximum relaxation to acetylcholine and RWPs reach 56,38+11,40% (n=8) and 27,88+12,86
(n=9) of the contraction (Figure 2A, B). The association of charybdotoxine (CTX, 0.1uM)
plus apamin (APA, 0.1uM), which block respectively IK¢,, but not only and SK¢, channels,
abolished the relaxation induced by the two vasodilatators (Figure 2A, B). 4-aminopyridine
(4-AP, 5SmM), an inhibitor of voltage-gated K channels (K,) in combination with apamin had
moderate effects on EDHF-mediated relaxation (Figure 2A, B), whereas each one alone didn’t
modified these relaxations (data not shown).

The selective 1K, inhibitor alone, TRAM-34, had a partially inhibitor effect on EDHF-
mediated relaxation (Figure 3A, B) whereas combination of TRAM-34 with apamin,
abolished this response (Figure 3A, B). So, abolition of EDHF-mediated relaxation requires
the simultaneous presence of small- and intermediate-conductance Ca’-activated K'-

channels inhibitors.

Increased blood pressure in angiotensin Il-treated rats.

Systolic blood pressure was elevated in angiotensin Il-treated rats with 0.4mg/kg/d during 21
days compared to control-rats. The systolic blood pressure increase gradually from a resting
value of 124.24+2.2 mmHg to a steady state value of 178.2+3.8 mmHg (Figure 4A). There was
no significant changes on heart beat rate (data not shown). The angiotensin II- induced
increased systolic blood pressure was associated with a pronounced reduction of the plasma
rennin activity (Figure 4B). These datas have been published in JPET in 2009 (Dal-Ros ef al.,

2009).
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Acetylcholine and RWPs- inducedEDHF-medaited relaxations were abolished in
angiotensin Il-treated rats.

Phenylephrine (10 M) induce a stable contraction in mean mesenteric arteries. NO-mediated
relaxation, observed in the presence of indomethacin and charybdotoxine plus apamine, was
not significantly different in the vessels from the two groups of rats (Table 1), whereas
EDHF-mediated relaxation, recorded with indomethacin and L-NA, was completely abolished
in angiotensin Il-treated rats (Table 1). The same results were obtained with RWPs (Table 2),
indicating a strong impairment in EDHF-mediated relaxation not in relation with
acetylcholine-induced relaxation pathway. These data have been published in JPET in 2009

(Dal-Ros et al., JPET, 2009).

Chronic treatment with angiotensin Il is associated with a reduced expression of small-
and intermediate-conductance Ca **-activated K* channels (SK¢, and IK ¢,) in the rat
mesenteric arterial wall.

Ca **- activated K'- channels, in particular the small- and intermediate- channels are key
players in the endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF)-mediated relaxation in
small arteries. We have determined whether the expression of these two channels is altered in
the mesenteric arteries from angiotensin II-treated rats. As shown in Figure 5A, SK¢, Channel
was observed throughout the arterial wall in mesenteric from control rats whereas K¢, was
mainly detected in the endothelial layer. The expression of these two potassium channels was
significantly reduced to 76.83+10.27% (n=4) for IK¢, and to 33.40+6.85% (n=4) for SK¢, in

the mesenteric arteries from angiotensin II-treated rats (Figure 5B).
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Chronic treatment with angiotensin Il induce vascular formation of reactive oxygen
species in the rat mesenteric arterial wall.

Many cardiovascular diseases are characterized by an increased oxidative stress and formation
of reactive oxygen species. In your study, angiotensin II treatment caused a marked increase
of the low basal fluorescence signal throughout the entire mesenteric arterial wall and the
formation of peroxynitrite as assessed by nitrotyrosine fluorescence (Figure 6A, B). In order
to determine the nature and source of these reactive oxygen species, we treated vessels with
differents inhibitors and look at ROS formation by fluorescence. The stimulatory effect was
markedly reduced by the membrane permeant mimetic of superoxide dismutase MnTMPyP
and the inhibitor of flavin-dependent enzymes including the NADPH oxidase,
diphenyliodonium DPI (Figure 7) whereas the membrane permeant analogue of catalase,
polyethyleneglycol-catalase had not effect on ROS formation (Figure 7). These results
indicated a potential role of uncoupled eNOS and NADPH oxidase in the formation of

superoxide anions in mesenteric from angiotensin II-treated rats.

Chronic treatment with angiotensin induce vascular formation of reactive oxygen species
in the rat mesenteric arterial wall explained by an up regulation of eNOS and of NADPH
oxidase sub-units.

Previous studies have indicated that the angiotensin II-induced endothelial dysfunction is
associated with an excessive NADPH oxidase-dependent vascular formation of ROS
[Rajagopalan et al., 1996]. Moreover, angiotensin II is able to upregulate several NADPH
oxidase subunits, namely p22phox, nox1, p40phox, p47phox and p67phox in aorta wall (Sarr
et al., 2006). In our study, a low fluorescence signal for nox1 and p22phox subunits was
detected throughout the mesenteric arterial wall in the control group (Figure 8A, B). Both of

these signals were significantly increased in rings from angiotensin Il-treated rats.
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Besides increase in superoxide anions production, impairement of endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) enzymatic activity or reduced antioxydant defense capacity of endothelium
may also contributs to elevation of O, concentration and subsequent endothelial dysfunction
(Csiszar et al., 2002). So we looked at eNOS expression in mesenteric arteries from control
and angiotensin II-treated rats. Our experiments shown that eNOS is upregulated in rats

treated with angiotensin II during 21 days (Figure 8C).

Discussion:

The present findings demonstrate that chronic administration of angiotensin II induces
hypertension in rats in association with blunted EDHF-mediated relaxation in mesenteric
arteries possibly due to a reduced expression of several connexins and potassium channels.
Moreover, this effect involves an excessive vascular oxidative stress.

In normal vessels, EDHF is characterized by an hyperpolarizing factor formed by the
activation of small- and intermediate- conductance Ca*"-activated K™ channels (SK¢, and IK ¢,
respectively) with myoendothelial gap junctions (formed by connexins Cx37, Cx40, Cx 43)
playing a major role in the hyperpolarization transmission to smooth muscle cells in order to
relax them. Involvement of K¢, channels in the EDHF-mediated relaxation has been
suggested by the effect of the combination of the selective SK¢, inhibitor apamin and the
non-selective IKc,, BKc, and Voltage-dependent-K+-channel blocker charybdotoxine, which
abolish EDHF-mediated hyperpolarization and relaxation in several arteries (Zygmunt and
Hogestitt, 1996 ; Corriu et al., 1996 ; Prieto et al., 1998). In fact, the present results showed
that, in the mean mesenteric artery from rats, charybdotoxine and apamin completly inhibited
the hyperpolarization and the EDHF-mediated relaxation induced by ACh et RWPs.
Moreover, the combination of apamin and the more selective inhibitor of IKc, TRAM-34,

also abolished EDHF-mediated relaxation. These results provide more convincing evidence
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that SK¢, and IK¢, channels are responsible for EDHF responses in the mean mesenteric
artery. Our immunohistochemical data shows that SK¢, are found both in the media and the
intima, whereas IKc¢, is mostly localized to the intima of mesenteric arteries from
normotensive control rats (Crane et al., 2003).

Our present findings demonstrate that angiotensin Il-induced hypertension in rats down-
regulate by about 25 to 65% the expression of the two potassium channels IK¢, and SK¢, in
addition to the reduced vascular connexins (Cx37, Cx40, Cx43) expression shown in our first
study (Dal-Ros et al., 2009). These results are in the same range than those of Hilgers and
Webb (2007) who have observed a significant decrease in SK3 channels and almost
significant decrease in IK1 channel. Our data suggest that a concomitant decrease in the
expression of all the potassium channels and all the connexins leads to a significant inhibition
of EDHF-mediated responses in the artery of angiotensin Il-treated rats. Moreover, it is
noteworthy that the decreased EDHF-mediated relaxation was observed both with ACh and
RWPs suggesting that the modifications induced by angiotensin II-induced hypertension is
probably an alteration of potassium channels expression and an alteration of the intercellular
coupling by gap junctions rather than an abnormal function of the calcium and Pls-kinase/Akt
endothelial pathways. One of the mechanisms leading to impaired K¢, channels function
(Gutterman et al., 2005) and gap junction communication may be an excessive oxidative
stress (Griffith ef al., 2005). The mechanisms leading to an alteration in K¢, activity by
oxidative stress are not well understood, numerous oxidative or nitrosative stress pathways
influencing K¢, channels activity (Gutterman et al., 2005). The results of our study suggest
that decrease in EDHF-mediated relaxation and oxidative stress may be related. So, in order
to clarify this angiotensin II-induced endothelial dysfunction, we assessed ROS formation and
expression of eNOS which can be uncoupled and produces superoxides anions rather than

NO. Consistent with such a hypothesis are the present findings that angiotensin II-induced
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hypertension is associated with an excessive formation of ROS throughout the arterial wall,
an upregulation of eNOS and an increased vascular formation of peroxynitrite, as indicated
indirectly by the increased level of nitrated proteins. Moreover, using differents enzyme
inhibitors, we determine that NADPH oxidase and uncoupled eNOS may be implicated in
superoxides anions formation in angiotensin II-treated rats, as indicated indirectly by the
inhibition of ROS fluorescence with diphenyleneiodinium (an inhibitor of flavin enzymes).
All these data indicate that angiotensin II-induced hypertension induces an endothelial
dysfunction by decreased EDHF-mediated relaxation, which is associated with increased
superoxyde formation, upregulation of eNOS and peroxinitrite formation. These data are in
agreement with previous studies indicating that ROS in angiotensin-II treated rats decrease
the bioavailability of NO (Sarr et al., 2006 ; Walter et al., 2008). Moreover, upregulation of
the expression of eNOS may be explained by a compensatory mechanism for maintaining the
production of bioactive NO (Piech et al., 2003 ; Lopez-Sepulveda et al., 2008) and it has
been shown that angiotensin II upregulates eNOS protein expression and thus stimulates NO
release from the endothelial cells (Hennington et al., 1998 ; Moreno et al., 2002)

Moreover, angiotensin II is known to increase membrane-bound NADH/NADPH oxidase
activity and to upregulate the expression of several NADPH oxidase subunits including nox1,
nox4 and p22phox in the arterial wall (Rajagopalan et al., 1996 ; Sarr et al., 2006). In our
study, we observed an upregulation in NADPH oxidase subunits nox1 and p22phox in
mesenteric arterial walls of angiotensin II-treated rats.

In conclusion, our study highlights a close relationship between chronic exposure to
angiotensin II, the abolition of EDHF-mediated relaxations, the decrease in endothelium
potassium channels and the increased oxidative stress in mesenteric arteries. Because EDHF
is the predominant endothelial factor in small arteries, it is proposed that these latter

modifications could contribute to maintain and/or worsen hypertension.
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Figure 1
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Figure 1: Involvement of small- and intermediate-conductance Ca’*-activated K"
channels (SKc, and IK¢,) in EDHF-mediated hyperpolarization

Membrane potential responses in rat mesenteric artery smooth muscle cell to transient
exposure to 10°M phenylephrine were recorded using sharp micro-electrodes. The addition of
10"M charybdotoxin (CTX) and 10"M apamin (APA) to the superfusing bath solution was
indicated. A representative trace (A) and the data derived from 4 experiments (B) columns
represent the mean membrane potential (Vm) = SEM before and after exposure to
hyperpolarizing agent in the absence or presence of the inhibitors as indicated) were shown.

* indicates a significant inhibitory effect (p<0.05).
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Figure 2
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Figure 2: Inhibition of EDHF-mediated vasorelaxations by blockade of endothelial K¢,
channels in rat mesenteric artery: effects of apamin, charybdotoxin and 4-
aminopyridine

Concentration responses curve for the effects of acetylcholine (ACh) (A) and red wine
polyphenols (RWPs) (B) on the contractile tension of mesenteric arteries stimulated by
phenylephrine (10°M) in the absence (EDHF, n=9) and the presence of charybdotoxin and
apamin (CTX+APA, 10”M, n =3) or 4-aminopyridine (4-AP, 5. 10°M, n=4).

All experiments were performed in the presence of indomethacin (10°M) and N-nitro-L-
arginine (10°M), excepted for global relaxation (global, n =9) and results are shown as mean

+ SEM of 3-9 different rats. * indicates a significant inhibitory effect (p<<0.05).
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Figure 3
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Figure 3: Inhibition of EDHF-mediated vasorelaxations by blockade of endothelial K¢,
channels in rat mesenteric artery: effects of apamin, TRAM-34 and 4-aminopyridine
Dose-dependent EDHF-type vasodilators response in response to acetylcholine (ACh) in (A)
and red wine polyphenols (RWPs) in (B) were shown. An inhibition by combination of
TRAM-34 (10°M) and apamin (10”M) + 4-aminopyridine (4-AP, 5.10°M) are revealed but
not by apamin or TRAM-34 alone.

All experiments were performed in the presence of indomethacin (10°M) and N"-nitro-L-
arginine (10°M). Results are given as mean + SEM of 9 different rats. * indicates a

significant inhibitory effect (p<0.05).
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Figure 4
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Figure 4: Increased blood pressure in Angiotensin II (Ang II)-treated rats

Effects of a chronic administration of Ang II (0.4mg/kg/day during 21 days with
subcutaneous osmotic minipumps) on rat hemodynamic parameters (A) and on the renin
plasmatic activity at 21 day (B). Dy indicates the initiation of Ang II administration. Results
are given as mean + SEM of 11 to 16 different rats. * indicates a significant effect between
Control and Ang Il-treated rats, # indicates a significant effect between Dy and the other days

of Ang Il-treated rats (p<0.05).
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Figure 5 SK,, IK,,
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Figure 5: Effects of a chronic treatment with Angiotensin II (Ang IT) on distribution and
expression of small- and intermediate-conductance Ca’-activated K" (SKca and IKc,) in
mesenteric arteries

The distribution of SK¢, and IKc, was determined in mesenteric arteries sections from
normotensive-rats (Control) and Ang Il-treated rats (Ang II) using selective antibodies and
fluorescence-tagged secondary antibody by confocal microscopy. Upper panel shows
representative immunofluorescent staining and corresponding phase contrast; lower panel
represents corresponding cumulative data (#n=5). I: intima, M: media and A: adventitia.

* indicates a significant inhibitory effect (p<0.05).
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Figure 6
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Figure 6: Angiotensin II treatment induce vascular formation of reactive oxygen species
and peroxynitrites.

Mesenteric arteries sections in were exposed to (A) the redox-sensitive fluorescent dye
dihydroethidine (DHE) or to (B) nitrotyrosine antibody. Upper panel represents ethidium
bromide staining and corresponding phase contrast in normotensive-rats (Control) and Ang II-
treated rats (Ang II); lower panel represents corresponding cumulative data. Results are given
as mean + SEM (n=5). * indicates a significant stimulatory effect (p<0.05). I: intima, M:

media and A: adventitia.
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Figure 7 DHE (Ang II-treated rats)
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Figure 7: Characterization of the pro-oxidant response induced by Ang II treatment in
the rat superior mesenteric artery

Mesenteric arteries sections were exposed to the redox-sensitive fluorescent dye
dihydroethidine (DHE) for 30 min at 37°C. Thereafter, ethidium fluorescence was determined
by confocal microscopy. The effects of MnTMPyP (a SOD analogue), DPI (an inhibitor of
flavin-dependent enzymes) and PEG-Catalase (an permeant catalase) are shown. Upper panel
represents ethidium bromide staining and corresponding phase contrast in normotensive-rats
(Control) and Ang IlI-treated rats (Ang II); lower panel represents corresponding cumulative
data. Results are given as mean + SEM (n=5). * indicates a significant stimulatory effect

(p<0.05). I: intima, M: media and A: adventitia.
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Figure 8
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Figure 8: Angiotensin II treatment induce expression of noxl and p22phox NADPH
oxidase subunits and eNOS expression in the rat superior mesenteric arteries.

The expression level of nox1 (A) and p22phox (B) NADPH oxidase subunits and (C) eNOS
were determined using a purified polyclonal antibody and a fluorescence-tagged secondary
antibody by confocal microscopy. Upper panel shown representative immunofluorescent
staining and corresponding phase contrast; lower panel represents corresponding cumulative
data. Results are given as mean + SEM on 5 different rats. * indicates a significant

stimulatory effect (p<0.05). I: intima, M: media and A: adventitia.
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Table 1: Acetylcholine-induced vasorelaxations was abolished in Ang Il-treated rats
Acetylcholine-induced relaxations were recorded in isolated mesenteric arteries from
normotensive-rats (Control) and Ang II-treated rats (Ang II):

o 1% column, global relaxation: in absence of inhibitors

o 2™ column, NO+EDHF relaxation: in presence of indomethacin (10°M) to rule out the
formation of vasoactive prostanoids

o 39 column, NO relaxation: in presence of indomethacin and charybdotoxin (CTX, 107M) +
apamin (APA, 10”M) to rule out the formation of prostanoids and EDHF

o 4™ column, EDHF relaxation: in presence of indomethacin and N"-nitro-L-arginine (10"
>M) to rule out the formation of vasoactive prostanoids and NO

Results were shown as mean + SEM of 6-16 different rats. * indicates a significant inhibitory

effect between Control and Ang Il-treated rats relaxations from each component (p<0.05).
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Table 2: Red wine polyphenols-induced vasorelaxations was abolished in Ang Il-treated
rats

Red wine polyphenols (RWPs)-induced relaxations were recorded in isolated mesenteric
arteries from normotensive-rats (Control) and Ang II-treated rats (Ang II):

o 1% column, global relaxation: in absence of inhibitors

o 2™ column, NO+EDHF relaxation: in presence of indomethacin (10°M) to rule out the
formation of vasoactive prostanoids

o 39 column, NO relaxation: in presence of indomethacin and charybdotoxin (CTX, 107M) +
apamin (APA, 10”M) to rule out the formation of prostanoids and EDHF

o 4™ column, EDHF relaxation: in presence of indomethacin and N"-nitro-L-arginine (10"
M) to rule out the formation of vasoactive prostanoids and NO

Results were shown as mean + SEM of 6-16 different rats. * indicates a significant inhibitory

effect between Control and Ang Il-treated rats relaxations from each component (p<0.05).
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Synthése des résultats des publications 1 et 2 :

La premiére partie de ce projet nous a permis de mieux comprendre la nature et les voies
d'activation dEDHF. En effet, dans un premier temps nous avons pu mettre en évidence par
microélectrodes la présence d'une hyperpolarisation suite a I'application d'acétylcholine sur des
anneaux d'artere mésentérique, celle-ci étant bloquée par une combinaison de charybdotoxine et
d'apamine ou le TRAM-34 et I'apamine. Les relaxations induites par l'acétylcholine sont elles aussi
inhibées en présence de ces deux toxines (en plus de I'indométacine et du L-NA, permettant de
s'affranchir de la présence de prostanocides vasoactifs et du NO). Ainsi, cette hyperpolarisation
et la relaxation qui en découle sont bien dépendantes de la présence fonctionnelle des canaux
IKc, et SKeo. Nous avons pu ensuite confirmer I'hypothése que les jonctions gap myeendothéliales
joueraient un réle primordial dans la transmission de I'nyperpolarisation des cellules endothéliales
aux cellules musculaires lisses, car deux inhibiteurs différents de ces jonctions (l'acide 18a-
glyccirhétinique et la carbenoxolone) sont capables de bloquer les relaxations médiées par EDHF
et induites par l'acétylcholine.

De plus nous avons mis en évidence la présence d'une seconde voie d'activation du facteur
EDHF, différente de la voie calcique impliquée dans les relaxations induit par I'acétylcholine ou la
bradykinine : la voie PI3-kinase/Akt stimulée par les polyphénols du vin rouge. En effet, des
études antérieures dans le laboratoire avaient souligné la capacité vasodilatatrice des
polyphénols du vin rouge dans les artéres telles que I'aorte de rat ou la coronaire de porc, mais
pas dans les artéres de résistance. Nous avons pu montrer que l'application d'une gamme
croissante et cumulative de polyphénols du vin rouge était capable d'induire une relaxation et une
hyperpolarisation. Celles-ci sont aussi abolies ou diminuées par les inhibiteurs des canaux
potassiques et des jonctions gap. De plus, les relaxations sont bloquées par des inhibiteurs de la
voie PI3-kinase/Akt et par le MnTMPyP, analogue perméant membranaire de la SOD, mettant en
évidence la formation d'anions superoxyde en amont de la cascade PI3-kinase/Akt. La découverte
de cette seconde voie d'activation des facteurs vasodilatateurs dans l'artere mésentérique de
rat a permis de comparer par la suite les relaxations induites par I'acétylcholine a celles induites
par les polyphénols du vin rouge, afin de déterminer si l'une et/ou l'autre des voies est atteinte

dans I'hypertension artérielle, le SHP et le vieillissement.

La suite du projet a démontré que I'administration chronique d'angiotensine II a

0,4 mg/kg/j pendant 21 jours, augmente la pression artérielle sans modification de la fréquence
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cardiaque. Dans les vaisseaux provenant des deux groupes danimaux et mis en présence
d'indométacine, les gammes croissantes et cumulatives d'acétylcholine et de polyphénols induisent
une relaxation qui est significativement inhibée soit par la N"-nitro-L-arginine soit par les deux
toxines, la charybdotoxine et I'apamine ; cet effet relaxant est aboli par la combinaison de tous
les inhibiteurs. Ces résultats confirment la participation du NO et d'EDHF dans les mécanismes
vasorelaxants dans l'artére mésentérique principale de rat. Le traitement chronique avec
I'angiotensine II pendant 21 jours n'altére pas ou peu (dans le cas des relaxations induites par les
polyphénols) la composante (NO+EDHF) de la relaxation, ne modifie pas la composante NO, mais
par contre abolie spécifiquement la composante EDHF de la relaxation dans ces artéres. Ainsi,
I'hypertension artérielle induite par I'administration chronique d'angiotensine IT est associée d
une dysfonction endothéliale touchant spécifiquement la composante EDHF de la relaxation.

De plus, cette dysfonction endothéliale spécifique d'EDHF ne semble pas étre sélective
des deux voies de signalisations intracellulaires (voie calcique pour l'acétylcholine / voie PI;3-
kinase/Akt pour les polyphénols) puisque dans les deux cas une abolition de la vasodilatation est
observée chez les animaux traités avec I'angiotensine II. Ces résultats indiquent bien qu'il n'y a
pas d'atteinte de voies en amont mais réellement un dysfonctionnement a la genese et/ou a la
transmission d'EDHF.

Cette altération de la vasodilatation des vaisseaux provenant de l'artére mésentérique
principale des rats traités avec l'angiotensine II est associée a la diminution de
I'hyperpolarisation. Nous avions déja confirmé I'importance du rdle des canaux potassiques
endothéliaux ainsi que celui des jonctions gap mycendothéliales dans la réponse EDHF. Ainsi ces
altérations peuvent s'expliquer par la diminution de I'expression des deux canaux potassiques IK¢,
et SK¢, ainsi que des connexines Cx37, Cx40 et Cx43, les principales protéines formant ces
Jjonctions gap.

Enfin, nous avons pu mettre en évidence, la présence d'un stress oxydant chez les
animaux fraités chroniquement avec l'angiotensine II. Les espéces réactives de l'oxygéne
présentes sont les anions superoxydes et les sources enzymatiques responsables de leur
formation sont la NADPH oxydase et la eNOS découplée, enzymes dont l'expression est

fortement augmentée chez les animaux hypertendus.
Nous avons donc par ces deux publications, pu mettre en avant une nouvelle voie

d'activation du facteur EDHF, ainsi que le réle majeur des canaux potassiques IK¢,,SKc, et des

jonctions gap myoendothéliales dans I'artére mésentérique de rat. Et nous avons pu montrer que
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la diminution de leur expression permettait d'expliquer la dysfonction endothéliale spécifique a
EDHF observée chez les animaux traités chroniquement avec l'angiotensine II. L'ensemble de ces

résultats sera discuté dans la partie « Discussion générale ».

Artére mésentérique principale

W

ACh, RWPs Administration chronique
d'angiotensine IT

Cellule endothéliale

Relaxation Cellules musculaires lisses

Figure 51 : Schéma récapitulatif des effets d'un traitement chronique avec

l'angiotensine II.

ACh : acétylcholine, EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium, eNOS : NO synthase endothéliale, IK¢, et

SKeot canaux potassiques dépendants du calcium de moyenne et de faible conductance, JGME: jonctions gap
myoendothéliales, K": potassium, NO : monoxyde d'azote, ONOO- : peroxynitrites, Oz : anions superoxydes, RWPs :

polyphénols du vin rouge, + : stimule, )'\ : effet du traitement, augmentation ou diminution.
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Résultats Expérimentaux

Publication 3:

Etude de la fonction endothéliale dans

un modele expérimental de syndrome

hépatopulmonaire /n vivo chez le rat :
role du stress oxydant et effets

protecteurs du losartan
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Publication 3 :

Losartan prevents portal hypertension induced redox-mediated endothelial

dysfunction in the mesenteric artery in rats

Gastroenterology, accepted october 2009

Le lien entre le foie et les poumons a été noté pour la premiere fois il y a plus de 100 ans,
par Fluckiger en 1884 sur des femmes cirrhotiques et cyanosées. Pourtant cette relation n'a été
officialisée que pres d'un sciecle plus tard quand Kennedy et Knudson en 1977 ont décrit le
syndrome hépatopulmonaire (SHP) comme une pathologie clinique. Il a ainsi été montré que les
pathologies chroniques du foie associées a des anomalies vasculaires pulmonaires étaient
relativement fréquentes. Deux atteintes ont été observées: le syndrome hépatopulmonaire
caractérisé par une hypoxémie et la présence de dilatations vasculaires intrapulmonaires, et
I'hypertension portopulmonaire (HPP) caractérisée par une vasoconstriction et un remodelage des
artéres de résistances. Ces anomalies peuvent participer aux mécanismes pathologiques de la
cirrhose en plus des altérations systémiques. La prévalence du SHP varie selon les séries de
patients en attente de greffe hépatique, mais est probablement de I'ordre de 5 a 20%, toutes
pathologies hépatiques confondues (Rodriguez-Roisin et al, 2004). L'HPP est plus rare touchant
sans doute prés de 5 % des patients.

Le SHP est définit par une triade associant un défaut d'oxygénation artériel dii a des
dilatations vasculaires pulmonaires dans un contexte de maladie hépatique (Krowka, 2000). I| est
important d'en faire le diagnostic car c'est un facteur pronostique indépendant de survie qui
conditionne aussi la mortalité post-opératoire au cours de la greffe hépatique (Shenk et al.,
2003 ; Arguedas et al., 2003). Jusqu'a présent, aucun essai de traitement médical n'a prouvé son
efficacité, seule la transplantation hépatique permet une régression du SHP dans environ 80%
des cas (Rodriguez-Roisin et al, 2004). Pourtant un traitement efficace est fortement
souhaitable car, d'une part, il n'existe pas de corrélation étroite entre la sévérité du SHP et celle
de la pathologie hépatique et d'autre part il existe un risque opératoire important dans le cas de
SHP sévére (Arguedas et al, 2003). D'apres les données de la littérature, des études ont été
consacrées a la caractérisation des mécanismes a l'origine de I'apparition du SHP. Le foie a un
role indéniable dans le contréle de l'intégrité de la circulation pulmonaire (Hervé et al, 1998 ;

Vettukattil et al, 2002). Deux types de perturbations sont mises en avant : une diminution de
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facteurs vasoconstricteurs produits normalement par le foie et/ou une production anormale ou
non métabolisable de facteurs induisant une vasodilatation pulmonaire, au niveau des petits
vaisseaux pré- et post-capillaires (Fallon et al, 1997). Le NO, vasodilatateur bien connue, est la
molécule qui a été le plus étudiée. En effet, il a été observé une augmentation du NO exhalé chez
les patients présentant un SHP avec une diminution de ce parameétre apres transplantation
hépatique, concomitamment a une régression du SHP (Cremona et al,, 1995 ; Rolla et al, 1998).
Chez le rat cette hypothése a été confirmée par I'observation d'une production anormale de NO
par stimulation des récepteurs ETB par I'endothéline-1 (Ling et a/, 2004). L'utilisation en
expérimentation animale d'un traitement chronique par le N°-nitro-L-arginine méthyl ester (L-
NAME, inhibiteur des NOS) atténue et empéche la survenue du SHP. En revanche, les essais
cliniques de traitement par inhalation de L-NAME donnent des résultats contradictoires
(Brussino et al, 2003 ; Gémez et al, 2006), mettant en exergue I'importance d'autres facteurs
dans la physiopathologie.

Ainsi l'objectif de ce projet a été d'étudier la fonction endothéliale dans un modéle
expérimental de cirrhose biliaire associée a une hypertension portale par ligature de la voie
biliaire commune /n vivo chez le rat, modéle de SHP validé dans la littérature (Fallon et al., 1997).
De part limportance de la présence d'un syndrome hyperdynamique et de nombreuses
complications dans ces pathologies associées, nous avons choisi d'élargir les lits vasculaires
étudiés et ainsi d'avoir l'originalité de montrer des résultats sur l'artere pulmonaire et l'artére
mésentérique. Nous nous sommes attachés a la caractérisation des anomalies vasculaires
observées et notamment a l'implication de deux paramétres: le rdle du stress oxydant et du
systeme rénine angiotensine. En effet, dans quelques modéles expérimentaux et chez les
patients cirrhotiques, il a été mis en évidence une production accrue d'espéces réactives de
l'oxygene (Chen et al, 1997 ; Jain et al., 2002 ; Tieppo et al, 2007) associée a une atteinte
rénale (Ortiz et al, 2003 ; Alcaraz et al, 2007) et un syndrome hyperdynamique (Fernando et a/,
1998). La stimulation chronique du systeme rénine angiotensine pour compenser la diminution des
résistances périphériques vasculaires associée a une hypovolémie est observée chez les patients
et dans des modéles expérimentaux d’hypertension portale (Newby et a/, 1998 ; Helmy et al.,
2003 ; Ubeda et al, 1994 ; Yang et al, 2002). Ainsi, le systeme rénine angiotensine pourrait
jouer un rdle dans la genése du statut hyperdynamique observée.

L'ensemble de cette étude originale nous permettra de mieux comprendre la
physiopathologie et permettront peut €tre d'offrir de nouvelles voies thérapeutiques notamment

pour traiter les complications associées a ces pathologies.
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ABSTRACT

Background & Aims: Advanced stages of portal hypertension are characterized by
generalized vasodilatation and a hyperdynamic syndrome that leads to complications such as
hepatopulmonary syndrome. We assessed the endothelial function—particularly the formation
of nitric oxide (NO) and endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF)—in rats
following common bile duct ligation (CBDL) to determine the underlying mechanisms of

these processes.

Methods: Reactivity of mesenteric artery rings from male Wistar rats was determined in
organ chambers. The expression levels of connexins (Cx37. Cx40, Cx43), potassium channels
(IKCa, SKCa), endothelial NO synthase (eNOS), NADPH oxidase subunits and nitrotyrosines
were assessed by immunohistochemistry in mesenteric and pulmonary arteries. The vascular
formation of reactive oxygen species (ROS) was evaluated using dihydroethidine. Control rats
or those that had undergone CBDL were given either the NADPH oxidase inhibitor apoeynin

or the angiotensin I receptor 1 (AT1) antagonist losartan.

Results: Decreased EDHF-mediated relaxations to acetylcholine and red wine polyphenols
were observed in rats that underwent CBDL, compared to control rats, whereas the level of
NO-mediated relaxation was similar between groups. Impaired EDHF-mediated relaxations
were associated with reduced vascular expression of Cx37, Cx40, Cx43, IKCa, and SKCa:
increased expression of eNOS and NADPH oxidase subunits; and inereased wvascular
formation of ROS and peroxynitrites. These effects were prevented by exposure to apocynin

or losartan.

Conclusions: CBDL is associated with reduced EDHF-mediated relaxations in the mesenteric
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artery whereas NO-mediated relaxations persisted. These findings indicate that impaired
EDHF-mediated relaxation involves an excessive vascular oxidative stress, most likely

following activation of AT1 receptors.
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BACKGROUND & AIMS

Chronic liver diseases are characterized by a progressive vasodilatation, which is especially
observed in the splanchnic and the pulmonary beds. The wvasodilatation is due to portal
hypertension associated either to cirrhosis or to extrahepatic portal venous obstruction without
liver cirthosis'. In a rat model of partial portal vein ligation, Abraldes er al ! reported that the
initial event due to portal hypertension is an upregulation of vascular endothelial growth
factor (VEGF) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in the intestinal microcirculation.
The mechanism involved in the occurrence of the subsequent generalized vasodilatation and
hyperdynamic syndrome are incompletely understood, although animal models have led to a

2.5

number of hypotheses.” Several lines of evidence support a role for an increased formation
of NO in the occurrence of the general vasodilatation in chronie liver diseases in patients and
also in the chronic bile duct ligated (CBDL) rat model.>*5*°

In addition to vasodilatation, there is a sodium and water retention leading to an increased
cardiac output with a hyperdynamic syndrome.'™? Sodium and water retention have been
reported to be due to a hepatorenal reflex with stimulation of the renal renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) consecutively to a decreased portal venous blood flow'* and/or to

the compensatory activation of the sympathetic nervous system and the RAAS due to

decreased central blood wolume, Chronic activation of the RAAS has been observed in

14,15 6

cirrhotic patients and also in experimental portal hypertension.!

Chronie liver diseases are also characterized by an increased formation of reactive oxygen

71819 : . . . . . 19
75" This has been observed in decompensated liver cirrhotic patients™ as

- 1
species (ROS).
indicated by an inereased superoxide anion level in whole blood and also in experimental

. 1718 C . . . -
models of portal hypertension ™" as indicated by an increased urinary Fa-isoprostanes,

mereased lipoperoxidation and decreased superoxide dismutase (SOD) in lung homogenates.

170



The generalized vasedilatation leads to complications and especially to a hepatopulmonary
. : s : NETIT .20 :
syndrome (HPS) in about 10-15% of patients awaiting liver transplantation.” The HPS is
characterized by arterial deoxygenation due to intrapulmonary vascular dilatations in the
context of liver disorder. Its occurrence in patients with liver diseases is of prognostic value
. . . . 02 ' .
for their survival before and also after liver transplantation.”>?! It resolves in most cases with
. .1 . . . .
liver transplantation” but having an efficient approach to improve the hyperdynamic
syndrome and especially the HPS is of great clinical importance since this could ameliorate
survival or even delay liver transplantation in some cases.
Therefore, the aim of the present study was to investigate the mechanisms underlying
vasodilatation of the spanchnic and pulmonary vascular beds with a special attention to
oxidative stress and the RAAS in an animal model of biliary cirrhosis with portal

hypertension.
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METHODS

The study was performed in accordance with the “Guide for the Care and Use of laboratory
Animals™ published by the US National Institutes of health (NIH publication no. §5-23,

revised 1996).

Animal models. Male Wistar rats (10-12 weeks old) were anaesthetized with an
intraperitoneal mixture of ketamine (80 mg.kg body wt'l) and xylazine (4 mg.kg body wt'l).
Biliary cirrhosis was induced by CBDL. After laparotomy, the bile duct was isolated, double
ligated and resected between the two ligatures. Sham rats had laparotomy, underwent
mobilization of the common bile duct without ligation. After surgery, rats were housed in a
thermo-neutral environment, on a 12:12 h photoperiod and were provided food and water at

libitum.

Protocols. In a first set of experiments, 7 CBDL rats and 5 sham rats were treated. one
week before and 4 weeks following surgery with apocynin (a NADPH oxidase inhibitor) at a
dose of 100 mg. body wt™ daily, given in the drinking water. Five CBDL rats and 5 sham rats
served as controls. In the second set of experiments, 7 CBDL rats and 5 sham rats were
treated, also one week before and 4 weeks following surgery with the angiotensin II receptor

AT1 antagonist losartan at a dose of 10 mg. body wt'l, given in the drinking water.

Studies. Four weeks after surgery the rats were sacrified. After excision, the
mesenteric artery was placed in Krebs-Ringer (KR) bicarbonate solution for the subsequent
determination of wascular reactivity using organ chambers. The liver and the spleen were
removed and weighted. After excision, heart and lungs were placed in KR solution. Liver
(taken from the median lobe) samples from each animal were put in Bouin-Holland fixative

and embedded in paraffin for histological analysis. The right pulmonary artery and the main
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superior mesenteric artery were cleaned. embedded in Tissu-Tek O.C.T. compound and snap-

frozen for immunohistochemistry and measurement of ROS.

Assessment of biliary cirrhosis and portal hypertension. Five pm-thick sections of
liver samples were stained with hematoxylin and cosin and evaluated by light microscopy.
Ten photographs were taken from each liver sample and the area occupied by the biliary ducts
was evaluated from each photograph using the Image-J software (http://rsweb.nih.gov/ij/).
The final result for each rat was the mean of the 10 evaluations and was expressed in
percentage of the whole area of the photographs. Portal hypertension was reflected by an

inereased spleen weight.

Vascular veactivity studies. The main superior mesenteric artery was cleaned of
connective tissue and cut mto rings (2-3 mm in length). Rings were suspended in organ baths
containing oxygenated (95% 0, 5% CO;) KR bicarbonate solution for the determination of
changes in isometric tension as described previously.z] Briefly, the rings were stretched step
by step until an optimal resting tension of 1 g was reached and then allowed to equilibrate for
at least 60 min. After the equilibration period, the rings were exposed to high K -containing
KR bicarbonate solution (80 mmol/L) until reproducible contractile responses were obtained.
Thereafter, the rings were precontracted with phenylephrine (PE) (1 pmeol/L) to about 80% of
the maximal contraction by high K™ solution before addition of acetylcholine (ACh) (1
pumol/L) to check the presence of a functional endothelium. After washout and a further 30-
min equilibration period, rings were again contracted with PE before the construction of a
concentration-relaxation curve to either ACh (0.1 nmol/L to 10 pmol/L), red wine
polyphenols (RWPs, 0.1 to 300 pg/mL). sodium nitroprusside (an exogenous NO donor, 0.1
nmol/L to 10 pmol/L) or leveromakalim (an ATP-sensitive K™ channel opener, 0.1 nmol/L to

10 pmol/L). Sodium nitroprusside- and leveromakalim-induced relaxations were examined in
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endothelium-denuded rings of mesenteric artery. In some experiments, rings were exposed to
an inhibitor for 30 min before contraction with PE. The global relaxation was defined as the
relaxation obtained in the absence of inhibitors. The NO-mediated component of relaxation
was recorded in the presence of indomethacin (10 pmol/L) and charybdotoxin (CTX) plus
apamin (APA) (100 nmol/L each) to inhibit the formation of prostanoids and EDHF,
respectively. The EDHF-mediated component of relaxation was studied in the presence of
indomethacin (10 pumol/L) and N®-nitro-L-arginine (L-NA, 100 pmol/L) to inhibit the
formation of prostanoids and NO, respectively. Relaxations were expressed as percentage of

the reversal of the contraction induced by PE.

Immunohistochemical studies. Frozen mesenteric and pulmonary artery segments were
cryosectionned at 14 pm and fixed with 4% paraformaldehyde. Fixed sections were incubated
with antibodies directed against either connexins (Cx37. Cx40 and Cx43: 1/100 to 1/200),
which form myoendothelial gap junctions transmitting hyperpolarization to the smooth
muscle cells, small and intermediate conductance Ca> -activated K' channels (SKca and IKc;,
respectively, 1/100) involved in the EDHF formation, eNOS (1/100), NADPH oxidase
subunits (p22phox and nox1, 1/100) or nitrotyrosine (1/100). IgG coupled to Alexa 488 was
used as secondary antibody. The level of fluorescence in each section was examined under a
confocal laser-scanning microscope (MRC-1024: Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) with a
40= epifluorescence objective (Nikon. Tokyo, Japan). After excitation at 488 nm with a
Krypton/Argon laser, emission signal was recorded with a Zeiss 565-610 nm filter. Images
were analysed by the Confocal Assistant™ (Sharp 2000 software, Bio-Rad Laboratories).
After a 3-D projection and average each pixel value, the intensity value of fluorescence was

recorded considering an intensity level threshold (Minimum, 0: Maximum, 255).
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Quantitative Real-Time RT-PCR Analysis. Total RNA was extracted from rat main
mesenteric arteries using the RNeasy Micro KIT (QIAGEN S.A., Courtaboeuf, France). One
microgram of total RNA was reverse transeribed by a modified Moloney murine leukaemia
virus-derived reverse transcriptase using the iSecript ¢DNA synthesis kit according to the
manufacture’s instructions (Bio-Rad). Real-time PCR was performed using the protocol
recommended for the iQ SYBR Green Supermix from Bio-Rad in a MyIQ thermocyeler (Bio-
Rad). Primers (Sigma Proligo; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were designed with the help of
the sequences of rat Cx37, potassium channel IKc, and r18S deposited in GenBank
(Accession nos. M76532, AF190458, NM_213557.1 for Cx37, IKc,, and r18S, respectively).
The sequences of the primers were: Cx37, forward, 5°-TCGAGTGTAACACAGCCCAG- ¥’
and reverse, 5°- CGCCGAGACAGGTAAATGA- 3 IKca (SK4), forward 5'-
GAGAGGCAGGCTGTCAATG -3’ and reverse, 5'- GGGATC CTTCCTTCGAGTG -3” and
r18S, forward, 5 -TCCCCGAGAAGTTTCAGCACATCC-3 and  reverse 5 -
CTTCCCATCCTTCACGTCCTTCTG-3 . The cycle conditions comprised a 3-min period of
polymerase activation at 95°C and 42 cycles at 95°C for 15 s, 15 s at 60°C, and 15 s at 72°C.
Analysis of DNA melting curves demonstrated a single peak for the whole set of primers.
Amplification products were size controlled on a 2% gel agarose. Quantitative data were
normalized relative to the internal housekeeping control ]85 gene. Results are expressed as

percentage of mRNA of Cx37 and IKc, in CBDL-rats compared with Sham-rats.
Determination of vascular formation of ROS. The oxidative fluorescent dye
dihydroethidine (DHE) was used to evaluate in sifn formation of ROS by a method described
by Sarr et al.”® Mesenteric and pulmonary arteries were cut into 25 pm thick sections, treated
with DHE (2.5 pmol/L) and incubated in a light-protected humidified chamber at 37°C for 30
min. Some rings were treated with a pharmacological modulator before the addition of DHE
including the superoxide dismutase (SOD) analogue Mn(I)tetrakis(l-methyl-4-
pyridyl)porphyrin (MnTMPyP) (100 pmol/L), the inhibitor of flavin-dependent enzymes
diphenyleneiodonium (DPI, 30 pumol/L), the NADPH oxidase inhibitor apocynin (300
umol/L), the eNOS inhibitor N”-nitro-L-arginine (L-NA, 300 umol/L). The level of ROS was
determined using a confocal laser-scanning microscope (Bio-Rad MRC-1024) and the

Confocal Assistant™ (Sharp 2000 software).
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Products. Antibodies were purchased as indicated: anti-rat connexin-37 polyclonal
antibody (Alpha Diagnostic, San Antonio, USA), anti-mouse connexin-40 polyclonal
antibody (Chemicon, Temecula, USA), anti-rat connexin-43 polyelonal antibody (Zymed, San
Franeisco, USA), anti-K¢;3.1 (Intermediate conductance Ca*-activated K¥ channel 4, IKca)
and anti-K¢;2.3 (Small conductance Ca’"-activated K~ channel 3, SKca) (Alomone Labs,
Jerusalem, Israel), antibody directed against p22phox and noxl NADPH oxidase proteins
(Santa Cruz Biotechnology. Santa Cruz, USA). purified mouse anti-eNOS (BD Transduction
Laboratories ", San Jose, USA). nitrotyrosine (Millipore, Upstate Cell Signaling, Billerica,
USA), Alexa fluo-488 labelled to goat anti-mouse or -rabbit IgG (Invitrogen, Molecular

Probes, Eugene, USA).

Chemicals. Apamin (APA) and charybdotoxine (CTX) were from Latoxan (Valence,
France). L-NA. indomethacin, ACh, sodium nitroprusside, leveromakalim, DPIL apocynin
were from Sigma-Aldrich. The SOD mimetic MoTMPyP was provided by Alexis
Biochemicals Corporation (San Diego, CA, USA). Losartan was a gift from Laboratory

Merck Sharp & Dohme Chibret (Paris).

Preparation of Red Wine Polyphenols (RWWPs).”* RWPs dry powder, obtained from
French red wine (Corbiéres A.O.C., France)., was 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, Montpellier, France). One
liter of red wine produced 2.9 g of RWPs, which contained 471 mg/g total phenolic
compounds expressed as gallic aecid. The extract contained 8.6 mg/g catechin, 8.7 mg/g
epicatechin, dimers (B1, 6.9 mg/g: B2, 8.0 mg/g: B3, 20.7 mg/g: B4, 0.7 mg/g), anthocyanins

{malvidin-3-glucoside, 11.7 mg/g: peonidin-3-glucoside, 0.66 mg/g; cyanidin-3-glucoside,
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0.06 mg/g). and phenolic acids (gallic acid, 5.0 mg/g; caffeic acid, 2.5 mg/g: caftaric acid,

12.5 mg/g).

Statistical analysis. Values were expressed as means = SEM. Statistical evaluation was
performed with Student’s 7 test for paired data or analysis of variance followed by Fischer’s
protected least significant difference test to compare two treatments where appropriate using
Statview software (SAS Institute Inc., USA). Values of p<0.05 were considered to be

statistically significant.

177



RESULTS

Characteristics and histologic findings. Four weeks after surgery, CBDL rats showed

an increase in liver and spleen weight and a clear bile duct proliferation (Table 1).

Selective inhibition of EDHF-mediated relaxation in CBDL rat mesenteric artery
rings. The cumulative addition of ACh caused concentration-dependent relaxations in
mesenteric artery rings from both control and CBDL rats (Figures 1A, B). The global and the
NO-mediated component of the relaxation were not significantly different between the sham
and CBDL rats (maximal global relaxation: 97.4%1.4% vs 94.9£2.4%, respectively, p=0.7,
data not shown; maximal NO relaxation: 86.7£8.1% wvs 90.9£2.5%, respectively, p=0.8:
Figure 1A). In contrast, the EDHF-mediated component of relaxation (Figure 1B). was
significantly decreased in mesenteric artery rings from CBDL rats (maximal relaxant effect:
56.3=8.8% vs 22.4%11.2%. in sham vs CBDL, p=0.001). Similar results (Figures 1C, D) were
observed with RWPs (maximal relaxant effect: 54.8=8.8% vs 6.4+6.6% in sham vs CBDL,
p=0.003: Figure 1D). In addition, CBDL in rats did not affect relaxations evoked by either
sodium nitroprusside (0.1 nmol/L to 10 pmol/L, maximal relaxant effect: 103.0=1.2% wvs
100.5+4.8% 1n sham vs CBDL, p=0.3). an exogenous donor of NO, or by leveromakalim (0.1
nmeol/L to 10 pmol/L, maximal relaxant effect: 94.5=7.0% vs 105.8+5.6% in sham vs CBDL,

p=0.7), an ATP-sensitive K~ channel opener (data not shown).

Reduced expression of connexins Cx37, Cx40, Cx43 and potassium channels IK¢,
and SKc, in the CBDL rat mesenteric arterial wall. The expression of connexins Cx37,
Cx40, Cx43, which form myoendothelial gap junctions and transmit hyperpolarization to the
smooth muscle, and potassium channels IKc, and SKc,. involved in EDHF formation, was

assessed by immunohistochemistry. Cx37 was observed throughout the arterial wall in
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mesenteric arteries from sham rats whereas Cx40 and Cx 43 were mainly detected in the
endothelial layer like IK ¢, and SK¢, (Figure 2). The expression of all three connexins and that
of the two potassium channels was significantly reduced to 61.6£9.8% for Cx37 (p=0.001),
62.2=12.3% for Cx40 (p=0.04), 70.4=3.6% for Cx43 (p=0.004), 65.7+4.6% for IKc,
(p=0.001) and 63.3%9.4% for SK¢, (p=0.01) of control values (100%) in CBDL rats (Figure
2). In addition, quantitative Real-Time RT-PCR indicated that mRNA levels for Cx37 and
IK ¢, were significantly decreased by 54.4=8.3 and 63.1=18.6%, respectively in the mesenteric
artery of CBDL rats compared to control rats (n = 3-7). In contrast, mRNA levels for SK¢,
could not be detected due to extremely low levels, and those for Cx40 and Cx43 due to
technical problems.

Increased ROS and upregulation of eNOS and NADPH oxidase subunits in CBDL
rats, CBDL caused a marked increase of the basal fluorescent DHE signal in the mesenteric
arterial wall indicating an increased formation of ROS throughout the arterial wall
(3204+669% in CBDL of control values observed in sham rats, p=0.02, Figure 3A). In
addition, eNOS expression (Figure 3B) was increased by 265+58.2% (p=0.02) in CBDL rats,
and this effect was associated with an enhanced formation of peroxynitrites, as assessed by
nitrotyrosine fluorescence (588+101% in CBDL, p= 0.001, Figure 3C).

MnTMPyP (a membrane permeant SOD analogue), DPI (an inhibitor of flavin-
dependant enzymes), apoeynin (an inhibitor of NADPH oxidase) and L-NA (an inhibitor of
eNOS) inhibited the formation of ROS, which was reduced to 43+14%, 228=46%, 161=50%
and 98£25% ws 494=77% observed in CBDL rats (p<0.01, Figure 4). Moreover, the
expression level of the subunits p22phox and nox1 of NADPH oxidase, the major vascular
enzymatic source of ROS, was increased to 215+14% and 439+34% of control values in sham

rats (100%), respectively in the CBDL rats (p<0.001, Figure 3D).
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In the pulmonary arterial wall, CBDL caused also an increased expression of eNOS
(664+101%) and formation of ROS (1596+239%) and nitrotyrosine (1353=190%) (p<0.001:
Figures 5A, B, C). The CBDL-induced formation of ROS was inhibited by MnTMPyP and
reducted to 29=4% of control value (p<0.001, Figure 5D) indicating a major role of
superoxide anions (O;7).

Apocynin and losartan normalised the EDHF-mediated relaxation in CBDL rats.
The inhibitory effect of CBDL on ACh and RWPs-induced EDHF-mediated relaxations was
prevented by apocynin and losartan (maximal relaxation to ACh: 56.1£11.6% and 74.4+3.0%
vs non-treated CBDL (22.4+11.2%). p<0.001 respectively: maximal relaxation to RWPs:
39.1=14.7% and 55.4=4.7% vs non-treated CBDL (6.4+6.6%), p<0.001 respectively, Figure
6). Apocynin and losartan in sham rats did not affect relaxations to ACh or RWPs (maximal
relaxation to ACh: 41.8+10.9% vs 56.3=8% for apocynin, p=0.4 and 68.6=14.7% vs 56.3=8%
for losartan, p=0.4: maximal relaxation to RWPs: 45.4=11.8% vs 54.8=8.8% for apocynin,
p=0.5. and 72.5+7.2% vs 54.8+8.8% for losartan, p=0.2: data not shown). The possibility that
apocynin and/or losartan are able to prevent the CBDL-induced decreased vascular expression
of connexins and potassium channels was assessed by immunohistochemistry. Both
treatments prevented the downregulation of connexins and potassium channels mmduced by
CBDL (Figure 2). Treatments respectively maintain the expression to 113£10% and 123=11%
for Cx37 (p<0.01): 105£25% and 121+17% for Cx40 (p<0.03); 126+7% and 121=7% for
Cx43 (p<0.001); 140=12% and 127=18% for IKcs (p<0.01); 120£7% and 114=10% for SKca

(p<0.01) of control values observed in Sham rats, in CBDL mesenteric artery.

Apocynin and losartan prevented the overexpression of eNOS and the formation of
ROS and peroxynitrite in CBDL rats. Apocynin and losartan treatments prevented the CBDL

formation of ROS, peroxynitrite and also the overexpression of eNOS in mesenteric arteries
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(respectively, 141=8% and 120+10% for ROS, p<0.04: 111£8% and 108=7% for
peroxyaitrite, p<0.001: 99+13% and 113£15% for eNOS, p<0.04; Figure 3) and pulmonary
arteries (respectively, 354£50% and 199+£34% for ROS: 182+83% and 312=59% for
peroxynitrite: 160=21% and 160£23% for eNOS: p<0.001; Figure 5). Moreover, apocynin
and losartan prevented the overexpression of NADPH oxidase subunits in the mesenteric
artery of CBDL rats (respectively, 122=3% and 145=15% for p22phox: 146+18% and
199+24% for noxl: p<0.001; Figure 3D). Administration of apocynin and losartan in sham
rats did not affect the low basal fluorescence signal of eNOS, ROS and peroxynitrite
(respectively in mesenteric artery: 64=7% p=0.08 and 77+£19% p=0.2 for eNOS: 79+18%
p=0.8 and 97+13% p=0.3 for ROS; 102+£9% p=0.9 and 105=11% p=0.9 for peroxynitrite;
respectively in pulmonarty artery: 129+16% p=0.6 and 85+11% p=0.8 for eNOS: 94x16%
p=0.5 and 68+37% p=0.7 for ROS; 129+16% p=0.8 and 121=31% p=0.7 for peroxynitrite;

data not shown).
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DISCUSSION

The major findings of the present study indicate that CBDL in rats is associated with a
decrease in EDHF-mediated relaxations in the mesenteric artery related to an increased
formation of ROS, expression of eNOS and formation of peroxynitrite in the mesenteric and
pulmonary arterial wall and that these effects are prevented by apoeynin and losartan.

Several studies have indicated that CBDL in rats is associated with a general
vasodilatation and a hyperdynamic syndrome.!'*? NO is thought to play a key role in the
general vasodilatation in chronic liver discases in rats but also in humans.”” Nevertheless, in
the present study when assessing the endothelium-dependent NO-mediated component in
mesenteric artery rings no difference was observed between CBDL and sham rats but, and
rather surprisingly, a reduced EDHF-mediated component was observed in CBDL rats. NO-
mediated relaxation was not altered although an increased expression level of eNOS was
observed in both the pulmonary and the mesenteric arteries. The increased expression of
eNOS was not unexpected since it has also been reported previously in the lungs of CBDL
rats by the group of Fallon.>* In the present study, NO-mediated relaxation was not impaired
in CBDL possibly due to degradation of the excessive formation of NO by superoxide anions
leading to peroxynitrites.

An EDHF-dependent inhibition of contraction has been reported in mesenteric arteries
exposed to inhibitors of eNOS and cyclooxygenase by Barriére ef al.” as indicated by a
diminished response to the al-adrenoceptor agonist PE in CBDL in comparison to sham rats
i the presence of L-NA and indomethacin. This hyporeactivity was suppressed by APA and
CTX suggesting that EDHF blunts contractile responses leading to the hyporeactivity in
CBDL rats. In an interesting study assessing isolated perfused lung reactivity in CBDL rats,

26 . : .
Carter er al.” observed that blunted hypoxic pressure responses involved K¢, channels since
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the addition of APA and CTX to the perfusate normalized the response to hypoxic
vasoconstriction. These reports are in contrast to the present ones showing blunted EDHEF-
mediated responses but may perhaps be explained by the fact that reactivity was assessed in
whole perfused lungs in the study by Carter er al.’’, by the use of a different rat strain
(Sprague Dawley rats in the study by Barmiére er al.”” and Carter ef al.’, Wistar rats in the
present work), and the use of different stimuli (hypoxia vs ACh, RWPs). It is possible that the
decreased EDHF-mediated relaxation reflects a compensatory mechanism of the increased
endothelial formation of NO in order to maintain normal the global relaxation. Such a delicate
balance has been proposed to occur in eNOS knock out mice, and in rat pulmonary
hypertension where a reduced formation of NO is associated with an upregulation of EDHF-
mediated relaxation in resistance arteries.”’*® In addition, besides NO, other factors may
contribute to the vasodilatation in cirrhosis. Such a possibility is supported in patients and in
the CBDL rat model where an increased haeme oxygenase, which catalyses the production of
the vasodilatator carbon monoxide, has been observed.***

In healthy arteries, IKca and SKca and myoendothelial gap junctions formed by Cx37, Cx40,
Cx43 play a major role in the EDHF-mediated component of relaxation.”” The present
findings demonstrate that CBDL in rats caused the down-regulation by about 50% of the
expression of IK¢, and SK¢, and connexins Cx37, Cx40 and Cx43. It 1s noteworthy to
mention that the decreased EDHF-mediated relaxation is observed both with ACh and RWPs
suggesting that the abnormalities induced by CBDL involve an alteration of potassium
channels expression and of the intercellular coupling by gap junctions rather than an abnormal
function in the calcium and PI3-kinase/Akt signaling pathway in endothelial cells. One of the
potential mechanisms leading to impaired K¢, channels function” and gap junction
communication®® is oxidative stress. which has been reported in cirrhotic patients’ and in

experimental models of portal h'_s;}:nertensi-:m..1'”lE= The results of the present study suggest that
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decreased EDHF-mediated relaxation and oxidative stress may be related. Indeed, treatment
with apocynin normalized the vascular formation of ROS and peroxynitrite and this restored
EDHF-dependent relaxation as well as the expression of K channels and connexins. A role for
the oxidative stress is also supported by the fact that N-acetyleysteine prevented the
development of the hyperdynamic circulation in portal hypertensive rats together with a
reduction in the inereased urinary Fa-isoprostanes which were measured as a marker of
oxidative stress.'® In the study of Vercelino er al.", treatment with N-acetyleysteine led to
decreased lipoperoxidation measured by thiobarbituric acid-reactive substances assay and
inereased SOD activity measured in lung homogenates. Moreover, a reduced pulmonary
artery vasodilatation was observed on lung histologic samples.”” The present results also
suggest that increased eNOS in CBDL is due to excessive oxidation stress since apocynin
treatment normalized ROS and eNOS levels.

Another important finding of the present study is the fact that losartan, an antagonist
of AT1 receptors, prevented the CBDL-induced endothelial dysfunction as indicated by
normal EDHF-mediated relaxations in mesenteric artery rings. In addition, the losartan
treatment not only restored endothelium-dependent relaxations but also prevented the
upregulation of eNOS and the excessive oxidative stress in both the mesenteric artery and the
pulmonary artery most likely by mhibiting the upregulation of several NADPH oxidase
subunits including p22phox and noxl. As a consequence the wascular formation of
peroxynitrites was normalized in CBDL rats treated with losartan. Altogether these findings
indicate that activation of AT1 receptors is a key event in the CBDL-induced alteration of the
endothelial function presumably by inducing the excessive oxidative stress. The present
findings are in agreement with previous ones indicating that losartan normalized the
expression of eNOS in the aorta of CBDL rats.'® Furthermore, chronic infusion of Ang II to

rats caused an upregulation of eNOS protein levels™ and oxidative stress by increasing the
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expression of NADPH oxidase, a major enzymatic source of superoxide anions, in the arterial
wall.***° The upregulation of NADPH oxidase observed in mesenteric arterial walls of CBDL
rats was normalized by apocynin but also by losartan. Thus, the protective effect of losartan
may be due to the normalization of oxidative stress as indicated by the level of ROS and
NADPH oxidase subunits, and subsequent expression level of SK¢, and IK¢, and Cx37,
Cx40 and Cx43. Similar results have been reported by Kansui er al’® in spontaneous
hypertensive rats where the reduced expression of Cx37 and Cx40 in the endothelial cells of
mesenteric arteries was improved with candesartan,

Portal hypertension in both humans and experimental animals is associated with an

. . - ; . . 14,15.16 -
mereased plasma renin activity and/or angiotensin II level. ™" Moreover. chronic

37

1,32

administration of losartan reduced portal hypertension®™*? in patients and improved the
hyperdynamic circulation in CBDL rat.'®** Thus, the present findings in conjunction with
these previous ones suggest that an increased activation of the RAAS via activation of AT1
receptors triggers the redox-mediated abnormal vascular reactivity at least in the mesenteric
artery in CBDL.

In conclusion, the present findings indicate that activation of AT1 receptors 1s a key
event in the CBDL-induced alteration of the endothelial function presumably by increasing
the excessive oxidative stress. This leads to an impaired EDHF-mediated relaxation in
mesenteric arteries by down-regulation of the expression of connexins and potassium
channels. The present results support the view that losartan improves endothelial dysfunction
by its antioxidant effect and suggests that AT1 antagonmists could be effective in the

management of the general vasodilatation and in particular the pulmonary vasodilatation in

portal hypertension.
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FIGURES LEGENDS

FIG.1: Chronic bile duct ligation (CBDL) induced blunted EDHF-mediated relaxations
in mesenteric artery rings. Concentration-relaxation curves to acetylcholine (ACh) and red
wine polyphenols (RWPs) in mesenteric artery rings with endothelivm in sham—(-and
—@ CDBL rats: panels (A) and (C) in the presence of indomethacin and apamin plus
charybdotoxin; panels (B) and (D) in the presence of indomethacin and N®-nitro-L-arginine.
Results are shown as mean £ SEM of 5-7 different rats; * p=0.001 and ** p=0.003 for sham

vs CBDL.

FIG.2: CBDL induced down-regulation of connexins (panels A-C) and potassium
channels (panels D. E) in the mesenteric artery: protective effect of apocynin and
losartan. Top, representative immunofluorescent staining: bottom, corresponding cumulative
data. Similar results have been observed in four other rats in each group. The lumen is on the
right side of each image and bar scale corresponds to 50 pm. * p<0.001 for Cx37 and IKc,,
p=0.04 for Cx40, p=0.004 for Cx43 and p<0.01 for SK¢, when comparing CBDL with sham
rats; # p<0.01 for Cx47, IK¢, and SKg,, p<0.03 for Cx40 and <0.001 for Cx43 when

comparing CBDL with treated CBDL rats.

FIG.3: CBDL induced the formation of reactive oxygen species (ROS, panel A) and
peroxynitrites (pancl C), an upregulation of eNOS (panel B) and NADPH oxidase
subunits (panel D) in mesenteric artery: protective effect of apocynin and losartan. Top,
representative immunofluorescent staining: bottom, corresponding cumulative data. Similar
results have been observed in four other rats in each group. The lumen is on the right side of

each image and bar scale corresponds to 50 pm. * p<0.02 and ** p<0.001 for CBDL vs sham
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rats, # p<0.04 for ROS and eNOS, p<0.01 for nitrotyrosine and p<0.001 for p22phox and

nox1 when comparing CBDL with treated CBDL rats.

FIG.4: Characterization of the CBDL-induced formation of reactive oxygen species
(ROS) in mesenteric artery. The effects of MnTMPyP {a SOD analogue), DPI (an inhibitor
of flavin-dependent enzymes), apocynin (an inhibitor of NADPH oxidase) and L-NA (an
inhibitor of eNOS) are shown. Top, representative immunofluorescent staining: bottom,
corresponding cumulative data. Similar results have been observed in four other rats in each
group. The lumen is on the right side of each image and bar scale corresponds to 50 pm.

*# p=<0.01 for CBDL wvs sham rats, # p<0.01 for CBDL vs treated CBDL rats.

FIG.5: CBDL induced formation of reactive oxygen species (ROS, panel A) and
peroxynitrites (nitrotyrosine. panel C), and an upregulation of eNOS (panel B) in the
pulmonary artery: effect of MaTMPyP (a SOD analogue). The protective effect of
apocynin and losartan is also shown. Top., representative immunofluorescent staining:
bottom, corresponding cumulative data. Similar results have been observed in three other rats
in each group. The lumen is on the right side of each image and bar scale corresponds to 50
um.* p<0.001 for CBDL vs sham rats, # p<<0.001 for CBDL vs treated CBDL rats ** p<0.001

for control ve MnTMPyP in CBDL rats.

FIG.6: Treatments with either apocynin (panels A, B) or losartan (panels C, D) prevented
the blunted EDHF-mediated-relaxation in mesenteric artery rings from CBDL rats.
Results are shown as mean = SEM of 5-7 different rats. * p<<0.001 for CBDL vs treated

CBDL rats; NS : not significant .
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Tahle 1: Characteristics of ZBDL and Sham rats
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Syntheése des résultats de la publication 3 :

La ligature de la voie biliaire commune chez le rat induit une prolifération biliaire au
niveau du foie ainsi qu'une forte augmentation de son poids, signes caractéristiques de la
présence d'une cirrhose biliaire. Celle-ci est associée a une hypertension portale comme en

témoigne la splénomégalie.

Au niveau vasculaire, une diminution spécifique des relaxations médiées par EDHF est
observée dans I'artere mésentérique des rats cirrhotiques. Cette dysfonction endothéliale est
indépendante de la nature de l'agoniste utilisé (acétylcholine ou polyphénols du vin rouge),
indiquant qu'il n'y a pas de discrimination de la voie de formation dEDHF (respectivement la voie
calcique ou PIskinase/Akt). Cette atteinte est associée a une diminution de l'expression des
connexines Cx37, Cx40, Cx43 et des canaux potassiques dépendants du calcium IK¢, et SK¢, chez

ces ahimaux.

Des analyses complémentaires ont été réalisées sur les coupes de vaisseaux en microscopie
confocale afin d'identifier les cibles moléculaires pouvant rendre compte de la dysfonction
endothéliale liée a la cirrhose biliaire et I'hypertension portale dans I'artére mésentérique et
dans l'artére pulmonaire. Au niveau de cette derniére nous avons pu :

1) metftre en évidence la formation de ROS et plus particulierement des anions
superoxydes, ainsi que la présence de péroxynitrite,

2) caractériser les sources enzymatiques impliquées, la NADPH oxydase et la eNOS
découplée. Le manque de tissus biologiques notamment du a la petite taille de I'artére pulmonaire,
nous a empéché de compléter ces résultats.

En revanche au niveau de l'artére mésentérique, nous avons pu :

1) confirmer les résultats observés au niveau de l'artére pulmonaire sur un autre lit

vasculaire,

2) mettre en évidence aussi la formation de peroxyde d'hydrogene en plus des anions

superoxyde et démontrer une augmentation de I'expression de la NADPH oxydase et de

la eNOS.
L'utilisation d'un traitement avec l'apocynine, un inhibiteur de la NADPH oxydase et un

antioxydant connu, avant de ligaturer la voie biliaire commune, nous a permis de démontrer le rdle

primordial du stress oxydant dans la physiopathologie de la cirrhose biligire associée a
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I'hypertension portale. En effet, les animaux traités présentent une fonction endothéliale
normale et sans formation de ROS. De plus, I'expression de I'ensemble des protéines (Cx37,
Cx40, Cx43, IKc, et SKc,, eNOS, NADPH oxydase) est similaire a celle observée chez les
animaux contrdles. Ces résultats sont observés au niveau des deux lits vasculaires, mésentérique
et pulmonaire. En revanche ce traitement n‘empéche le développement de la cirrhose et de

I'nypertension portale comme en témoigne I'népatomégalie et la splénomégalie.

Le traitement avec le losartan, antagoniste de récepteur AT1 d l'angiotensine II, avant la
ligature, nous a permis de mettre en évidence limportance du récepteur AT1 dans cette
physiopathologie. Les animaux traités présentent une fonction endothéliale normale, sans
formation de ROS et |'expression de Cx37, Cx40, Cx43, IK¢, et SK¢,, d'eNOS, et de la NADPH
oxydase est identique a celle des animaux contrdles, au niveau des artéres mésentérique et
pulmonaire. En revanche, comme I'apocynine, le losartan ne permet pas d'empécher

I'hépatomégalie ni la splénomégalie.

En conclusion, ce deuxieme projet a permis de montrer les conséquences similaires sur
deux lits vasculaires différents de la cirrhose biliaire associée a I'hypertension portale. Nous
avons pu mettre en évidence la présence dune dysfonction endothéliale spécifique de la
composante EDHF associée a une diminution de I'expression des connexines Cx37, Cx40 et Cx43
et des deux canaux potassiques endothéliaux IK¢, et SKc¢,. Le prétraitement avec I'apocynine nous
a permis de mette en évidence le réle important du stress oxydant dans la physiopathologie et
nous avons montré un effet bénéfique du losartan sur les complications vasculaires de la
cirrhose, en dehors de ses applications thérapeutiques classiques. L'ensemble de ces résultats

sera discuté dans la partie « Discussion générale ».
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Figure 52 : Schéma récapitulatif des effets de la ligature de la voie biliaire et
des traitements préventifs au niveau des artéres mésentérique et pulmonaire

ainsi que sur le poids du foie et de la rate. EbHF : facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium,

eNOS : NO synthase endothéliale, IKc et SKe. @ canaux potassiques dépendants du calcium de moyenne et de faible

conductance, JGME : jonctions gap myoendothéliales, K*: potassium, NO : monoxyde d'azote, ONOO- : peroxynitrites,

“

=7 effets des traitements avec

Oz : anions superoxydes’li effets de la ligature, augmentation ou diminution,

I'apocynine ou le losartan, augmentation ou diminution.
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Résultats Expérimentaux

Publications 4 et 5 :

Etude de la fonction endothéliale dans
un modele de vieillissement /n vivo
chez le rat : role du stress oxydant
et effets protecteurs des polyphénols

du vin rouge
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Publication 4 :

Red wine polyphenols prevent aging-induced endothelial dysfunction and

decline in physical performance

Cardiovascular Research, soumis, 2009

Publication 5 :

Chronic intake of red wine polyphenols improves endothelial dysfunction in
the mesenteric artery of old rats: role of NADPH oxidase-derived

oxydative stress

American Journal of Physiology, soumis, 2009

Selon l'observatoire du département américain de la Santé, les pays occidentaux
connaissent un vieillissement croissant de leur population. Les études épidémiologiques révélent
que le vieillissement, a lui seul et en absence des autres facteurs de risque (eg. diabéte,
hypertension, hyperhomocystéinémie, hypercholestérolémie), augmente la morbidité et la
mortalité cardio-vasculaire. Le risque de mortalité lié aux maladies cardiovasculaires est 80 fois
supérieur chez les sujets dgés de 75-84 ans et 270 fois supérieur chez les sujets dgés de plus
de 85 ans par comparaison aux sujets dgés de 35-44 ans (National Centre for Health Statistics,
2006).

Nous avons vu que dans les conditions physiologiques, I'endothélium était capable de
maintenir I'homéostasie vasculaire via la libération de facteurs relaxants et contracturants qui
contrdlent le tonus vasculaire (Vanhoutte, 2003). Dans le cas de modifications de la balance
contraction/relaxation, une dysfonction endothéliale se met en place et elle est retrouvée dans
la plupart des maladies cardiovasculaires tfelles que I'hypertension artérielle,
I'hypercholestérolémie et le diabéte, aussi bien chez 'homme que chez les animaux (Mombouli et
Vanhoutte, 1999). De plus, la dysfonction endothéliale jouerait un réle important dans l'initiation
et le développement des pathologies.

Le vieillissement est caractérisé par une détérioration progressive du systeme
cardiovasculaire avec notamment une altération de la fonction endothéliale, aussi bien chez
I'nomme que chez I'animal (Labinskyy et a/, 2006). Une diminution, au cours du vieillissement, de

la relaxation endothélium-dépendante induite par l'acétylcholine a été observée dans plusieurs
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lits vasculaires tels que I'artére brachiale humaine (Taddei et a/, 1995), 'aorte (Kung et Luscher,
1995), l'artere carotide (Hongo et al, 1998) et l'artéere mésentérique de rat (Atkinson et al,
1994). De nombreux mécanismes moléculaires ont été impliqués dans la dysfonction endothéliale
liée a l'dge. L'inhibition de la vasodilatation endothélium-dépendante par le vieillissement
concernerait les trois facteurs vasodilatateurs endothéliaux, NO, EDHF et prostacycline
(Csiszar et al, 2002). Le vieillissement serait associé a une production accrue d'anions
superoxyde, réagissant avec le NO et diminuant ainsi sa biodisponibilité par formation de
péroxynitrite responsable d'un découplage de la eNOS (Katusic, 2007). Des études récentes ont
montré aussi que le vieillissement est caractérisé par une augmentation de l'expression et de
I'activité de l'arginase I, enzyme responsable de la dégradation de I'arginine précurseur du NO,
diminuant par compétition l'activité de la eNOS (Katusic, 2007 ; Santhanam et al., 2007). Les
relaxations attribuées a EDHF diminuent aussi avec l'dge chez les rats normotendus et
I'excrétion urinaire de 6-keto-prostacycline F1 alpha, un métabolite stable de la prostacycline,
est également diminuée avec le vieillissement chez I'homme (Hornych et a/, 1991; Mantelli et al.,
1995). L'atténuation des relaxations endothelium-dépendantes avec l'dge pourrait s'expliquer
aussi par une formation accrue de facteurs vasoconstricteurs endothéliaux (Matz ef a/, 2000 ;
Vanhoutte et al, 2005). Actuellement, malgré l'impact de la dysfonction endothéliale lié au
vieillissement sur la santé publique, les mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas encore
totalement élucidés.

De nombreuses études épidémiologiques indiquent quune consommation modérée de
polyphénols contenus dans certains aliments (le vin rouge, le thé, le chocolat et certains fruits et
légumes) a des effets protecteurs sur le systéme cardiovasculaire et est associée a une
réduction de la morbidité et la mortalité cardiovasculaire (Renaud et Gueguen, 1998). Les travaux
menés dans le laboratoire d'acceuil ont permis de mettre en évidence la capacité des composés
polyphénoliques du vin et d'autres sources a produire les facteurs vasodilatateurs NO et EDHF
par I'endothélium de différents lits vasculaires et especes animales (Ndiaye et a/., 2003, 2005 ;
Anselm et al, 2007, 2009). Compte tenu du rdle du stress oxydant vasculaire dans le
développement de diverses pathologies touchant le systéme cardiovasculaire, les effets
bénéfiques des polyphénols pourraient aussi découler de leurs propriétés antioxydantes (Stoclet
et al, 2004). Cependant, peu d'é¢tudes ont été consacrées a la caractérisation des propriétés

protectrices des polyphénols dans la dysfonction endothéliale liée au vieillissement.
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L'objectif de cette étude était d'analyser l'influence d'un extrait polyphénolique de vin
sur le vieillissement des rats et sur les altérations vasculaires induites par ce phénoméne
naturel. Ainsi nous avons réalisé deux études, l'une portant sur les effets potentiellement
préventifs d'un traitement avec les polyphénols du vin rouge (25 et 75 mg/kg/j durant 24
semaines) de jeunes rats dgés de 16 semaines ; la seconde sur les effets potentiellement
curatifs de ce méme traitement (100 mg/kg/j durant 4 semaines) chez les animaux dgés de 50
semaines. Afin de déterminer quel était le role du stress oxydant dans le vieillissement nous
avons traité préventivement et curativement les animaux avec un antioxydant connu,

I'apocynine.
Pour cela nous avons :

1) caractérisé au préalable les conséquences du vieillissement sur la fonction
endothéliale en évaluant, ex vivo, les relaxations endothélium-dépendantes et endothélium-
indépendantes d'anneaux d'artéres mésentériques, afin de déterminer la cinétique d'apparition

de la dysfonction endothéliale avec I'dge (12-14, 20, 40 et 50 semaines),

2) évalué l'effet protecteur potentiel d'un traitement chronique préventif et / ou

curatif avec les extraits polyphénoliques de vin,
3) déterminé quel était le role du stress oxydant dans le vieillissement,

4) élucidé a laide de marquages tissulaires, les mécanismes moléculaires de la
dysfonction endothéliale induite par le vieillissement ainsi que les mécanismes moléculaires

des effets protecteurs des polyphénols du vin.

L'ensemble de ces résultats permettra de mieux comprendre les mécanismes et la

cinétique d'apparition de la fonction endothéliale avec I'age.
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Abstract

Red wine polyphenols prevent aging-induced endothelial dysfunction and decline in

physical performance

S. Dal-Ros, A.-L. Lang, J. Zoll, N. Keller, C. Bronner, B. Geny and V.B. Schini-Kerth

Aims: Aging is associated with an oxidative stress-mediated endothelial dysfunction and
decline in physical performance, which promote cardiovascular diseases. This study examined
whether red wine polyphenols (RWPs), a rich source of natural antioxidants, prevent aging-
induced impairment of the wvascular and skeletal functions and, if so. to determine the
underlying mechanisms.

Methods and results: Vascular reactivity was assessed using mesenteric artery rings from
young (12 weeks) and old (40 weeks) male Wistar rats. Old rats received from week 16 to 40
either solvent, RWPs (25 or 75 mg/kg/day) or apecynin (an antioxidant and NADPH oxidase
inhibitor, 100 mg/kg/day). The expression level of target proteins and nitrotyrosine was
assessed by immunohistochemistry, the formation of reactive oxygen species (ROS) by
dihydroethidine, and exercise capacity by an endurance capacity test. Both the nitric oxide
(NO) and the endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF)-mediated endothelium-
dependent relaxations to acetylcholine were blunted in old rats compared with young rats.
This effect is associated with an increased expression of eNOS, NADPH oxidase p22phox
and nox1 subunits, arginase I and AT1 and AT2 receptors, and the vascular formation of ROS
and peroxynitrites. RWPs and apocynin prevented the aging-induced changes in protein
expression and improved the physical exercise capacity of old rats.

Conclusions: The present findings indicate that intake of RWPs effectively protected against
aging-induced endothelial dysfunction and decline of physical performance. The protective
effect of RWPs involves their ability to normalize vascular oxidative stress and the expression

of proteins involved in the formation of NO and the angiotensin IT pathway.
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Abstract

Aging is associated with an oxidative stress-mediated endothelial dysfunction, which
promotes cardiovascular diseases. This study determined whether intake of red wine
polyphenols (RWPs), which are known to have antioxidant properties and to stimulate the
endothelial formation of nitric oxide (NO) and endothelium-derived hyperpolarizing factor
(EDHF), improves the endothelial function in old rats. Vascular reactivity of mesenteric
artery rings from young (12 weeks) and old (55 weeks) male Wistar rats was assessed in
organ chambers. Old rats received either solvent (3% ethanol), RWPs extract (100 mg/kg/day)
or the NADPH oxidase inhibitor and antioxidant apocynin (100 mg/kg/day) in the drinking
water for 4 weeks. The expression level of eNOS, arginase I, angiotensin II receptors (AT1R
and AT2R), NADPH oxidase subunits and of nitrotyrosine was assessed by
immunohistochemistry, and the formation of reactive oxygen species (ROS) by
dihydroethidine. Both the NO- and the EDHF-mediated endothelium-dependent relaxations to
acetylcholine are blunted in old rats compared with young rats. This effect is associated with
an increased expression of eNOS, arginase I, NADPH oxidase nox1 and p22phox subunits,
ATIR and AT2R receptors, and the vascular formation of ROS and peroxynitrites. RWPs and
apocynin treatments improved endothelial dysfunction, normalized oxidative stress and the
expression of the different target proteins in old rats. Thus, the present findings indicate that
intake of RWPs effectively improved aging-induced endothelial dysfunction. The protective
effect of RWPs involves their ability to normalize vascular oxidative stress and the expression

of proteins involved in the formation of NO and the angiotensin II pathway.

Keywords: aging, endothelium, reactive oxygen species, angiotensin II receptors
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Synthése des résultats des publications 4 et 5 :

Les données montrent que le vieillissement est associé d une altération temps-dépendante
des relaxations dépendantes de I'endothélium au niveau de I'artére mésentérique de rat. Cette
altération, progressive, est visible dés I'dge de 20 semaines ; la composante NO et la composante
EDHF sont toutes les deux progressivement affectées par le vieillissement. De plus, cette
dysfonction endothéliale liée au vieillissement concerne aussi bien les relaxations induites par
I'acétylcholine que celles induites par les polyphénols indiquant que le vieillissement altere les
deux voies de signalisation intracellulaires (voie calcium-dépendante et voie redox-sensible de la
PIs-kinase/Akt), sans discrimination.

Des analyses complémentaires ont ét+é réalisées sur les coupes de vaisseaux en microscopie
confocale afin d'identifier les cibles moléculaires pouvant rendre compte de la dysfonction
endothéliale liée au vieillissement dans I'artére mésentérique. Les résultats correspondants ont
permis de montrer que le vieillissement est associé a une augmentation de la production des ROS,
plus particulierement des anions superoxydes et du peroxyde d'hydrogene par la NADPH oxydase
et la NOS endothéliale, deux enzymes dont |'expression est augmentée avec l'age. Nous avons
aussi pu mettre en évidence une augmentation de I'expression de I'arginase I, enzyme qui entre en
compétition avec la eNOS pour I'utilisation de la L-arginine ; ainsi qu'une amélioration de la
fonction endothéliale par le traitement des arteres de rats dgés ex vivo avec le DMFO (l'alpha-
dimethylfluoro-ornithine) un inhibiteur de la L-arginase, suggérant une possible augmentation de
l'activité de l'arginase chez les animaux dgés. Nous avons aussi pu mettre en évidence
I'augmentation de I'expression des deux types de récepteurs a l'angiotensine II (AT1 et AT2).
Les protéines impliquées dans la réponse EDHF, les connexines Cx37, Cx40, Cx43 et les canaux
potassiques endothéliaux IK¢,, SKc, sont eux diminués avec I'age, expliquant la diminution de la

relaxation médiée par EDHF.

La suite du projet a permis de déterminer que les traitements chroniques préventif et
curatif avec les polyphénols du vin protége et restaure, partiellement mais significativement, les
relaxations dépendantes de I'endothélium au niveau de l'artére mésentérique de rat. Cet effet
semble principalement lié a une normalisation de la composante NO sans modification de la
composante EDHF. Les analyses effectuées en microscopie confocale sur des coupes d'artéres
mésentériques provenant de ces rats traités révélent que les traitements avec les polyphénols du

vin rouge d'une part conservent et d'autre part rétablissent I'expression de la eNOS, de
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l'arginase 1, des récepteurs ATl et AT2. Le traitement préventif permet une faible mais
significative amélioration de I'expression des connexines et des canaux potassiques endothéliaux,
en revanche le traitement curatif ne permet pas d'empécher ces pertes d'expression.

Nous avons aussi pu mettre en évidence le rdle du stress oxydant dans le vieillissement, par
I'utilisation de traitements préventif et curatif avec l'apocynine, autre anti-oxydant et inhibiteur
de la NADPH oxydase. Nous avons observé d'une part que le traitement préventif permettait de
préserver une expression normale de la eNOS, de la NADPH oxydase, des récepteurs AT1 et
AT2, et d'autre part qu'un traitement curatif permettait de restaurer leur expression chez les
animaux dgés.

En collaboration avec I'équipe du Pr Gény, des Hopitaux Universitaires de Strasbourg, des
analyses ont été réalisées sur la mitochondrie du muscle soléaire, muscle de la jambe. Nous avons
pu mettre en évidence la formation de ROS, plus particulierement d'O, dans le soléaire ainsi
qu'une diminution de la respiration mitochondriale. Ces résultats indiquent la présence d'une
dysfonction musculaire associée a une dysfonction mitochondriale chez les animaux dgés. Par la
suite, seuls les animaux jeunes traités préventivement avec les polyphénols du vin a la dose de 75
mg/kg/j ont été étudiés par I'équipe du Pr Gény. Nous avons pu montrer que les animaux fraités
pendant 7 mois avec les polyphénols du vin rouge présentent une fonction musculaire et
mitochondriale identiques a des animaux jeunes.

De plus, nous avons pu, grdce a un test d'endurance, déterminer les conséquences du
vieillissement sur les aptitudes physiques de ces animaux. Les animaux dgés présentent une
diminution de 65% du temps de course sur un tapis roulant en comparaison a des animaux jeunes.
Ainsi, le vieillissement est associé a une perte de la capacité physique des animaux. En revanche,
le traitement préventif avec les polyphénols du vin rouge a forte concentration ainsi qu'avec
I'apocynine ont permis de limiter cette perte de capacité a 40% et 35%. En revanche, la plus
faible dose en polyphénols n'a pas permis d'obtenir les mémes effets bénéfiques sur la capacité

physique des animaux dgés.

En conclusion, ce dernier projet a permis de démontrer des effets originaux et bénéfiques
des polyphénols du vin rouge : 1) sur la protection de la fonction endothéliale au cours du
vieillissement et chez les animaux dgés, 2) sur le développement du stress oxydant avec l'dge, 3)
sur la protection de I'expression des protéines eNOS, NADPH oxydase, des récepteurs ATI et

AT2, 4) sur la protection de la respiration mitochondriale du muscle soléaire et enfin 5) sur le
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maintien de la capacité physique des animaux au cours du vieillissement. L'ensemble de ces

résultats sera discuté dans la partie « Discussion générale ».
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Figure 53 : Schéma récapitulatif des effets du vieillissement naturel sur l'artére
mésenTérique. ATl et AT2 : récepteurs de type 1 et 2 a I'angiotensine II, EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé
de I'endothélium, eNOS : NO synthase endothéliale, IKc, et SKe ¢ canaux potassiques dépendants du calcium de moyenne

et de faible conductance, JGME : jonctions gap myoendothéliales, K*: potassium, NO : monoxyde d'azote, ONOO :
peroxynitrites, O, : anions superoxydes, 2 effets du vieillissement, augmentation ou diminution.
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Figure 54 : Schéma récapitulatif des effets des traitements préventif et

curatif avec I'apocynine ou les polyphénols du vin rouge sur I'artére mésentérique.
ATl et AT2: récepteurs de type 1 et 2 a l'angiotensine IT, EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium,
eNOS : NO synthase endothéliale, IKe et SKeq: canaux potassiques dépendants du calcium de moyenne et de faible

conductance, JGME : jonctjons gap myoendothéliales, K": potassium, NO : monoxyde d'azote, ONOO' : peroxynitrites, Oz
i anions superoxydes, ;:'c" : effets du vieillissement, augmentation ou diminution.
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Discussion Générale et Perspectives

L'ensemble de ce travail de thése a permis de mettre en évidence de nombreux points
communs entre les deux pathologies vasculaires étudiées et le vieillissement physiologique. Le
point majeur est |'apparition d'une dysfonction endothéliale plus ou moins importante chez les
animaux hypertendus, cirrhotiques ou dgés et plus particuliérement la mise en évidence du rdle
majeur joué par le stress oxydant et le systeme rénine angiotensine. Avec l'appui de la
littérature scientifique, nous allons maintenant tenter d'apporter des réponses aux questions qui

découlent de ce travail.

Dysfonction endothéliale et pathologies cardiovasculaires :

Nous avons pu mettre en évidence une atteinte plus ou moins marquée des relaxations
induites par I'acétylcholine et les polyphénols du vin dans les anneaux d'artéeres mésentériques de
rats hypertendus, dgés ou bien présentant un SHP. L'inhibition des relaxations observée dans ces
différents modéles est observée indépendamment de la nature de I'agoniste utilisé (acétylcholine
ou polyphénols du vin rouge), indiquant que dans ces trois pathologies il n'y a pas de discrimination
quant a la voie de formation des facteurs vasorelaxants (respectivement la voie calcique ou
PIskinase/Akt). Les expériences réalisées simultanément sur les artéres sans endothélium n'ont
pas montré datteinte de la capacité des muscles lisses vasculaires d se reldcher ou a
s'hyperpolariser. Ainsi, les trois pathologies affectent bien les mécanismes vasodilatateurs en
aval des voies d'activation et au niveau de I'endothélium, en modifiant par exemple I'expression de

la NOS synthase et des canaux potassiques et /ou connexines.

Pour le premier projet sur I'hypertension artérielle systémique, nous avons comme modele
de dysfonction endothéliale celle induite chez le rat, par infusion chronique d'angiotensine IT.
Compte tenu de limplication de l'activation du systéme rénine-angiotensine dans diverses
situations physiopathologiques comme [I'hypertension artérielle, linsuffisance cardiaque,
I'athérosclérose, la résistance a l'insuline (Shinozaki et a/, 2004), les altérations vasculaires
observées dans ce modéle pourraient, &tre représentatives de nombreuses pathologies affectant
le systéme vasculaire. En accord avec les données apportées dans la littérature (Rajagopalan et

al., 1996 ; Mollnau et al., 2002), les rats implantés avec une minipompe délivrant de I'angiotensine
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IT pendant 21 jours présentent une augmentation de la pression artérielle sans modification de la
fréquence cardiaque. Ceci indique que l'effet hypertenseur résulte principalement d'une
augmentation des résistances périphériques. Rajagopalan et a/. (1996) ont montré que cet effet
hypertenseur pouvait &tre prévenu par le losartan, ce qui indique I'implication des récepteurs
AT1. Nous avons par ailleurs montré que le traitement chronique de 21 jours par l'angiotensine IT
induit une diminution trés marquée de l'activité rénine-plasmatique, ce qui est compatible avec le
rétro-contrdle négatif exercé par l'angiotensine II sur la sécrétion de rénine par l'appareil
juxtaglomérulaire, et avec l'effet inhibiteur sur la sécrétion de rénine exercé par la
vasoconstriction de l'artériole afférente et la rétention sodée induites par I'angiotensine IT
(Tanabe et al, 1999). Une concentration plasmatique élevée en Ang II est retrouvé chez les
patients présentant une hypertension sévére (Boyd et al, 1972 ; Sim et Qui, 2003).

Nous avons montré pour la premiere fois, une atteinte spécifique de la composante EDHF
de la relaxation dans le modéle d'hypertension artérielle induite par l'angiotensine II sans
atteinte de la composante NO ni de modifications de la relaxation globale. Dans les artéres de
conductance comme l'aorte, la composante NO est altérée par l'infusion chronique d'angiotensine
IT (Sarr et al, 2006). Pourtant en accord avec nos résultats, dans I'artére mésentérique de rats
SHR, spontanément hypertendus, il n'y a pas d'altération de la composante NO mais uniquement
d'EDHF (Onaka et al, 1998 ; Kdhdnen et al., 1999 ; Goto et al., 2000). Une autre hypothése serait
qu'il existerait dans notre modéle, un mécanisme compensatoire entre les deux facteurs
vasodilatateurs NO et EDHF. Il a déja été démontré un tel mécanisme chez des souris Knock-out
pour la eNOS, dans le diabéte et également dans I'hypertension pulmonaire (Waldron et al,
1999 ; Ding et al, 2000 ; Morio et al., 2007 ; Gutterman et al., 2005). Ainsi, dans notre modele
d'hypertension artérielle, le manque de relaxation due a EDHF pourrait tre compensé par une
augmentation du NO assurant ainsi une relaxation globale normale. Un autre mécanisme peut étre
impliqué dans la dysfonction endothéliale liée a I'nypertension artérielle. En effet, il a été montré
chez le rat SHR que l'endothélium induit une contraction par les produits dérivés de la
cyclooxygénase des cellules musculaires lisses en réponse a l'acétylcholine, a 'ATP/ADP, a la
sérotonine, a l'acide arachidonique et a I'endothéline-1 (Vanhoutte et al., 1988, 1989, 1995). Une
étude dans le laboratoire a aussi démontré la présence d'EDCFs en réponse a l'acétylcholine dans
l'aorte de rats traités chroniquement avec l'angiotensine IT (Kane et al, soumis 2009). Dans
notre étude nous n'avons pas regardé la capacité de l'acétylcholine a induire une contraction.
Chez les rats hypertendus Dahl « sensible au sel » et chez les souris knock-out pour la eNOS,

I'altération des relaxations endothélium-dépendante ne semble pas étre due a la sécrétion
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d'EDCFs (Lischer et al.,, 1987a, b; Kuhlencordt et a/, 2004). Ainsi, il semblerait que dans
I'hypertension la composante NO soit altérée ou bien conservée, et ce dépendant du lit vasculaire

étudié tout comme la présence ou non d'EDCFs.

Dans le cas du SHP, nous avons mis en évidence une atteinte spécifique de la composante
EDHF de la relaxation dans l'artére mésentérique de rats sans modification de la composante NO
ni de modifications de la relaxation globale. En revanche, Barriére et a/ (2000) ont mis en
évidence le réle d'EDHF dans linhibition de la contraction observée dans les artéres
mésentériques de rats ayant eu une ligature de la voie biliaire commune (CBDL), et que cette
hyporéactivité est supprimée par la combinaison de charybdotoxine et d'apamine (inhibant les
canaux responsables de la formation d'EDHF). Dans une étude sur le poumon perfusé de rats
CBDL, Carter et al. (2000) ont confirmé ces résultats par la normalisation de la contraction
induite par I'hypoxie en présence de charybdotoxine et d'apamine. Ces résultats sont en
désaccord avec les ndtres montrant une diminution des relaxations médiées par EDHF, et
peuvent &tre expliqués par la différence des techniques utilisées par Carter et al. (2000) par
I'utilisation de souches de rats différentes (les Sprague Dawley par Barriére et a/. (2000) et des
Wistar par Carter et al. (2000) et I'utilisation de stimuli différents (I'hypoxie au lieu de
I'acétylcholine et les polyphénols du vin rouge dans notre étude). De plus la diminution des
relaxations médiées par EDHF pourrait étre un effet compensatoire de I'augmentation de la
production de NO pour maintenir une relaxation globale normale (Olmos et a/., 1995 ; Bauersachs
et al, 1996). La détérioration d'EDHF par le NO n'a lieu que dans le cas d'une production
excessive de NO (Takase et al, 1996). Dans notre étude, nous n'avons pas montré de
modifications des relaxations médiées par le NO. Comme nous l'avons déja souligné, le lit
vasculaire, le modeéle d'étude, la souche ou I'espéce utilisés varient les résultats. En effet, chez
les patients en attente de transplantation du foie il a été rapporté une élévation du NO exhalé
ainsi qu'une normalisation apres l'opération (Rolla, 1998), suggérant ainsi le rdle d'une
augmentation du NO chez les patients. Une surexpression de la eNOS et / ou une augmentation
des relaxations médiées par le NO ont été rapportés dans les modeles d'hypertension pulmonaire
(Isaacson et al, 1994 ; Resta et al, 1997 ; Shirai et al, 2003 ; Jermigan et al, 2004a). En
revanche d'autres études ont démontré une diminution de ces relaxations dans ['artére
pulmonaire (Adnot et al, 1991 ; Murata et al., 2002 ; Sauzeau et al, 2003 ; Abe et al, 2004 ;
Elmedal et al., 2004).
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Certes dans le modele d'hypertension artérielle et de SHP, nous n'avons pas wvu
d'augmentation des relaxations médiées par le NO probablement car une partie du NO
excédentaire est transformée en peroxynitrites. La limitation majeure des études réalisées ex
vivo en chambre a organe isolé est I'absence de I'implication du flux, jouant un réle important
dans la physiopathologie de la cirrhose et de I'hypertension portale et systémique. Ainsi, d'autres
techniques telque la mesure du NO par résonance paramagnhétique électronique ou bien des

¢tudes d'organes perfusés nous auraient peut tre permis de répondre a ces attentes.

En revanche et en accord avec la littérature, I'augmentation de I'dge diminue la capacité
de I'endothélium a produire les facteurs vasodilatateurs (Vanhoutte, 2002 ; Moritoki et al., 1986
. Koga et al, 1988 ; Charpie et al., 1994 ; Davidge et al, 1996 ; Hongo et al, 1988; Kung et
Liischer, 1995 ; Taddei et a/, 1997b, 2001 ; Cernadas et a/, 1998 ; Yasuro et al., 1999 ; Heymes
et al, 2000 ; Csiszar et al, 2002, 2007 ; Subramian et MacLeod, 2003 ; Spier et al, 2007 ;
Bulckaen et al, 2008). En effet il est largement reconnu que la relaxation induite par
I'acétylcholine est altérée par le vieillissement a la fois dans les artéres de conductance et de
résistance et ceci pour différentes espéces. Dans les arteres de conductance cette altération se
trouve dans l'aorte (Koga et al, 1988 ; Kung et Liischer, 1995) et dans l'artére carotide de rat
(Hongo et al., 1988), dans I'artere mésentérique et fémorale de chien (Shimizu et Toda, 1986 ;
Haidet et al, 1995) ainsi que dans les arteres brachiale et coronaire humaines (Taddei et al,
1995 ; Egashira et al, 1993). Les effets du vieillissement n‘ont été que peu étudiés dans les
artéres de résistance. Néanmoins, une diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium
induite par le carbachol, un autre agoniste des récepteurs muscariniques, a été décrite dans le lit
mésentérique perfusé de rat (Atkinson et al, 1994). Nous avons mis en évidence |'apparition
progressive d'une dysfonction endothéliale générale plus sévére avec atteinte de la relaxation
globale mais aussi une diminution des relaxations dues uniquement au NO ou a EDHF. Peu d'études
ont cherché a déterminer les mécanismes impliqués. Koga et al. (1988) ont montré qu'une partie
du défaut de relaxation observé aux fortes concentrations d'acétylcholine dans l'aorte de rat de
souche WKY était améliorée par la pré-incubation des arteres par I'indométacine, un inhibiteur
de COXs. Ils en ont conclu que les produits du métabolisme de I'AA via les COXs étaient libérés
par I'endothélium et pouvaient induire une contraction du muscle lisse vasculaire. Par contre, Kung
et Liischer (1995) ont montré que, dans l'aorte de rat de souche WKY, le défaut de relaxation a
I'acétylcholine n'était pas dii a la contribution d'un facteur contracturant libéré par les COX

endothéliales. En effet, les relaxations a l'acétylcholine ne sont pas améliorées par la pré-
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incubation des vaisseaux avec le SQ30741, un antagoniste des récepteurs au TXA; et d la PGH,.
Par ailleurs, Mayhan et a/. (1990) ont observé que dans les artérioles de rat de souche Wistar, le
défaut de relaxation a l'acétylcholine, a la sérotonine, et a 'ADP n'était pas modifié par le
traitement des artéres a 'indométacine. Dans nos deux études sur le vieillissement, nous n‘avons
pas mis en évidence de contractions induites par l'acétylcholine, ni de différences dans les
contractions induites par la phényléphrine, suggérent que les EDCFs ne seraient pas impliqués
dans la dysfonction endothéliale chez les animaux dgés. Shirasaki et al. (1986) ont observé que le
vieillissement était associé a une diminution de la relaxation induite par les donneurs de NO, tels
que le nitroprussiate de sodium et le nitrite de sodium, dans l'aorte et I'artére mésentérique de
rats de souche WKY. IIs ont montré que ce défaut était dii a la modulation par I'endothélium de
cette réponse aux donneurs de NO puisque un tel défaut n'est pas observé sur de l'artére
dépourvue d'endothélium. Tschudi et a/. (1996) ont observé une diminution de la libération de NO
dans l'aorte de rat de souche Ro-Ro avec le vieillissement lors d'une stimulation par l'ionophore
calcique A23187 (qui stimule les cellules endothéliale sans passer par la liaison a un récepteur).
Ils ont donc attribué le défaut de relaxation observé au cours du vieillissement a un défaut de
libération de NO au niveau endothélial, dans I'aorte mais pas dans les artéres pulmonaires.

Fujii ef al (1993) ont observé une diminution de [I'hyperpolarisation induite par
I'acétylcholine dans les branches principales de I'artéere mésentérique supérieure de rat agé de
souche WKY. Ils attribuent donc le défaut de relaxation observé au cours du vieillissement a un
défaut au niveau de la voie EDHF. Dans nos études, nous n‘avons pas pu réaliser en paralléle la
réactivité vasculaire et les expériences d'hyperpolarisation. En revanche, ces résultats auraient
permis de pouvoir faire le lien entre une potentielle diminution d'hyperpolarisation et la
diminution des relaxations médiées par EDHF observée chez les rats dgés.

Ainsi, la nature des mécanismes impliqués dans le vieillissement demeure controversée,
mais I'examen approfondi de l'ensemble de ces études a permis de mettre en évidence des
différences expérimentales : l'utilisation de souche WKY, I'utilisation d'animaux adultes d'dges
variés (31 semaines pour |'étude de Shirasaki et al, 12 mois pour celle de Koga et al) ou
I'utilisation d'animaux femelles sans détermination de leur statut hormonal (étude de Tschudi et
al., 1996). L'étude expérimentale du vieillissement physiologique et la comparaison des résultats
nécessitent en effet de déterminer les critéres tels que la définition d'un dge a partir duquel un
animal est « dgé », le choix d'une espéce ou d'une souche exempte de pathologies associées au
vieillissement, la vigilance concernant le sexe et donc l'influence du statut hormonal de I'animal

sur I'étude.
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Dysfonction endothéliale et mécanismes moléculaires :

Les mécanismes moléculaires mis en évidence dans ces trois pathologies semblent étre
similaires. Comme hous l'avons vu précédemment les trois pathologies sont associées a une
dysfonction endothéliale caractérisée par la diminution des relaxations médiées par EDHF et
dans le cadre du vieillissement aussi de NO.

Des études utilisant des bloqueurs pharmacologiques des jonctions gap myoendothéliales
(peptides mimétiques, dérivées de l'acide glyccirhétinique) ont permis de mettre en évidence
I'importance de ces jonctions dans les réponses médiées par EDHF (Goldberd et al, 1996 ;
Griffith et al, 2004). Nous avons pu démontrer en accord avec la littérature, que chez des rats
contréles jeunes les jonctions gap myoendothéliales jouent un rdle majeur dans la tfransmission de
I'hyperpolarisation des cellules endothéliales aux cellules musculaires lisses afin d'assurer les
relaxations de l'artére mésentérique (Harris et al, 2000 ; Goto et al, 2002). Les différentes
é¢tudes de marquages immunologiques des connexines, constituants des jonctions gap
myoendothéliales, ont permis conformément a la littérature, de localiser les connexines Cx37 et
Cx43 dans la média et I'intima des vaisseaux alors que la connexine Cx40 est préférentiellement
localisée au niveau de l'intima dans I'artére mésentérique de rat jeunes contrdles (Kansui et al,
2004 ; Rummery et Hill, 2004). En revanche, dans les trois pathologies, nous avons pu mettre en
évidence la diminution d'au moins 50% de I'expression de chacune des connexines pouvant ainsi
expliquer la perte des relaxations médiées par EDHF (Rummery et Hill, 2004). Ces résultats ont
été démontrés dans un autre modeéle d'hypertension artérielle, chez les rats SHR (Rummery et
al., 2002), mais aussi au cours du vieillissement (Yeh et al, 2000). De plus, nous avons confirmé
que les deux canaux potassiques dépendants du calcium de faible et d'intermédiaire conductance
SKc, et IK¢, sont impliqués dans la genese d'EDHF, comme en témoigne I'inhibition des relaxations
en présence d'apamine et de charybdotoxine (Ohashi et al, 1999 ; Castle, 1999 ; Garcia et al.,
1991) et l'inhibition de I'hyperpolarisation et non par l'ibériotoxine (bloqueur sélectif de BKc,)
(Chataigneau et al,, 1998). Par ailleurs, nous avons pu démontrer d'une part que les canaux SKc,
sont localisés au niveau de l'intima et de la média et que les canaux IKc¢, sont préférentiellement
exprimés au niveau de lintima. D'autre part, nous avons pu aussi démontrer que les trois
pathologies sont associées a une diminution de 30 a 50% de I'expression de ces deux canaux. De
récentes études ont souligné le réle important de ces canaux dans la dysfonction vasculaire

présente dans la cirrhose (Barriére et al., 2001), dans I'hypertension (Taylor et al., 2003 ; Si et
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al, 2006). L'ensemble de ces résultats indique que la diminution d'expression des connexines et
des canaux potassiques endothéliaux pourrait expliquer la perte des relaxations médiées par
EDHF. Nous discuterons ci-apres du réle du stress oxydant dans ces modifications d'expressions
de ces protéines.

Les modifications des relaxations médiées par le NO avec |'dge peuvent s'expliquer par
différents mécanismes. L'augmentation de l'expression et/ou de l'activité de l'arginase 1,
compétitant avec la eNOS pour le substrat commun l'arginine, I'augmentation de la production des
ROS et notamment des anions superoxydes réduisant la biodisponibilité du NO sont des
hypothéses qui sont en accord avec les résultats obtenus dans notre modéle de vieillissement.
Une diminution de l'activité de la eNOS malgré son augmentation d'expression (Cernadas et al.,
1998) et donc une diminution de la formation de NO (Tschudi et a/, 1996a ), une déficience en
cofacteur BH,4 (Eskurza et al, 2005), la réduction de I'expression de la guanylyl cyclase soluble
(Kloss et al, 2000) ou une augmentation de 'ADMA (Versari et al, 2009) pourraient aussi
expliquer ces atteintes. Nous avons montré également une augmentation de I'expression de la
eNOS, ceci pouvant s'expliquer par un mécanisme compensatoire qui survient dans le cas d'une
augmentation du stress oxydant et d'une dysfonction endothéliale. Due a la diminution du NO
vasculaire un changement de l'expression de la eNOS (augmentation) et de la caveolin-1
(diminution, protéine membranaire liée a la eNOS inactive) peut avoir lieu afin de maintenir la

production bioactive du NO (Piech et al, 2003 ; Lopez-Sepulveda et a/, 2008).

Dysfonction endothéliale et stress oxydant :

Certes la dysfonction endothéliale appardit dans différents processus pathologiques,
mais le stress oxydant semble &tre identifié comme dénominateur commun (Griendling et
FitzGerald, 2003a, b). Les ROS jouent un réle majeur dans la physiologie et physiopathologie
vasculaire, en particulier l'anion superoxyde pouvant diminuer la biodisponibilité du NO
(Rajagopalan et al, 1996 ; Miller et al., 1998 ; Pagano et al., 1997). Il n'y a pas de doute quant a
I'implication du stress oxydant et des dommages associés au cours du vieillissement (Miller et al,
1998 ; Tschudi et al, 1996 ; Taddei et al, 2001 ; Ciszar et al, 2002, 2007), de I'nypertension
artérielle (Mombouli et Vanhoutte, 1999 ; Sarr et al., 2006), notament au hiveau de I'endothélium
qui est une source importante d'anions superoxyde (Hamilton et a/, 2001). En utilisant la
dihydroéthidine (DHE) comme sonde fluorescente, nous avons effectivement montré une

augmentation de la quantité de ROS dans les arteres mésentériques, pulmonaires et les muscles
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squelettiques des animaux hypertendus, dgés et atteints de SHP. Ceci est en accord avec les
données de la littérature, utilisant la méme sonde fluorescente (Landermesser et al., 2002b). Le
marquage /n sity au bromure d'éthidium est observé au niveau de l'intima, de la média et de
l'adventice des artéres et au niveau du tissus conjonctifs entourant les fibres musculaires
squelettiques. Le marquage peut €tre inhibé par le MnTMPyP (un analogue perméant membranaire
de la SOD) dans le cadre des trois pathologies et par la PEG-Catalase (un analogue perméant
membranaire de la catalase) dans les artéres dgées, ce qui indique qu'il provient de I'élévation
tissulaire en anions superoxydes et en H,O,. Le réle de la NADPH oxydase comme source d'anions
superoxydes a déja été mis en évidence dans I'hypertension artérielle (Rajagopalan et al/, 1996).
La prévention de la genese des ROS, par exemple en délétant la sous-unité p47phox de la NADPH
oxydase, permet une résistance a I'hypertension induite par l'angiotensine II et réduit la
formation endothéliale des anions superoxydes (Landmesser et a/., 2002). Une augmentation de
I'expression de diverses sous-unités de la NADPH oxydase (p22phox, gp91lphox, nox1) a été
rapportée dans les arteres issus d'animaux traités chroniquement avec l'angiotensine IT (Fukui et
al, 1997 ; Mollnau et al., 2002), agés (Félétou et Vanhoutte, 2006) et de patients atteints de
cirrhose alcoolique (Colmenero et al, 2007). Dans les segments d'artéres mésentériques issus
des rats hypertendus, dgés ou atteints d'un SHP, nous avons effectivement mis en évidence, par
immunofluorescence, une augmentation du niveau d'expression des protéines p22phox et noxl
ainsi que de la eNOS. D'autre part, nous avons montré que le DPI et I'apocynine d'une part et le L-
NA d'autre part diminuent le marquage au bromure d'éthidium. Ces données indiquent |'implication
de la NADPH oxydase et la eNOS découplée comme source de ROS. La production accrue de ROS
par la NADPH oxydase pourrait aussi initier le phénomene de découplage de la eNOS (Mollnau et
al, 2002 ; Griendling et Fitzgerald, 2003) et a l'origine de la formation de H,O, (Landmesser et
al., 2003).

L'implication de la NADPH oxydase dans l'dge et le SHP a été confirmée lors des
traitements chroniques des animaux avec I'apocynine. En effet, ce traitement chronique a permis
d'inhiber totalement le stress oxydant associé aux pathologies et d'assurer I'expression
physiologique des sous unités de la NADPH oxydase et de la eNOS. De plus, ce traitement
chronique permet d'assurer des relaxations endothélium-dépendantes normales chez les animaux
dgés ou atteints d'un SHP. Chez 'Homme le stress oxydant semble aussi jouer un réle majeur
dans ces pathologies. Donato et a/. (2007) ont notamment montré I'apparition du stress oxydant
avec l'dge parallélement a la perte progressive de la vasodilatation des arteres. Les auteurs ont

aussi mis en évidence une augmentation de l'expression de la NADPH oxydase alors que la
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xanthine oxydase, la SOD et la catalase mitochondriales ou cytosoliques ne seraient pas liée a
cette dysfonction endothéliale et au stress oxydant (Donato et a/, 2007 ; Eskurza et al., 2006).
Le stress oxydant peut aussi tre a l'origine des modifications d'autres protéines, telles que
I'arginase augmentant ainsi son activité de dégradation de la L-arginine et enftrant en compétition
avec la eNOS ; les canaux potassiques endothéliaux IKc, et SK¢, diminuant ainsi la formation
d'EDHF ou bien des connexines diminuant ainsi le passage de I'hyperpolarisation des cellules
endothéliales aux cellules musculaires lisses vasculaires. Ces mécanismes ont été mis en évidence
dans d'autres modeles ou autres pathologies (Thengchaisri et a/,, 2006 ; Gutterman et al,, 2005 ;
Griffith et al, 2005).

Il faut noter que dans nos modéles, malgré I'augmentation des ROS dans les cellules
musculaires lisses des arteres mésentériques, I'effet relaxant du nitroprussiate de sodium n'est
pas altéré. Le flux de NO provenant du nitroprussiate de sodium pourrait excéder le flux
d'anions superoxydes, masquant ainsi l'influence de la dégradation de NO. Aux vues de tous ces
résultats, le stress oxydant affecterait préférentiellement la fonction endothéliale, la formation
des facteurs vasorelaxants et leur transmission plutdt que les mécanismes impliqués dans la

relaxation des cellules musculaires lisses.

Dysfonction endothéliale et systéme rénine angiotensine :

Dans les trois pathologies nous avons pu mettre en évidence l'importance du systeme
rénine angiotensine (SRAA) dans leur physiopathologie.

D'autres auteurs ont déja souligné le rdle néfaste du SRAA dans 'hypertension artérielle
(Onaka et al, 1998 ; Kdhanen et al, 1999 ; Goto et al, 2000) puisque les rats SHR traités avec
des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine II ou des antagonistes des récepteurs
a l'angiotensine IT présentent une fonction endothéliale et une hyperpolarisation normale en
comparaison aux animaux SHR non traités. Ces études ont démontré le lien entre le SRAA et
EDHF. Elles ont été confirmées par les résultats de I'étude de Kansui et a/. (2004) démontrant le
lien entre I'expression des connexines et le SRAA. Notre étude a effectivement démontré qu'un
traitement chronique avec l'angiotensine IT de 3 semaines est nécessaire a l'induction d'une
dysfonction endothéliale spécifique de la composante EDHF associée a une diminution des canaux
et des connexines. En effet, le méme traitement hypertensif de 2 semaines ne permet pas
d'obtenir les mémes résultats (Dal-Ros et a/, 2009 ; Hilgers et al,, 2007). Linz et a/. (2000) ont

pu également démontrer le rdle du SRAA dans la durée de vie des animaux hypertendus, car en
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effet un traitement des jeunes rats SHR-SP avec le fonsartan (antagoniste des récepteurs a
I'angiotensine IT) permet de doubler leur durée de vie, comparable avec celle d'animaux normaux
WKY.

La stimulation chronique du SRAA pour compenser la diminution des résistances
périphériques vasculaires associée a une hypovolémie est observée chez les patients et dans des
modeles expérimentaux d'hypertension portale (Newby et a/, 1998 ; Helmy et a/, 2003 ; Ubeda
et al, 1994 ; Yang et al, 2002). Ainsi, le SRAA jouerait un rdle dans la genése du statut
hyperdynamique observée. Nous avons effectivement pu démontrer qu'un traitement préventif
avec le losartan, antagoniste de récepteur a l'angiotensine II était capable de prévenir
I'apparition des complications liées a la ligature de la voie biliaire commune, telles que I'apparition
du stress oxydant, de la dysfonction endothéliale et des mécanismes sous-jacents (diminution de
I'expression de la eNOS, de la NADPH oxydase). Des résultats identiques ont été publiés par
Yang et al. (2002) sur l'aorte de rats CBDL et traités aprés 3 semaines avec du losartan a 3
mg/kg/jour durant 1 semaine. De plus, l'utilisation d'une plus faible dose de losartan (0.5 a 5 au
lieu de 10 mg/kg/jour) est aussi capable de diminuer |'hypertension portale et la cirrhose chez
les patients et dans les modéles expérimentaux (Yang et al, 2002 ; Heller et al, 2005 ;
Wagatsuma et al, 2002 ; De BK et al,, 2003).

Dans le cadre de I'étude sur le vieillissement, nous avons pu mettre en évidence et en
accord avec la littérature (Oudot et al, 2006), une augmentation des deux types de récepteurs a
l'angiotensine II, ATl et AT2. Pinaud et al (2007) soumet notamment [I'hypothése d'un
changement de fonction (vasocontriction/vasodilatation) et de localisation (cellules musculaires
lisses/endothélium) du récepteur AT2 chez les rats dgés. En effet, chez de jeunes rats, la
vasodilatation liée au flux de l'artére mésentérique est inhibée en présence de I'antagoniste de
récepteur AT2, le PD123319 ; alors que chez les animaux dgés, cette vasodilatation au flux est
augmentée en présence de PD123319. Atkinson et al. (1995) et Goto et al. (2000) ont démontré
qu'un traitement avec un antagoniste des récepteurs a l'angiotensine II (sartans) ou bien un
inhibiteur de I'enzyme de conversion sont capables d'améliorer les relaxations de rats dgés alors
que des anti-hypertenseurs classiques type hydralazine plus hydrochlorothiazide n‘en sont pas
capables. Sagach et al. (2006), Ferder et al (2002), Gonzalez-Bosc et a/ (2001) arrivent a la
méme conclusion concernant les effets bénéfiques d'un traitement avec I'énalapril (inhibiteur de
I'enzyme de conversion) et les sartans sur la fonction endothéliale et I'expression de la eNOS
dans l'aorte des rats dgés. Basso et al. (2007) ont pu démontré aussi |'importance du SRAA dans

le vieillissement chez les rats par une augmentation de la durée de vie des animaux traités avec
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du losartan (antagoniste des récepteur a l'angiotensine IT, 28 a 37 mois) et aussi avec I'énalapril

(28 a 37 mois) en comparaison a des animaux non-traités (26 mois).

Polyphénols et effets protecteurs :

Les travaux réalisés montrent que I'administration par voie orale de composés
polyphénoliques du vin rouge exerce chez les rats un effet protecteur contre diverses
altérations vasculaires, musculaires et physiques chez les rats dgés. Dans les deux études sur le
vieillissement, les effets des polyphénols sont observés a 25 et 75 mg/kg/j pour I'étude
préventive et 100 mg /kg/j pour I'étude curative. Le fait que ces effets soient mis en évidence
apres une administration par voie orale (dans l'eau de boisson) indique qu'une fraction
significative des polyphénols atteint la circulation générale pour prévenir les effets de I'dge.

Dans notre étude, I'effet d'un traitement chronique avec des polyphénols du vin rouge a
été évalué sur la fonction endothéliale. Les résultats obtenus montrent que la diminution de
I'effet relaxant de deux stimuli (acétylcholine et polyphénols en aigué) sur les arteres
mésentériques des rats dgés peut &tre rétablie par le traitement chronique avec les polyphénols
du vin rouge administrés par voie orale. Cet effet des polyphénols est spécifique, dans la mesure
ol leur administration ne modifie pas I'effet relaxant du nitroprussiate de sodium sur les cellules
musculaires lisses. Les mécanismes qui sous-tendent |'effet bénéfique de l'administration des
polyphénols sur la dysfonction endothéliale et les dommages liés a I'dge pourraient impliquer
divers mécanismes, comme par exemple [linhibition de la production de facteurs
vasoconstricteurs, ou l'augmentation de la production ou de la biodisponibilité de facteurs
vasodilatateurs (Stoclet et al, 2004).

La présente étude apporte l'information nouvelle que les polyphénols sont capables, apres
administration par voie orale, de prévenir |'augmentation de [|'expression vasculaire des
composantes p22phox et noxl et de la eNOS dans un modéle de dysfonction endothéliale liée a
I'age. De plus, cet effet est associé a une diminution de la production vasculaire de ROS et a une
amélioration de la fonction endothéliale. L'ensemble de ces données indiquent que l'effet
antioxydant des composés polyphénoliques du vin rouge peut découler aussi d'une diminution de
I'expression d'enzymes qui produisent ces ROS dans la paroi vasculaire. Ces effets sont
comparables a ceux observés par Sarr et al, (2006) dans un modele d'hypertension induite par
I'Ang IT, ol un traitement chronique avec les polyphénols du vin rouge par voir orale est capable

de prévenir le développement de I'hypertension artérielle et la dysfonction endothéliale associée
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a une diminution du stress oxydant. Lopez-Sepulveda ef a/ (2008) aboutissent a la méme
conclusion sur les effets protecteurs des polyphénols du vin rouge chez les rats SHR. Les
flavonoides du thé éliminent eux aussi efficacement différents radicaux libres (Zijp et al,
2000 ; Beatty et al, 2000). De plus, I'effet des polyphénols du vin sur l'expression des
composants de la NADPH oxydase est similaire a celui des polyphénols du thé vert et du thé noir,
qui diminuent I'expression des sous unités p22phox et p67phox dans les cellules endothéliales
(Ying et al, 2003). De nombreuses études récentes mettent effectivement en évidence la
capacité des polyphénols a diminuer I'expression de la NADPH oxydase (Walter et a/, 2008 ;
Feillet-Coudray et al, 2009 ; Gresele et al, 2008). Les polyphénols du vin rouge sont aussi
capables d'augmenter I'expression de la eNOS. En effet, différentes sources de polyphénols ont
montré leur capacité a augmenter |'expression de la eNOS aussi bien au niveau des ARNm qu'au
niveau protéique (Leikert et al, 2002 ; Li et al, 2004 ; Wallerath et a/, 2002). Ces effets sont
associés a une augmentation de la formation basale de NO aprés 24 heures de traitement des
cellules endothéliale avec le jus de raisin Concord (Anselm et a/., 2008).

Des études ont démontré la capacité des polyphénols a réduire la pression artérielle dans
des modeles expérimentaux d'hypertension, induite par le L-NAME, I'angiotensine II, les DOCA-
salt et les rats SHR (Sarr et al, 2006 ; Bernatova et al, 2002 ; Soares et al, 2002 ; Lopez-
Sepulveda et al, 2008 ; Peng et al, 2005 ). Comme nous l'avons vu a coté des effets anti-
hypertenseurs, ils sont capables de diminuer le stress oxydant et d'assurer une fonction
endothéliale normale (Wallerath et al., 2003, Sarr et al, 2006). L'ingestion d'extrait de raisin
chez les rats obeses, prévient I'hypertension, le stress oxydant mais aussi I'hypertrophie
cardiaque (Al-Awwadi et al, 2004, 2005). Cette ingestion est aussi capable de prévenir le
développement des plaques d'athéromes chez le hamster (Auger et a/, 2002, 2004). Dans notre
étude sur le vieillissement nous avons mis en évidence la capacité de l'ingestion des polyphénols
du vin rouge a prévenir la dysfonction endothéliale et le stress oxydant mais I'élément nouveau
est aussi I'effet global sur I'organisme. En effet, nous avons mis en évidence la perte de capacité
des animaux dgés a I'exercice physique, ils courent 3 fois moins longtemps que les animaux jeunes.
Cette perte de capacité physique est associée a une dysfoncton musculaire (augmentation du
stress oxydant des les muscles squelettiques, dysfonction mitochondriale) et pourrait €tre liée a
la dysfonction endothéliale vasculaire puisque les vaisseaux assuraient moins bien leur rdle
d'apport en oxygéne au niveau des muscles. Les polyphénols du vin rouge sont capables de
prévenir en partie cette perte de capacité globale d'exercice chez les rats dgés. En revanche

nous n'avons pas réalisé les expériences chez les rats dgés ayant regu les polyphénols de fagon
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curative, mais ces résultats apporteraient des renseignements complémentaires. Nous n'avons
pas non plus déterminé si l'activité physique réguliere pouvait avoir un effet bénéfique sachant
que Pellegrin et al. (2008) ont démontré une augmentation de I'expression de la eNOS suite a un
entrdinement des animaux. En effet, si les effets de I'exercice sur la fonction endothéliale NO-
dépendante des sujets sains sont controversés (Hannukainen et al, 2007 ; Spier et al., 2004 ;
Tanriverdi et al., 2005), les données de la littérature indiquent clairement le réle de I'exercice
dans la prévention et le traitement de la dysfonction endothéliale. L'exercice est capable de
préserver l'intégrité de la fonction endothéliale chez les sujets a risque cardiovasculaire mais
aussi de corriger la fonction endothéliale « déprimée » et ce, dans les différents territoires
vasculaires (artéres de conductance et de résistance) impliqués ou non dans la réalisation de

I'exercice (Hannukainen et a/, 2007 ; Spier et al., 2004 ; Tanriverdi et a/., 2005).

Chez 'Homme sain, il a été démontré qu'une consommation de vin rouge et de vin dés-
alcoolisé est capable d'augmenter la vasodilatation induite par le flux (Agewall et a/, 2000 ;
Hashimoto et a/, 2001). Il a aussi été démontré qu'une consommation de polyphénols du vin
rouge est capable de corriger la dysfonction endothéliale induite par une alimentation riche en
lipides (Cuevas et al., 2000) ou par une grande consommation de cigarettes (Papamichael et al,
2004). Chez les patients atteints de pathologies cardiovasculaires telles que I'hypertension
artérielle et les maladies coronariennes, cette ingestion améliore la vasodilatation. Une
consommation de thé pendant I'année précédant un infarctus du myocarde aigu est associé a une
mortalité post-infarctus plus faible (Mukamal et a/, 2002). De plus I'équipe de Folts a démontré
que la consommation du jus de raisin Concord, a raison de 7,7 ml/kg/j pendant 14 jours, améliore
la dilatation de l'artére brachiale et l'oxydation des LDL chez les patients atteints de
coronaropathies (Stein et al, 1999). Plus récemment une étude coréenne a montré que ce jus a
raisin de 5,5 ml/kg/jour (équivalent a 2 verres par jour) pendant 8 semaines est capable de
réduire la pression artérielle systolique de 7,2 mmHg et diastolique de 6,2 mmHg chez des
hommes coréens modérément hypertendus (Park et al, 2004). De plus, l'ingestion réguliere de
polyphénols du vin rouge est associée a des effets bénéfiques sur les biomarqueurs

inflammatoires chez 'Homme (Freedman et a/,, 2001).
L'ensemble de ces données soulignent que l'ingestion de produits riches en polyphénols

tant chez [l'animal que chez I'Homme, a un effet bénéfique sur différentes pathologies

cardiovasculaires, incluant I'hypertension artérielle, l'athérosclérose et le vieillissement. Cet
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effet bénéfique et protecteur n'est pas exclusif a notre extrait de vin de Corbiéres, n'est pas
dépendant non plus de la composante alcoolique ni des processus de maturation en barrique et
n'est pas exclusif au vin rouge, puisque comme nous l'avons vu tout au long de ce mémoire, les
mémes effets sont rapportés pour le jus de raisin, la peau et les pépins de raisin, le thé, le
chocolat et méme certains vins blancs. L'effet bénéfique de ces polyphénols est notamment
associé d une restauration de l'effet protecteur des cellules endothéliales en normalisant le

stress oxydant excessif et a leur capacité a stimuler la formation des facteurs vasodilatateurs.

Certes ces nombreuses données appuient le potentiel bénéfique d'une consommation de
composés riches en polyphénols, mais il reste de nombreux points obscurs dans la compréhension
de ces effets. En particulier, quelle est la cinétique d'induction de la protection ? Est ce que
I'ingestion doit &tre quotidienne ? quel(s) polyphénol(s) est a l'origine de cette protection ? Est-
ce un mélange de molécules agissant en synergie, une classe (flavonols, flavanols) ou bien une
molécule particuliére (resvératrol, épicatéchine)? Est-ce que pour toutes les sources de
polyphénols se sont les mémes molécules qui leur procurent leur effet bénéfique ? Quels en sont
les mécanismes ? ou encore il y a-t-il des récepteurs aux polyphénols ou bien pénétrent - ils
directement dans la cellule ? Les réponses a toutes ces questions aideront d mieux comprendre le
potentiel de ces produits pour maintenir un systeme cardiovasculaire fonctionnel et la santé chez
I'Homme.

Ainsi, en perspectives de ce travail sur le vieillissement, il serait nécessaire dans le cadre
de la prévention mais aussi du traitement de déterminer : 1) les temps et doses nécessaires et
suffisantes pour assurer les effets protecteurs, 2) si I'effet bénéfique persiste aprés I'arrét du
traitement ou bien si une prise continuelle et réguliere est nécessaire, 3) si d'autres sources de
polyphénols (jus de raisin, thé vert, chocolat) sont capables d'induire les mémes effets. Il serait
aussi important de déterminer si les polyphénols sont capables de prolonger la durée de vie des
animaux en réalisant des tests de survie comme |'a démontré le resvératrol dans un modéle de
souris obése (Baur et al, 2006). Toujours dans le cadre du vieillissement et des effets
protecteurs des polyphénols, il serait intéressant de réaliser ces expériences avec des rats plus
dgés et chez qui il y a généralement apparition de pathologies associées a l'dge comme
I'hypertension artérielle. L'identification de l'origine des altérations observées et des
mécanismes plus en amont permettrait de mieux comprendre encore le rdle du systéme

cardiovasculaire dans la physiologie du vieillissement de |'organisme entier.
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Il serait intéressant de déterminer dans le modéle d'hypertension artérielle induite par
I'infusion chronique d'angiotensine IT si un traitement préventif et / ou curatif est capable de
prévenir et / ou de restaurer une pression artérielle normale et une fonction endothéliale
normale chez les animaux. L'effet anti-hypertenseur et l'effet bénéfique sur la fonction
endothéliale de l'aorte de rat ont déja démontré dans notre équipe par Sarr et al. (2006) mais
nous ne disposons pas de données concernant l'artere mésentérique, ni méme d'un potentiel effet
curatif de ce traitement. Ces traitements pourraient €tre comparés a des traitements avec des
anti-hypertenseurs classiques tels que les sartans ou la combinaison d'hydralazine et de
hydrochlorothiazide.

Au vue des effets bénéfiques des polyphénols du vin rouge sur notamment le stress
oxydant, et du rdle de ce dernier mis en évidence dans notre étude sur le SHP, il serait
envisageable d'étudier les effets de polyphénols de jus de raisin ou de thé vert pour la
prévention ou améliorer le traitement de ces pathologies, s'affranchissant ainsi de la composante
alcoolique dans le cadre d'une pathologie associée a une cirrhose. Cela permettrait chez 'Homme
de pouvoir proposer de nouvelles indications hygiéno-diététiques pour les patients notamment en
attente de greffe. De plus, les traitements avec I'apocynine et le losartan ont permis de prévenir
les complications liées a la ligature de la voie biligire commune. Mais est-ce que ces deux
traitements s'averent efficaces pour traiter des rats atteints du SHP. La réponse a cette
question permettrait aussi de proposer d'autres traitements pour les patients en attente de

greffe et chez qui le traitement des complications est vital.

En conclusion, ces études ont permis de mettre en évidence des similitudes dans les
mécanismes de l'atteinte vasculaire observée dans I'hypertension artérielle, le SHP ainsi que dans
le vieillissement. Ceux-ci offrent ainsi de nouvelles pistes quant a l'implication majeure du stress
oxydant et du systeme rénine-angiotensine dans ces pathologies. Deux traitements se sont
avérés efficaces pour ces pathologies, le losartan dans le traitement du SHP et de ses
complications et les polyphénols du vin rouge bénéfiques pour le vieillissement physiologique. Du
point de vue clinique, nos résultats suggérent que le losartan pourrait ainsi ouvrir sa fenétre
thérapeutique au contréle et a I'amélioration de I'hyperdynamie circulatoire et spécialement dans
le SHP, complication de la cirrhose et de I'hypertension portale.

Les polyphénols du vin rouge avaient déja démontré leur capacité a prévenir
I'hypertension artérielle mais offrent aujourd'hui de nouveaux espoirs quant a leurs effets

bénéfiques pour le systeme vasculaire au cours du vieillissement physiologique. A I'heure actuelle,
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des études sont en cours dans notre laboratoire afin de déterminer quelles sont les molécules
actives dans I'extrait complexe de vin rouge dans l'optique de développer des molécules a visée
thérapeutique. De plus, l'identification des sources alimentaires (fruits, légumes, boissons) riches
en ces molécules actives permettra de proposer des orientations hygiéno-diététiques en

conseillant une consommation réguliere de ces aliments et boissons.
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Valorisation des compétences des docteurs
« Un nouveau chapitre de la these® »

Au cours de ma troisiéme année de thése, jai pu grdce a I'Ecole Doctorale de la Vie et de
la Santé et a |'Association Bernard Grégory (ABG), réaliser un bilan des compétences. L'ensemble
de ce travail de réflexion s'est basé sur la période des quatre années passées (DEA et les 3
premiéres années de thése) au sein du laboratoire d'accueil, c'est pourquoi je souhaitais que ce

bilan fasse partie intégrante de ma these.

Il s'agit réellement d'une analyse profonde de toutes les compétences acquises grdce au

doctorat, indépendamment du contenu scientifique.

Ce travail a été réalisé durant ma troisieme année de these, expliquant les quelques

divergences avec la situation actuelle dans le travail scientifique, la poursuite de carriére...

Le mémoire a été soutenu et évalué par un comité, présidé par Mr Bernard Jund et Mme
Danielle Haug (directrice du Service d'Information, Orientation et Emploi, représentante de
I'ABG) le 20 Juin 2008, un an jour pour jour avant ma soutenance de these. Mr Jund a été mon
mentor tout au long de cette expérience, je lui renouvelle mes remerciements pour son aide, ses

conseils et son soutien.
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Sujet académique de la these : « Etude de la fonction endothéliale dans les maladies
cardiovasculaires telles que I’hypertension artérielle, le syndrome hépatopulmonaire et le
vieillissement : zoom sur le facteur vasorelaxant EDHF. »

Directeur de these : Dr Christian BRONNER
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Cadre général, enjeux et présentation de mon projet de recherche

"Il a I'age de ses arteres "... Cette expression qui signifiait la vieillesse a pris un autre sens.
On peut étre vieux avant I'dge lorsqu'on est affecté¢ d'une maladie cardiovasculaire. Ces
maladies, comme leur nom l'indique, atteignent le coeur et les vaisseaux sanguins, c'est-a-dire

tout le systéme cardiovasculaire.

Si la France bénéficie d’une position relativement avantageuse en matiere de mortalité
cardiovasculaire, caractérisée par une baisse des taux de déces d’environ 25% entre 1981 et
1991 pour la tranche d’age de 35 a 64 ans, les maladies cardiovasculaires demeurent un
probléme important de santé publique (source : Programme national de réduction des risques
Cardiovasculaires, 2002-2005, Ministére délégué d la Santé). Elles sont de loin la 1°° cause
de décés chez les femmes (93 571, soit 36%) et la 2", derriére les cancers chez les hommes
(29% contre 32%). Chez les plus de 65 ans, elles représentent la 3™ cause de mortalité
prématurée derriere les cancers et les morts accidentelles et violentes (16 et 12% chez les
hommes et les femmes respectivement)(source : La recherche cardio-vasculaire en France,

GRRC).

Au niveau international, les maladies cardiovasculaires constituent la encore la 1°* cause de
mortalité. Elles sont responsables chaque année du déces de plus de 17 millions de personne,
soit 30% de la mortalité dans le Monde (source : Sanofi-Aventis). L’étude MONICA, placée
sous I’égide de I’OMS, a permis de confirmer la baisse de mortalité coronaire dans le Monde
au cours des années 80 mais si la mortalité diminue, le nombre de maladies continue de
progresser. Aujourd’hui le vieillissement est devenu un sujet de préoccupation, plus d’une
personne sur 10 est agée de 65 ans et plus, chez qui, environ 70% des décés proviennent de

maladies cardiaques, d’AVC et de cancers.

L’ensemble de ces pathologies (hypertension artérielle, diabéte, athérosclérose...) sont au
centre de la recherche effectuée au laboratoire ou je réalise ma these : « mieux comprendre la
fonction endothéliale », c'est-a-dire mieux comprendre les contractions-relaxations des

artéres « malades ».

345



Mon projet de recherche

Mes travaux menés durant mon DEA et ma thése, ont porté sur 1’é¢tude de cette fonction
endothé¢liale dans différentes pathologies cardiovasculaires, a 1’aide de plusieurs modéles
animaux. L’hypertension artérielle, I’athérosclérose (collaboration avec 1’équipe de Mr
Drouet, Hopital de Lariboisiere, Paris), la cirrhose biliaire et le syndrome
hépatopulmonaire, le diabéte de type I (collaboration avec le Ceed, Hautepierre) ainsi que
des études sur le vieillissement des rats, ont permis de mettre en évidence une dysfonction
endothéliale, caractérisée par une altération des relaxations des artéres, notamment di a la
diminution des facteurs vasorelaxants NO et surtout EDHF (facteur vasorelaxant peu connu).
Ainsi I’ensemble de ces pathologies serait caractérisé par « une maladie de ’endothélium ».
Nous avons ¢€galement pu observer que lorsque le corps ne parvient pas a éliminer
suffisamment les radicaux libres excédentaires, on parle alors de stress oxydatif. Les
antioxydants naturels, a savoir les vitamines C (fruits rouges, épinard, poivron), E (huiles
végétales, ex : l'huile de germe de blé, de tournesol, de soja, d'arachide ou d'olive) et le
B-caroténe (certains fruits et végétaux : poivron, carotte, épinard, laitue, tomate, patate douce,
brocoli, courge, abricot) sont considérés étre des remedes contre le stress oxydant. Les
polyphénols végétaux (vin rouge, thé vert, jus de raisin), de part leur propriétés anti-
oxydantes, anti-inflammatoires, anti-plaquettaires, offrent de grands espoirs. En effet, ils ont
déja démontré leur effet anti-hypertenseur dans des études réalisées au sein du laboratoire, et
de nombreuses ¢tudes épidémiologiques portant sur la consommation de vin et de la mortalité
cardio-vasculaire ont montré qu’une consommation modérée de vin (de ’ordre de 1 a 3
verres par jour) conduisait a une réduction de cette mortalit¢ de I’ordre de 30 a 50% par
rapport aux non consommateurs. Une meilleure connaissance des mécanismes du
vieillissement permettrait d’envisager des stratégies susceptibles d’en prévenir les
complications (hypertension artérielle, diabete, athérosclérose...).

Ainsi, mon travail a ét¢ de mettre en place les différents modeles animaux de pathologies
cardiovasculaires, d’en étudier la fonction endothéliale et de déterminer si les polyphénols du

vin rouges ¢€taient capables de retarder ou d’améliorer cette maladie de I’endothélium.

Place de ma thése dans le laboratoire

L'équipe « Pharmacologie et Physiopathologie Cardiovasculaires », sous la responsabilité du
Pr. V.B Schini-Kerth s’intégre dans 'UMR 7175 CNRS/ULP et a pour objectif d’améliorer

les connaissances concernant les vaisseaux sanguins et la pompe cardiaque dans les
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conditions physiologiques (vasomotricité normale) et physiopathologiques (Iésions
athéroscléreuses, dysfonctions endothéliales, phénomenes inflammatoires), afin d'approfondir
nos connaissances sur les mécanismes du fonctionnement de I'endothélium vasculaire.
L’équipe s’attache en particulier a identifier les effets vasculoprotecteurs et anti-
angiogéniques des polyphénols végétaux. L’ensemble de ma thése aura permis dans un
premier temps de mieux comprendre la relation « endothélium et maladies cardiovasculaires »
mais aussi de montrer que les polyphénols végétaux sont effectivement un bon « remede » a

ces pathologies.

Réseau scientifique dans le cadre de ma thése

De nombreuses collaborations sont réalisées au sein de notre laboratoire, notamment avec des
industriels et des partenaires hospitaliers. Ainsi, nous avons travaillé avec le laboratoire du Pr
Drouet a Lariboisiére a Paris pour I’étude « athérosclérose chez le porc », avec le Centre
Européen d’Etude du Diabéte (Dr Sigrist, Ceed, Hautepierre, Strasbourg) pour le projet
diabete, une collaboration avec 1’industrie pharmaceutique SERVIER a ¢été¢ développé pour
I’étude du fractionnement des polyphénols et I’isolement d’un produit actif, nous testons des
jus de fruits de chez GRANINI ainsi que ceux de WELSH (US) afin d’en déterminer les effets
biologiques, ex vivo et in vitro. Enfin, nous collaborons avec le Dr Gény a I’Hépital civil de
Strasbourg pour une étude clinique afin de déterminer les effets d’une prise quotidienne de jus

de raisin chez ’Homme.

Concurrence

DG au probléme de Santé publique que représentent les pathologies cardiovasculaires,
I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) ainsi que de nombreuses équipes de recherche au
niveau mondial travaillent afin de mieux comprendre ces pathologies.

Les composés polyphénoliques quant a eux n’ont pris leur essor dans la pharmacopée
occidentale que depuis quelques années, méme si leur biodisponibilité n’est pas encore
complétement ¢€lucidée. Aujourd’hui, de nombreuses études sont réalisées et révelent les
effets bénéfiques des polyphénols sur I’organisme. Des chercheurs américains ont publié une
étude sur I’effet bénéfique des pommes sur 1’état général de 1’organisme. Au Pays-Bas, une
équipe souligne les effets bénéfiques sur la dilatation des vaisseaux des polyphénols. De
nombreuses équipes s’intéressent aux effets du resvératrol (un des composés les plus actif des

polyphénols).
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Pourquoi faire une thése ?

Pour moi, le doctorat a toujours été ce que je souhaitais faire. Tout au long de mon cursus a la
faculté des Sciences de la Vie de Strasbourg ou j’ai obtenue un DEUG de Biologie, une
Licence de Biochimie et une maitrise de Physiologie générale, mention Neurosciences, j’ai pu
réaliser des stages en laboratoire qui ont confort¢ mon envie de faire une carriere dans la
recherche. Certains de ces stages plus moléculaires m’ont permis de me dire que je n’étais pas
faite pour les tubes a essais transparents tous identiques ... mais qu’il me fallait bien quelque
chose de plus concret : des animaux. J’ai eu la chance en fin de licence de pouvoir réaliser un
stage de 3 mois et demi dans un laboratoire de Neurosciences, avec un projet dont j’étais
vraiment responsable, me mettant dans 1’obligation de gérer mon temps, d’organiser les
expériences et m’occuper des animaux... tout en étant bien entendu encadrée. C’est vraiment
ce stage qui m’a décidé a continuer dans cette voie. Un des stages obligatoires de maitrise m’a
permis de découvrir le laboratoire dans lequel j’allais par aprés réaliser mon DEA de

pharmacologie et mon Doctorat.

Déroulement, gestion et coiit de mon projet de recherche

Préparation et cadrage du projet de recherche

Mon projet de thése en fait a été dans la continuité de celui de mon DEA ou j’ai travaillé sur
I’'une des pathologies cardiovasculaires : 1’hypertension artérielle. Les connaissances du
laboratoire sur le modele animal ainsi que sur les techniques d’étude de la fonction
endothéliale m’ont permis d’apprendre et de commencer trés rapidement mon étude. La
premiére phase de chacune de mes études a été de réaliser la bibliographie du sujet, de
déterminer ce qui a déja été fait, déja publi¢, d’en exploiter les failles et de mettre au point le
protocole. Pour cette premiére partie de mon projet une difficulté financiere a été vite un frein
a son aboutissement. J’ai réalisé une belle étude in vivo et ex vivo, en cours de soumission,
mais malheureusement ou heureusement pour moi, je n’ai pu aller vraiment en profondeur
dans la détermination des voies plus moléculaires et cellulaires impliquées. Il reste en effet
des zones d’ombre, mais j’ai du me réorienter, ¢largir ma thématique de recherche, chercher
de nouveaux axes d’étude. C’est ainsi que je me suis mise sur les traces des autres pathologies
cardiovasculaires, mis en place grace a des collaborations avec plusieurs autres personnes de

laboratoires différents. Des manipulations préliminaires avec de petits groupes d’animaux, en
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mutualisant les expériences et I’utilisation de I’animal dans sa totalité ont permis d’une part
de maitriser les risques d’échecs mais aussi d’avancer grace aux techniques et modeles
animaux d’autres laboratoires, que j’ai donc pu apprendre et maintenant emporter avec moi
ailleurs (mode¢le d’induction du diabete de type I et le syndrome hépatopulmonaire). Le fait de
développer des collaborations a effectivement permis d’avancer sur plusieurs études en méme
temps, de pouvoir approfondir les connaissances sur des versants différents mais
complémentaires. Mais il est vrai que sans argent on ne fait rien, ¢’est mon expérience qui me
le fait dire, et qu’il a fallu se replonger dans les demandes de financement, j’ai ainsi pu
contribuer a I’écriture de ces rapports et a les défendre devant un auditoire (j’ai notamment pu
me trouver un salaire, en décrochant une bourse de valorisation de la Région Alsace pour mes
deux derniéres années de thése). Une fois tous ces soucis d’orientation, de collaboration et de
financements derriére moi, j’ai pu vraiment commencer mon travail de thése actuel. Mais il

faut savoir que cela m’a fait perdre un an !

Conduite du projet de recherche

Comme je I’ai précisé avant, les projets commencent par les études bibliographiques, des tests
préliminaires avec pour ma part de faibles (mais suffisants) groupes d’animaux pour valider
nos modeles animaux ainsi que de déterminer la tendance des traitements pour réorienter ou
non le passage a des groupes plus importants. Pour ces premieres phases, notre équipe se
réunie toutes les deux semaines sous forme soit de journal club pour parler de deux
publications importantes qui viennent de sortir, soit sous forme d’exposés des derniers
résultats d’une personne de 1’équipe. Au sein de I’'UMR 7175 (les 3 équipes réunies dont la
notre), nous avons aussi une fois par mois des réunions avec une personne de chaque équipe
présentant leurs résultats sujets a discussion. Les points sur I’avancement du projet se font un
peu tous les jours en discutant avec mon encadrante puis une fois qu’une grosse partie est
terminée on fait un point pour discuter des résultats, continuer ou réorienter ... Gérer un
projet demande aussi d’avoir un peu de recul ce qu’a la personne qui m’encadre le plus. Tout
au long des différentes études, il faut aussi pouvoir gérer les relations avec les partenaires
scientifiques, socio-économiques, industriels. Mon projet de recherche m’a effectivement
demand¢ de rendre des comptes aux personnes extérieures, de planifier et gérer des manips
avec d’autres, et par la suite de discuter des résultats et de préparer les publications. En
revanche, pour tous les contacts industriels c’est la directrice de notre équipe le Pr. Valérie

Schini-Kerth qui les gere.
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Voici les grandes étapes de mon projet de thése :

Année 1 : Poursuite de I’étude sur I’hypertension artérielle, ex vivo et in vitro réalisé en
DEA : identification des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la dysfonction
endothéliale observée chez les rats hypertendus in vivo. Cette premi¢re année a permis
d’approfondir les résultats obtenus lors de mon DEA, sur la premiére pathologie,
I’hypertension artérielle. Durant les 6 premiers mois de cette année 1, une analyse de
différents facteurs pouvant expliquer la dysfonction endothéliale observée chez les animaux
hypertendus ont été mis en évidence, j’ai €crit et soumis une publication a différents journaux
scientifiques tels que le Journal of Hypertension et I’American Journal of Physiology. Une
soumission a un autre journal est en cours de discussion a I’heure actuelle, puisque le projet
ayant été arrété pour des causes financiéres, je ne peux réaliser les manips complémentaires
que I’on me demande maintenant. Mais I’ensemble de ce travail sur I’hypertension artérielle a
tout de méme fait I’objet de communications orales et affichées a de nombreux congrés
nationaux et internationaux (Groupe de Réflexion sur la Recherche Cardiovasculaire, Société
Francaise de Pharmacologie, French Meeting on NO Research, Symposium on Mechanisms
of Vasodilatation and EDHF en Belgique). Les 6 mois suivants, j’ai essayé de monter un
modele cellulaire de ce type hypertension (induite par I’angiotensine II), mais en vain. Ainsi
le c6té approches moléculaires et cellulaires a été¢ aussi abandonné. Par contre, durant cette
période j’ai tout de méme pu développer de nouvelles techniques d’immunomarquages
(localisation et quantification des protéines), de western-blot (quantification des protéines) et
de RT-PCR (quantification de I’ADN) appliquées a mes types de vaisseaux (applicables a mes

autres manips ex vivo réalisées par la suite). Tout n’est donc pas perdu !

Année 2 : L’arrivé pour un an a mi-temps d’une praticienne de I’hdpital civil, m’a permis de
mettre en place une nouvelle étude, réorientant ainsi le sujet de ma thése, qui ne serait plus
uniquement 1’¢étude de la fonction endothéliale dans 1’hypertension artérielle mais plutot un
¢largissement de celui-ci. Désormais j’ai choisi de baser ma thése sur plusieurs pathologies
cardiovasculaires, me permettant de travailler effectivement sur différentes maladies,
d’apprendre de nouveaux mode¢les animaux. Ainsi, j’ai mis en place au laboratoire un autre
modele de pathologie : la fonction endothéliale dans un modéle animal de syndrome
hépatopulmonaire associé a une cirrhose biliaire chez le rat. C’est cette année 1a qui a
marqué le tournant et vraiment le départ de ma thése. L’ensemble de ce travail s’est échelonné

sur la deuxiéme et début de ma troisiéme année, 3 publications (dont 2 en premier auteur) sont
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actuellement en écriture. Apres avoir présenté ces résultats par communication affichée aux
Journées Campus d’Illkirch en avril 2008, je vais les exposer oralement cette fois-ci au
congres international « 5th International EDHF Symposium. Endothelium, Vasoactive Factors
and Inflammation » a Tampere en Finlande a la fin du mois de juin 2008. Ce congres mettra le

point final a ce projet.

Année 3 : Depuis décembre 2007 un nouveau projet a ét€¢ mis en place, 1’é¢tude de la fonction
endothéliale chez I’animal vieux, et les polyphénols végétaux (vin rouge) en tant que
remede du vieillissement ? Cette étude étant longue (7 mois de traitement chronique,
changement des biberons de rats tous les deux jours, suivis des poids, tests d’efforts
physiques), cela m’a permis de gérer une autre étude simultanément portant sur la fonction
endothéliale dans un modéle de diabéte de type I chez le rat. Ainsi durant cette 3™ année,
j’ai pu étudier 2 autres pathologies simultanément, ainsi j’ai pu mutualiser mon temps lors des
analyses plus moléculaires et cellulaires (fait en méme temps pour les 2 pathologies). Les
derniers mois de cette derni¢re année de thése (sauf si j’obtiens une nouvelle bourse pour une

4°"¢ année de thése) seront réservés a 1’écriture des derniers articles et de ma thése.

Evaluation et prise en charge du coiit du projet

Tout projet a un colt! L’ensemble de ma thése a demandé 1’investissement de personnel,
pour ma part a 100% de mon temps, ma directrice de 1’équipe a 10%, mon directeur de thése a
10%, pendant trois ans. L’aide d’un maitre de conférence pendant la premiere année a 20%,
d’une assistante ingénieur a 20% durant 2 ans et de différents stagiaires (master, stages d’été)
I’ensemble évalué a 100% pendant 1 an, une secrétaire a 1%, un animalier a 1%, un
informaticien pendant 3 ans. Soit des ressources humaines de 209000 euros pour les trois

ans.

A coté des frais de personnels s’ajoutent bien entendu les frais de fonctionnement pour faire
les manips (culture cellulaire, animaux, traitements chroniques, réactifs pour les manips
d’organe isolés et de microélectrodes, réactifs pour les manips moléculaires et cellulaires,
anticorps et location des matériels techniques pour réaliser les marquages
immnuohistochimiques, dosages sanguins...et de papeterie) s’ajoutant au frais

d’infrastructure, soit un total de 77 400 euros pour les trois ans.
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Comme je I’ai dit précédemment, j’ai pu exposer mes résultats lors de congreés nationaux et
internationaux. Mon projet étant réalisé avec des collaborations, j’ai du aussi assister a des
réunions le plus souvent a Paris. Ceci engendrant des frais de déplacement de 3000 euros

pour mes trois ans de thése

Soit un coiit total de 289400 euros pour mon projet de these

Identification, hiérarchisation et illustration des diverses compétences mise

en ccuvre durant ma theése

Compétences scientifiques et techniques

J’ai pu, grace a mon projet de thése, apprendre et maitriser des techniques différentes dans les

domaines d’expertise scientifiques et techniques.

Notamment pour les modéles in vivo/ex vivo de pathologies cardiovasculaires réalisées par
des chirurgies chez le rat : ligature de la voie biliaire commune et mise en place d’une mini
pompe osmotique dans la région scapulaire médiane ; j’ai pu aussi mesurer la pression
artérielle et fréquence cardiaque par pléthysmographie (brassard a la queue), suivre les
traitements chroniques chez les rats, et par la suite réaliser les dissections de différents

organes (aorte, artére mésentérique...).

J’ai pu développé une grande expertise pour I’étude de la réactivité vasculaire c'est-a-dire la
mesure de la contraction et relaxation des artéres en chambre a organes isolés (artére fémorale

et coronaire de porc, aorte de rat, artére mésentérique de rat).

Durant les 6 derniers mois de la premicre année de ma theése j’ai pu développer des nouvelles
techniques de biologie moléculaire et cellulaire adaptées a mes protocoles et mes petites
arteres: RT-PCR, Western-blot, immonuhistochimie, microscopie a ¢épifluorescence et
confocal, ELISA. J’ai aussi appris a faire des cultures cellulaires en isolant les cellules

endothéliales d’artéres coronaires de porcs et de cordons ombilicaux humains.
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Sans oublier les outils informatiques pointus orientés vers I’analyse, 1’exploitation la
présentation de mes résultats, notamment Uvessels pour la réactivité vasculaire et Laser Sharp

200 pour la visualisation par microscopie confocal.
J’ai eu la chance de pouvoir passer le diplome d’expérimentation animale de niveau I dans
le cadre des formations (proposées par notre école doctorale) suivies pour valider des UVs

pour ma theése.

Compétences « humaines »

Outre des compétences acquises dans les domaines techniques, ma thése avec les
rebondissements, les changements d’axe d’études et d’encadrant, m’a vraiment permis de

mettre en évidence et de développer des compétences « humaines ».

En effet, pour des raisons d’organisation interne au laboratoire, le suivi a été assez distant
mais cela m’a permis d’apprendre a gérer mon projet de manicre autonome et
indépendante (gérer mon temps, organiser mes manips). Du fait que mon projet soit
multicentrique (études de plusieurs pathologies simultanément), dans une méme journée j’ai
da « jongler » entre les différents protocoles et différents traitements in vivo, autant dire que
I’organisation, la planification, la rigueur et la gestion des priorités étaient les mots
d’ordre ! Gérer I’inconnue et I’incertitude pour la continuation de ma thése notamment en
fin de premiére année, mais aussi dans certains protocoles; prendre des décisions en
fonction de ses convictions, résister au stress face aux manques de moyens et savoir
réorienter mes axes de recherches ont nourri mon emploi du temps pendant ces trois derniéres
années.

J’ai aussi su, de part ’ampleur du projet, déléguer une partie de mon travail, envoyer des
dosages a faire par des laboratoires plus spécialisés par exemple. Mais déléguer a des
stagiaires (formés avant, bien entendu !), tout en sachant que leur formation a demandé¢ de la
rigueur, du suivi et du temps, a engendré une prise de risque lorsque j’ai décidé de leur
confier des expériences, notamment lorsqu’on travaille avec les animaux ! Il faut étre a

I’écoute, prendre du recul.

Le fait d’avoir pu participer a des congrés nationaux et internationaux, aux réunions de

laboratoires et de réaliser des vacations en travaux pratiques de pharmacologie a la faculté de

353



pharmacie, m’a permis de développer un esprit de synthése et un esprit critique sur mon
travail, de communiquer (2 des spécialistes et non spécialistes) mais aussi de m’informer sur

un environnement scientifique plus large.

Certaines de ces compétences m’ont servi dans ma vie plus personnelle (ou bien est-ce cette
vie personnelle qui m’a aidé dans ma vie professionnelle ?) pour la gestion d’un groupe de
danse d’enfants. La patience, I’adaptabilité et la transmission du savoir sont les trois mots
clé de la «réussite ». Mon implication dans 1’Association des Doctorants et Docteurs
d’Alsace (I’Addal) en tant que vice-présidente (un an) et présidente de commission
Com&Média m’a aussi appris beaucoup, notamment a défendre des droits, des projets, et a

gérer de I’argent (j’en suis la trésoriére aussi cette année) et communiquer.

Ainsi I’ensemble de ces compétences acquises dans ma vie professionnelle et personnelle m’a

permis aujourd’hui de savoir gérer un groupe et un projet.

Résultats et impacts de ma thése

Sur le plan scientifique, ma thése a permis de mettre en évidence un lien entre les différentes
pathologies cardiovasculaires telles que I’hypertension artérielle, 1’athérosclérose, le
syndrome hépatopulmonaire et le vieillissement, soit la présence d’une « maladie de
I’endothélium » caractérisée par une perte des relaxations des vaisseaux. Ainsi une meilleure
connaissance des mécanismes du vieillissement notamment, permettra d’envisager des
stratégies susceptibles d’en prévenir les conséquences (hypertension artérielle, diabete,
athérosclérose ...). J’ai pu aussi montrer que les polyphénols végétaux tels que ceux du vin
rouge sont capables d’améliorer et d’empécher cette « maladie de 1’endothélium ». Ces
résultats permettent de proposer de nouvelles associations de mesures hygiéno-diététiques et
de traitements appropriés, de contribuer a réduire la morbidité et la mortalité attenantes aux

maladies cardiovasculaires et ainsi d’en réduire les colits inhérents a leur prise en charge.

Grace a I’ensemble des compétences acquises durant mon doctorat, aux collaborations
réalisées et a mon implication dans 1’Association des Doctorants et Docteurs d’Alsace
(Addal), j’ai pu établir des contacts et ainsi émettre des pistes pour ma poursuite de carriére.

Une start-up émergeante Phytodia m’intéresse trés fortement. Phytodia identifie et
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développe des actifs végétaux a la haute valeur ajoutée pour la prise en charge neutraceutique
des maladies métaboliques. La plate forme technologique de Phytodia combine une grande
expérience en pharmacognosie avec une gamme unique des tests moléculaires, cellulaires in
vitro et surtout de mod¢les in vivo, pour 1’objectivation rapide des extraits et la validation
pharmacologique des principes actifs. Cette start-up serait une bonne continuité de mon
travail de recherche. Je pourrais ainsi leur apporter mon expertise dans les modeles animaux,
les techniques particulieres d’analyses que j’ai pu mettre en place durant mon doctorat. Je
pourrais aussi leur apporter mon expertise en polyphénols végétaux en tant que traitement des
pathologies cardiovasculaires. Phytodia me permettra aussi de découvrir le monde de la
recherche privée, I’organisation des petites entreprises... mais aussi dans un premier temps de
continuer a étre « a la paillasse », de faire des manipulations. Car en effet dans un premier
temps en tout cas, je souhaiterais pouvoir continuer a travailler avec les animaux, tout en
évoluant dans cette entreprise. Puis a plus long terme, je souhaiterais pourvoir gérer moi aussi
mon équipe, mon projet, devenir chef de projet soit dans une start-up soit dans une industrie

pharmaceutique.

Mon second projet mettrait a profit une collaboration réalisée durant mon doctorat. J’ai dé¢ja
un premier contact avec deux personnes au sein de I’hdpital civil de Strasbourg pour y
découvrir peut étre le c6té plus clinique et donc plus appliqué de la recherche. Comme
précédemment mon expertise dans différents modeles de pathologies cardiovasculaires ainsi
que ma capacité a gérer un projet de fagon autonome et indépendante pourrait étre en ma
faveur pour intégrer cette équipe aux vues de leurs axes d’études et de leur fonctionnement
interne. Un poste d’AHU (assistant hospitalo-universitaire) me serait accessible. Ce poste
mélerait recherche et enseignement, puisque ce type de poste implique une charge
d’enseignement en travaux pratiques et dirigés en premicre année de médecine. Outre ce coté
partage de connaissances et apprentissage qui me tien a cceur, le type de recherche y serait
mixte, chez 1’animal et chez I’Homme. C’est ce c6té nouveau, plus clinique et plus appliqué
qui m’intéresse. Pour ce second projet, ¢a serait plutot le coté universitaire comme poursuite
de carriere qui serait envisagé. Les postes de maitre de conférence, de chargé de recherche...

sont accessibles sur concours.

Mon dernier projet, complétement différent mais qui me tiens réellement a cceur, serait de
pouvoir appliquer mes compétences au sein de la police scientifique. Je nourris depuis tres

longtemps une motivation profonde de la recherche de la vérité, une recherche trés appliquée.
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C’est aussi 1’une des raisons qui m’a pouss¢ a faire une these, et a passer le concours national
avec mon doctorat en poche, me permettant ainsi d’accéder directement au grade d’expert et
non de technicien scientifique. Les experts sont un peu comme des chefs de projet en
recherche et développement des industries puisqu’ils gerent aussi un projet (leur enquéte)
avec toute une équipe et avec des moyens de plus en plus performants a leurs dispositions.
Mettre mes compétences scientifiques et autres au service de la police afin de pouvoir

résoudre les affaires.

Voici, les trois pistes de poursuites de carriéres que je vais envisager treés rapidement, sachant

que I'un n’empéche par ’autre. Affaire a suivre !
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