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Résumé

Le canal artériel (CA) remplit deux fonctions majeures: rester ouvert durant la vie
foetale et se fermer rapidement aprés la naissance afin d’assurer la séparation des
circulations systémique et pulmonaire. Les prostaglandines, surtout la prostaglandine E2
(PGE3). joue un role primordial dans le maintien de I’ouverture du CA foetal. Par
conséquent, tout élément relié a la synthése de la PGE; ou a sa voie de signalisation
constituerait une nouvelle cible pour contréler le diametre du CA autre que celle des

thérapies conventionnelles qui ont des effets secondaires majeurs.

La réactivité du CA a la PGE, est significativement diminuée apres la naissance, ce qui
facilite la fermeture de ce vaisseau. Les mécanismes de cette diminution de réponse a la
PGE; restent méconnus. Nous avons donc recherché dans un premier temps s’il existait une
variation de la densité totale des récepteurs de la PGE,. les EP}.4, et/ou de leur nature dans
le CA au cours de la période périnatale. Nous avons observé que PGE, dilate le CA du
feetus en fin de gestation par des voies de signalisation qui impliquent I’AMPc (EP; et EPy4)
ou les canaux Karp (EP;) tandis que les effets de la PGE; dans le CA du NN semblent
médiés exclusivement par les récepteurs EP; in vitro et in vivo. L’utilisation simultanée des
ligands spécifiques a tous les récepteurs EP présents dans le CA serait une démarche trop

complexe.

Une autre fagon de contrdler le tonus du CA serait de déterminer les facteurs qui

entrainent |'importante augmentation périnatale de PGE,. Une induction ontogénique de la

cyclooxvgénase inductible (COX-2) est connue mais ne constitue pas une explication
suffisante. C’est pour cette raison que nous stipulons un réle des synthases spécifiques de
PGE. les PGES (membranaire (PGESm) et cytosolique (PGESc)). Nous avons démontré
que l'expression de PGESm et de COX-2 est augmentée dans le CA de NN
comparativement au F et qu’elle est associ¢ a une plus grande concentration de PGE; chez
le NN. Le facteur d'agrégation plaquettaire PAF semble jouer un réle dans cette variation
ontogénique de PGE,. L’ensemble de ces résultats peut contribuer a développer de

nouvelles molécules pour le contrdle du tonus vasculaire du canal artériel.

Mots-clés: PGE,, récepteurs, synthases, ontogénie, canal artériel.
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Abstract
The Ductus arteriosus (DA) performs two major functions: to remain patent during fetal
life and to close rapidly after birth to separate the pulmonary and systemic circulations.
Prostaglandins, particularly prostaglandin E2 (PGE,). play a major role in maintaining the
patency of the fetal DA. Therefore. molecules involved in PGE. synthesis or signal
transduction constitute potential new targets for controlling DA tone other than the

com entional therapies known for their major side-effects.

Immediately after birth, the response of DA to PGE, is markedly reduced thereby
promoting DA closure. The mechanisms for this decreased responsiveness to PGE> are not
well understood. We investigated if age-dependent alterations in PGE, receptors (EPy.4)
and/or their subtypes may possibly contribute to the reduced responsiveness of the newborn
DA to PGE,. PGE, was found to dilate the late gestation fetal DA through pathways that
involve either cAMP (EP, and EPy4) or ATP-sensitive K" (Katp) channels (EP;) while PGE,
effects in the newborn DA seem to be exclusively mediated by EP; receptors both in vitro

and in vivo.

The causes of the tremendous increase of PGE, levels observed during the perinatal
period remain obscure. Moreover, since all PGE, receptors in DA are mostly relaxants,

targeting all EP receptors would be cumbersome in closing DA. On the other hand, specific
regulation of PGE, formation would constitute a novel approach to controlling DA tone.
We tested the postulate that specific changes in PGE synthases (PGES) in the DA of the
newborn compared with that of the fetus may provide at least a partial explanation for the
high perinatal PGE, levels. Both inducible isoforms of PGES and COX expression were
increased in newborn DA compared with that of the fetus: this was associated with greater
PGE, levels in the NB. Platelet aggregating factor (PAF) caused a pattern of induction
similar to development as well as a delayed vasorelaxation on DA rings. Findings may help

to propose new therapies for controlling DA patency.

Keywords: PGE. receptors, synthases, ontogeny, ductus arteriosus.



TABLE DES MATIERES

Résumé

Mots-clé

Abstract

Keywords

Liste des tableaux

Liste des figures

Liste des sigles et abréviations

Liste partielle des agents pharmacologiques et leur action
Remerciements

Dédicace

CHAPITRE 1: Introduction et objectifs de cette recherche
1.1 Introduction

1.2 Les prostanoides

1.3 Historique

1.4 Synthése, transport et métabolisme des prostanoides
1.4.1 Synthése des prostanoides

1.4.1.1 Phospholipases A2 et libération d’acide arachidonique
1.4.2.1 Cyclooxygénases et métabolisme de I’acide arachidonique
1.4.1.3 Synthases des prostanoides

1.4.1.4 Isoprostanes

1.4.2 Stockage et libération des prostanoides

1.4.3 Transport des prostanoides

1.4.4 Métabolisme des prostanoides

1.5 Actions biologiques des prostanoides

1.5.1 Réponses inflammatoires et immunes

1.5.2 Systéme cardiovasculaire

1.5.3 Agrégation plaquettaire

1.5.4 Muscle lisse

1.5.5 Systéme rénal

1l
ii
v
v
Xii
xiii
XV
Xix
XX

XX1

(93]

o

14
14
14
17
18
19
20
20
21



1.5.6 Systéme nerveux central
1.5.7 Organes reproducteurs
1.5.8 Systéme endocrinien

1.5.9 Systéme gastro-intestinal

1.5.10 Effets mitogénes et modulation de la transcription génique

1.5.11 Autres actions

1.6 Récepteurs des prostanoides et voies de signalisation
1.6.1 Récepteurs EP

1.6.1.1 Récepteurs EP,

1.6.1.2 Récepteurs EP, et EP,4

1.6.1.3 Récepteurs EP;

1.6.2 Récepteurs FP

1.6.3 Récepteurs DP

1.6.4 Récepteurs IP

1.6.5 Récepteurs TP

1.7 PAF

1.7.1 Synthese

1.7.1.1 voie de remodelage

1.7.1.2 voie de novo

1.7.2 Stockage et libération

1.7.3 Métabolisme de PAF: les PAF acétylhydrolases
1.7.3.1 Isoformes intracellulaires

1.7.3.2 Isoforme plasmatique

1.7.4 Effets physio-pathologiques de PAF

1.7.4.1 Effets de PAF sur I’endothélium

1.7.4.2 Role de PAF et des plaquettes dans la thrombose
1.7.4.3 Inflammation aigué

1.7.4.4 Systéme cardiovasculaire

1.7.4.5 Systéme nerveux central

1.7.4.6 Asthme et anaphylaxie systémique

1.7.4.7 Chocs endotoxique et induit par Ig-G

1.7.4.8 Pathologies rénales immunitaires et rejet des transplants

Vi



1.7.4.9 Autres pathologies

1.7.5 Récepteur de PAF et voies de signalisation
1.7.6 Antagonistes du récepteur de PAF

1.7.6.1 Inhibition non spécifique des effets de PAF
1.7.6.2 Inhibition spécifique de PAF

1.7.7 Relation PAF - prostaglandines

1.8 Le canal artériel

1.8.1 Réles physiologies du CA

1.8.1.1 La circulation fcetale

1.8.1.1.1 Prostaglandines

1.8.1.1.1.1 Effets vasodilatateurs des PGs
1.8.1.1.1.2 Sources locales de PGs

1.8.1.1.1.3 Prostaglandines circulantes
1.8.1.1.1.4 Isoformes de la cyclooxygénase
1.8.1.1.2 Oxyde nitrique

1.8.1.1.3 Monoxyde de carbone

1.8.1.1.4 Autres vasorelaxants du CA

1.8.1.2 La circulation néonatale de transition
1.8.1.3 Fermeture du CA

1.8.1.3.1 Contraction induite par I'oxygene
1.8.1.3.2 Prostaglandines contractiles

1.8.1.3.3 Elimination des PGs vasodilatateurs
1.8.1.3.3.1 PGE; circulante

1.8.1.3.3.2 PGs locales

1.8.1.3.4 Vasoconstriction nerveuse

1.8.1.3.5 Autres vasoconstricteurs locaux
1.8.1.3.6 Tonus myogénique

1.8.1.3.7 Vasoconstricteurs circulants

1.8.1.4 Thérapies nouvelles potentielles
1.8.1.4.1 Persistance de 1’ouverture du canal artériel
1.8.1.4.1.1 Antagoniste du récepteur EP,
1.8.1.4.1.2 Inhibiteur spécifique des isoformes de COX

56
57
59
59
59
60
61
62
62
62
62

63
64
64
66
66
67
68
69
70
71
71
71
72

74
74
76
76
76
77

vii



1.8.1.4.1.3 Bloqueurs des canaux potassiques
1.8.1.4.2 Circulation systémique canal-dépendante
1.8.1.4.2.1 Agoniste du récepteur EP4

1.8.1.4.2.2 Activateurs des canaux potassiques
1.8.1.4.2.3 Donneurs d’oxyde nitrique

1.8.1.4.2.4 Antagoniste du récepteur ET 4

1.8.1.5 Conclusions

1.9 Rationnelles de recherche

1.10 Hypothéses de recherche

1.11 Modéles expérimentaux

1.12 Objectifs expérimentaux

77
78
79
79
79
80
80
81
82
83
84

CHAPITRE 2: Ontogénie Récepteurs EP dans le CA de foetus proche-terme et le

nouveau-né d’agneau.

2.1 Résumé

2.2 Abstract

2.3 Introduction

2.4 Materiel and methods

2.4.1 Materials

2.4.2 Tissue collection

2.4.3 Radioligand binding assays

2.4.4 cAMP measurements

2.4.5 Isometric tension in vitro

2.4.6 Effects of different agents on DA tone in vivo

2.4.7 Preparation of total RNA, reverse transcription and polymerase chain
reaction

2.4.8 Statistical analysis

2.5 Results

2.5.1 Competitive displacement of [*H]PGE; in the fetal DA

2.5.2 Effects of different agents on cAMP production in the fetal DA

2.5.3 Effects of different agents on fetal DA tension in vitro

96
97
97
97
97

viii



2.5.4 Effects of PGE, analogs on the diameter of the fetal DA in vivo

2.5.5 Role of K* channels on EP receptor-induced fetal DA relaxation

2.5.6 Detection of EP receptor subtypes and isoforms in the fetal DA by PCR
2.5.7 Competitive displacement of [*H]PGE,: comparison between the fetal and
newborn DA

2.6 Discussion

2.7 Perspectives

2.8 Acknowledgment

2.9 Reference list

2.10 Tables

2.11 Figures

98
98

99

100
102
103
104
111
114

ix



X

CHAPITRE 3: Régulation développementale de la synthése de la Prostaglandine E2

(PGE.) dans le canal artériel de porcelet.

3.1 Résumé

3.2 Abstract

3.3 Introduction

3.4 Materiel and methods

3.4.1 Animals

3.4.2 Western blot analysis

3.4.3 PAF assay

3.4.4 PGE, assay

3.4.5 Vasomotor responses of DA
3.4.6 Statistical analysis

3.5 Results

(OS]

and immediate post-natal newborn DA

3.5.2 Effects of PAF on PGES and COX-2 expression and PGE; levels in fetal

DA

3.5.3 Effects of endogenous PAF on mPGES. COX-2 and PGE; levels in DA of

the perinate

3.6 Discussion

3.7 Acknowledgment
3.8 Reference List

3.8 Figures

CHAPITRE 4: Discussion générale, perspectives futures et conclusions

Discussion générale

4.1. Récepteurs EP de la PGE, et contrdle du tonus du canal artériel
4.1.1. Distribution et régulation ontogénique des EP dans le CA

4.1.2. Potentiel thérapeutique des ligands des récepteurs EP dans la régulation du

5.1 PGES, COX-2 and cPLA2 expression and PGE> and PAF levels in fetal

117
119

126

126

146

147

147

150



CA

4.1.2.1. Persistance de I’ouverture du CA (PDA)
4.1.2.2. Circulation CA-dépendante

4.2. Cyclooxygénases dans le CA

4.3. PGE; synthases (PGES) dans le CA
Conclusions

Perspectives futures

CHAPITRE 5: Liste des références

ANNEXE

150

152

152

155

161

254

xi



LI

LI

LI

LIV

ILI

[ILII

[T.HI

X1i
LISTE DES TABLEAUX

Caractéristiques majeures des synthases spécifiques impliquées dans la conversion

de PGH; en prostanoides.

Classification des récepteurs des prostanoides et leurs signaux de transduction.

Agonistes et antagonistes sélectifs des sous-types de récepteurs EP.

Le couplage des isoformes du récepteur EP; aux protéines G varie en fonction des

especes.

Competitive inhibition of ["H]PGE; binding to ductus arteriosus.

Net cAMP synthesis by ductus arteriosus from near-term fetal lamb.

Effects of K channel blockade on ECsq of ductus arteriosus relaxation induced by

EP receptor stimulation and cAMP elevating agents.

15

29

30



I=3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

I~
(B8]

!\J
Ll

3.1

LISTE DES FIGURES

Cascade de synthése des prostanoides a partir de I’acide arachidonique.

Synthése des isoprostanes par voie non enzymatique.

Représentation schématique des isoformes du récepteur EP; chez I’humain.

Synthése de PAF par voie de remodelage (droite) et de novo (gauche).
Réaction catalysée par les PAF acétylhydrolases (PAF-AH).

Effets de PAF sur I’endothélium.

Relation structure-activité du récepteur de PAF.

Voies de signalisation du récepteur de PAF.

Situation anatomique du canal artériel et rbéle dans la circulation
cardiovasculaire fcetale.

Role des prostaglandins de type E et du tonus du canal artériel dans des
situations physiologiques et pathologiques.

Representative displacement curves of specifically bound [PHJPGE; from
lamb ductus arteriosus membrane preparations from fetal (A, B) and newborn
(C. D) lambs.

Vasomotor response of fetal ductus to prostaglandins, prostaglandin
analogs, and cAMP-elevating agents. DA rings were precontracted with
30% oxygen + indomethacin (5.6 pM) + L-NAME (0.1 mM). Dose-
response to indicated compounds was determined.

Effects of EP; agonist sulprostone on percent change in DA diameter of fetal
lambs. Animal preparation is described in Methods. DA was preconstricted
with indomethacin (0.75 mg/kg iv) and once its diameter was <50% of the
original diameter, sulprostone (0.083 pg/kg/min iv) was infused (indicated by
shaded area along the abscissa). DA diameter was measured by
echocardiogram.

Relative expression of mPGES (A), COX-2 (B), cPGES (C) and cPLA2 (D)
in the ductus arteriosus (Duct), descending aorta (Ao) and pulmonary artery

Xiil

16

49

57

58

61

78

114

115

116

141



3.5

4.1

4.2

(PA) of the fetal (FF) and newborn (NB) pigs.

Developmental regulation of PGE, levels in the ductus arteriosus (A),

descending aorta (B) and main pulmonary artery (C) of near-term fetus and
immediate newborn piglet.

Developmental regulation of PAF levels in the ductus arteriosus (A). Dose-
dependent effect of PAF on ¢cPGES and cPL A, (B), mPGES (C) and COX-2
(D) expression in the fetus DA. Effect of PAF on PGE; levels in ductus
arteriosus of fetal piglets (E).

Effects of PAF receptor antagonists BN52021 (0.1 uM) and THG315 (0.1
uM) on mPGES (A) and COX-2 (B) expression and on PGE; levels (C) in
newborn ductus arteriosus.

Effects of mPGES activity inhibitor MK-886 on PAF-induced tension
according to time in fetal piglets. Action of PAF and its receptor antagonists
(BN52021. THG3135) on newborn ductus arteriosus tension.

Proportion relative des récepteurs EP;,3.. dans le CA feetal de porcelet
(blanc) et d*agneau (noir).

Effet de I'antagoniste spécifique du récepteur EP4 par rapport 4 celui de
I’indométhacine sur le diamétre du CA chez le feetus d’agneau.

Xiv

142

144

145

148

151



AA
AC/GC
ACh
ACTH
ADNc
ADP
AINS
AMPc
ANF
ANGII
AP-1
ARNm
ATP
BK
Bmax
CA
[Ca™],
CaL
CalB
C/EBP 6

c-fos/c-myc
CHO

CO

COX (-1,-2)
CRE

CRF

EETs

XV

LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

Acide arachidonique

Adénylyl/Guanylyl cyclase

Acétylcholine

Adrénocorticotropine

Acide désoxyribonucléique complémentaire

Adénosine diphosphate

Anti-inflammatoires non stéroidiens

Adénosine Monophosphate cyclique

Facteur natriurétique auriculaire

Angiotensine II

activateur de protéines-1 (protéines Jun + Fos)

Acide ribonucléique messager

Adénosine triphosphate

Bradykinine

Liaison maximale spécifique ou densité totale des récepteurs
Canal artériel

Concentration de calcium intracellulaire

Canaux calciques de type L

Domaine N-Terminal calcium-dépendent de liaison des lipides
Facteur de transcription CCAAAT/enhancer-binding protein:
Facteur de croissance insuline-like 1

Facteurs de transcription issus de protooncogénes

Chinese Hamster Ovary cells

Monoxyde de carbone

Cycloocygénase

cAMP-response element

Facteur de la libération de la corticotropine

Acides eicosatétraénoiques



XVi

EP,4 Récepteurs de prostanoides de type E

Erg-1 Facteur de transcription de la famille “early growth response”
ERK Extracetlular-regulated Kinase

ET-1 Endothéline

F Foetus

FLAP 5-lipoxygenase-activating protein

Flk-1 Récepteur spécifique du VEGF

Gl Gastro-intestinal

Gia/o Protéine G de type o ou “0” (other)

GSH Gluthation

GST Gluthation S-transférases

GTP Guanosine triphosphate

HA Histamine

HEK293 Human embryonic kidney cells

HETEs Acides hydroxyeicosatétraénoiques

HGF Facteur de croissance hépatique

HO-1/-2 Heéme oxygénase inductible/constitutive

I1-1/3/6 Interleukine-1/-3/-6

Inr/"initiateur" Motif d’ADN, riche en AT. agit en élement «cis» pour

Iinitiation de la transcription

1.p. Voie intrapéritonéale

IP; Inositol 1, 4, 5-triphosphate

INK Kinase C-Jun-N-terminale

kDa kilodaltons

K Canaux potassiques réctificateurs lents
K, Constante d’inhibition

KO Knock-out

K, Canaux potassiques voltage-dépendants
LDL Lipoprotéines de faible densité

LKs Leucotriénes

LPS Lipopolysaccharides

Katp Canaux potassiques sensibles a I’ATP



Kd

LIS]
MGSTI-L1
MAPEG

MAPK
MBP
ML
NF-AT
NF-xB
NN

NO
NOSe/i
PAF
PAF-AH
PDA

PG
PGDS
PGESm/c
PGFS
PGIS
PGT

PI
PKA/C
PLA2/C
PLA2c/s/i
PM
PMN
PMSF
PO,
PTX

Ras

Xvii
Constante de dissociation
Géne de la lisencéphalie de Miller-Dieker

Microsomal glutathione S-transferase 1-like 1

Membrane associated proteins in eicosanoids and glutathione

metabolism

Mitogen-activated protein kinase

Protéines basiques principales

Muscle lisse

Nuclear factor of activated T cells, facteur de transcription
Facteur de transcription

Nouveau-né

Oxyde nitrique

Synthase d’oxyde nitrique endothéliale/inductible
Facteur d"aggrégation plaquettaire

PAF acétylhydrolase

Patent ductus arteriosus, persistance de ’ouverture du CA
Prostaglandine

Prostaglandine D, synthase

Prostaglandine E; synthase membranaire/cytosolique
Prostaglandine F, synthase

Prostaglandine [, synthase

Transporteur des prostaglandines

Phosphoinositide

Kinase A/C

Phospholipase A2/C

Phospholipase A2 cytosologie/secrétée/inductible
Poids moléculaire

Granulocytes polymorphonucléaires

Fluorure de phénylméthylsulfonyle

Tension d’oxygéne

Toxine pertussique

Protéine G monomérique



RCCT
RCPG
RE
Réd-ox
SNA
SNC
SP-1
TNF-a
TBDZ
TXA,
VEGF
VSP

Rabbit cortical collecting tubule primary cultures
Récepteurs couplés aux protéines G

Réticulum endoplasmique

Oxydo-réduction

Systéme nerveux autonome

Systéme nerveux central

Specificity protein-1, facteur de transcription
Facteur de nécrose tumorale

Anti-psychotiques de type triazolobenzodiazépines
Thromboxane

Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire

Vasopressine

XViil



XixX

LISTE PARTIELLE DE COMPOSES PHARMACOLOGIQUES

AH6809

Butaprost

M&B28767

Sulprostone

AH23848B
16,16-diméthyl PGE,
PTX (toxine pertussique)
BNS52021 (Gingkolide B)
THGI113

THG213

THG315

MK-886

Glibenclamide
Cromakaline

Sin-1

SNP

L-NAME

ZnPP

EDTA

ET LEUR ACTION

Antagoniste du récepteur EP,

Agoniste du récepteur EP»

Agoniste du récepteur EP;

Agoniste du récepteur EP;

Antagoniste du récepteur EPy4

Analogue stable de PGE;

Inhibiteur des protéines G/,

Antagoniste naturel du récepteur de PAF

Antagoniste des récepteurs FP

Antagoniste des récepteurs EP,4

Antagoniste du récepteur de PAF résistant aux protéases
Inhibiteur de I’activité de la 5-lipoxygénase et de la PGESm
Bloqueur des canaux Katp

Activateur des canaux Katp

3-morpholinosydnonimine. donneur de NO

Nitroprusside de sodium, donneur de NO’

L-NC1 (1-aminométhyl)lysine, inhibiteur de NO synthase
Protoporphyrine de zinc IX, inhibiteur de I’héme oxygénase
Acide éthylenediaminetétraacétique, chélateur de cations

bivalents



XX

REMERCIEMENTS

Je suis sincerement reconnaissante a mes deux superviseurs pour m’avoir accordé
I’opportunité de travailler avec eux sur un sujet fascinant et dans un environnement cordial
et propice a I’amélioration constante de soi mais aussi et surtout pour leur supervision
éclairée, positive et stimulante. Mes respects et ma gratitude vont également au Dr Robert
Elie ainsi qu'au Dr Roland R. Tremblay qui n’ont jamais cessé de suivre mes progrés ni de

me prodiguer des conseils judicieux jusqu'a la toute fin.

Jaimerais également souligner toute mon appréciation pour le travail de tous mes
collaborateurs des équipes d’échocardiographie feetale et de pharmacologie néonatale et
saluer particulierement I’esprit de collaboration, d’entraide, d"écoute et de respect qu’ils
cultivent avec un petit clin d’ceil particulier 4 Francine, Marie-Josée, Christiane, et

Daniella.

Je souhaiterai également saluer le support constant de la responsable des affaires
académiques du département de physiologie, Mme Joanne Payette, ainsi que celui tout
aussi précieux de tout le personnel administratif et de I’entretien animalier du Centre de

recherche de I’Hépital Ste-Justine.

Enfin et non les moindres, mes remerciements et mon affection se tournent vers mes
parents, Hakim, Dalal, cousine Myriam et sa famille ainsi que vers Gricia et Badia qui ont

su m’insuffler le courage et la force nécessaires.

Je souhaiterai exprimer également ma gratitude a la Fondation de 1’Hépital Ste-Justine
(1998-2001) et au Conseil de Recherche Médicale (2001-2002) qui m’ont supportée
financiérement ainsi qu’au département de physiologie de I’Université de Montréal durant

toute cette longue période qu’est le doctorat.



XXi

DEDICACE

«La science sans conscience n’est que ruine de l’amen.

Cette theése est dédiée a la mémoire de mes grand-parents
Mbarka, Saadia, Fatima, Lisette, Omar et Hassan

ainsi qu’a mes parents sans lesquels rien n’aurait pu étre.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1.1 Introduction

Les prostaglandines, surtout la prostaglandine E2 (PGEy). joue un rdle primordial dans
le maintien de I’ouverture du CA feetal. Par conséquent, tout élément relié a la synthese de
la PGE; ou a sa voie de signalisation constituerait une nouvelle cible pour contrdler le
diameétre du CA autre que celle des thérapies conventionnelles qui ont des effets

secondaires majeurs.

Nous commencerons le présent chapitre de revue de littérature par une présentation de
la super-famille des prostanoides (synthése. transport, métabolisme), de leurs effets physio-
pathologiques qu’ils accomplissent via des récepteurs qui leur sont spécifiques. Nos études
ont révélé I’importance du facteur d’activation plaquettaire PAF dans les bouleversements
ontogéniques qui ont lieu dans le CA durant la période périnatale. Par conséquent. nous
allons présenter dans une seconde partie une revue des voies de PAF (synthése, stockage,
sa libération, métabolisme), de ses effets physio-pathologiques notamment sur le systeme
cardiovasculaire et qu'il déclenche aprés la liaison et l'activation de son récepteur
spécifique ainsi que I’utilité thérapeutique des antagonistes de ce récepteur. Le canal
artériel sera présenté dans une troisiéme partie de cette revue de littérature et dans laquelle
nous insisterons sur I’importance de ce vaisseau, de par sa situation anatomique unique,
pour la transition de la circulation cardiaque fcetale & néonatale. La lumiére sera également
faite sur le réle des prostaglandines locales et circulantes et celui des cyclooxygénases
responsables de leur synthése dans le maintien de I’ouverture du CA in ufero, ainsi que sur
le role d’autres facteurs tels I’oxyde nitrique et le monoxyde de carbone. La fermeture du
CA a la naissance est cruciale a 1’adaptation a la vie postnatale et tous les facteurs pouvant
mener 4 ce phénomeéne seront également discutés. Finalement, le potentiel thérapeutique de

plusieurs ligands pouvant étre utiles lors de maladies qui nécessitent le maintien de
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["ouverture ou de la fermeture du CA aprés la naissance sera discuté. Le but ultime des
travaux présentés dans cette thése est la découverte de nouvelles cibles moléculaires dans la
cascade de synthese de la PGE; et/ou dans sa voie de signalisation et qui pourrait mener au
développement de nouvelles molécules différentes de celles actuellement disponibles pour

le contréle du tonus du canal artériel.

1.2 Les prostanoides

Les prostaglandines (PGs) et le facteur d'activation plaquettaire PAF constituent les
prostanoides qui sont des produits de [’action de la prostaglandine H synthase
(cyclooxygénase, COX) sur I’acide arachidonique. Les prostanoides ont diverses actions
physiologiques et pathologiques et régulent les processus cellulaires dans presque tous les
tissus. Les prostanoides agissent de fagon autocrine et/ou paracrine et provoquent des
réactions puissantes dans les systémes cardiovasculaire, gastrointestinal, respiratoire,
endocrine et reproducteur. De plus, ces agents sont des médiateurs cruciaux de

’inflammation, de la fiévre et de la douleur (Campbell & Halushka, 1996).

Il existe 5 prostanoides qui jouent un réle physiologique important: PGD,, PGE,,
PGF,,. PGIl; et TXA,. Les prostanoides sont distribuées de fagon ubiquitaire dans
’organisme et peuvent étre synthétisés dans presque tous les tissus et types cellulaires. Le
méme prostanoide peut provoquer différentes réponses dans differents tissus via des
récepteurs couplés aux protéines G nommés DP pour la PGD,, EP pour PGE,, FP pour
PGFyq, IP pour PGI, et TP pour TXA; (Coleman, 1994). La prostaglandine E2 (PGE;) est
un des prostanoides les plus abondants au cerveau (Leffler & Busija, 1985) et joue un rdle

important dans plusieurs fonctions cérébrales surtout chez le nouveau-né (Leffler & Busija,
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1987; Chemtob, 1996). PGE; joue également un rdle dans la mitogénése (Baylink, 1996;
Glantschnig, 1996), promouvoit la croissance, les métastases tumorales (Paoletti, 1989:

Fulton, 1991; Zhang & Fulton, 1991) et module la transcription de plusieurs genes

(Danesch. 1994; Gashler et Sukhatme, 1995; Umayahara, 1997; Dibbs, 1997).

1.3 Historique

L activité associée aux PGs a été rapportée en premier lieu en 1930 par Kurzrok et Lieb
qui avaient observé que le liquide séminal humain causait la contraction de ’uterus. Cette
observation a été confirmée au débu des années 1930 par Golblatt et Euler, ce dernier a
identifié¢ I"élément actif comme étant un acide liposoluble qu’il nomma “prostaglandine”.
Cependant. il a fallu attendre 30 ans avant que Bergstrém et Samuelson (1968) aient réussi
a purifier les premiéres PGs désignées PGE,; et PGF,, a cause de leur dissociation
respective en éther et en phosphate. Durant les décades qui ont suivi, il est apparu que les
PGs avaient diverses activités biologiques et que la famille incluait un plus grand nombre
de molécules qu’il était envisagé au départ et ces derniéres sont nommées
alphabétiquement PGA; a PGH,. Toutes ces molécules d’origine naturelle ont un squelette

d’acides gras insaturés a 20 atomes de carbones avec un cycle pentane.

Les PGs ne constituent qu’une petite partie des métabolites de ’acide arachidonique
(AA). Drautres produits tels le thromboxane (TXA,), la prostacycline (PGIy), les
leukotrienes (LKs) et le facteur d’activation plaquettaire (PAF). L ensemble des PGs, des
LKs et des produits qui y sont associés sont appelés eicosanoides car ils sont dérivés
d’acides gras essentiels a 20 atomes de carbone. L’AA peut également subir une oxidation
non enzymatique sous l'action des radicaux libres pour produire des isoprostanes et des

LKs (Morrow, 1994; Harrison & Murphy, 1995).



1.4 Synthése, transport et métabolisme des prostanoides

1.4.1 Synthése des prostanoides

Les prostanoides peuvent étre synthétisés a partir de trois acides gras précurseurs.
La premicre série des PGs est dérivée de I’acide dihomo-y-linolénique (acide 8, 11, 14-
eicosatriénoique; les chiffres référent aux carbones insaturés), la deuxiéme série & partir de
PAA (acide 5, 8, 11, 14-eicosatétraénoique) et la troisiéme de I"acide timodonique (acide 5,
8, 11. 14, 17-eicosapentanoique) (Campbell & Halushka, 1996). L’AA est le précurseur le
plus abondant chez la majorité des mammiféres et la deuxiéme série des PGs est par
conséquent la plus fréquemment retrouvée dans la nature. Le TXA; est un produit de I’AA
mais ce n’est pas une PG puisqu’il contient dans sa structure un éther cyclique a S

carbones.

Les acides gras dérivés de ’AA sont des endopéroxides cycliques (PGG; et PGH,)
et incluent les PGs primaires (PGD,, PGE,;, PGFy), PGl et le TXA,, les LKs et les
produits de I’époxygénase (acides eicosatétraénoiques EETEs et acides
hydroxyeicosatétraénoiques HETEs) (Fig 1.1). Tous ces produits sauf les LKs, les EETs et
les HETEs, sont des produits issus de I’activité de la cyclooxygénase. Les LKs sont des
composés synthétisés par la 5-lipoxygénase et qui sont dotés d’activité biologique trés
puissante puisqu’ils causent I’hypotension, la vasoconstriction surtout au niveau des
bronches, la chimiotaxie et sont impliqués dans I’inflammation (Campbell & Halushka,
1996). Les EETs et les HETEs sont issus du métabolisme de I"AA par les époxygénases
cytochromes P-450 (Fitzpatrick & Murphy, 1989) et produisent également des effets

biologiques importants.
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La synthése des prostanoides dans les cellules des mammiféres est régulée au
niveau de 3 étapes: la libération de I'AA a partir des membranes phospholipidiques par la
phospholipase A2, la conversion de I"’AA en PGH, par les deux isoformes de la
cyclooxygénases COX-1 et COX-2 et la conversion finale du PGH, en prostanoides actifs

par I’action de synthases spécifiques terminales.

1.4.1.1 Phospholipases A2 et libération d acide arachidonique

La synthese des PGs est déclenchée en réponse a un stimulus qui méne a
Pactivation de la famille des phospholipases A2 (PLA»). Les PLA; catalysent I’hydrolyse
des phospholipides & la position s»n-2. ce qui libére les acides gras libres incluant ’AA, le
précursuer du PAF et les lysophospholipides (Campbell & Halushka. 1996). La synthése
des prostanoides est augmentée par les hormones, les autacoides et autres substances qui

intéragissent avec les récepteurs couplés aux protéines G liés a la membrane plasmatique.

L’activation de ces récepteurs stimule directement des PLC et/ou PLA; ou méne & une
augmentation des concentrations de Ca** cytosolique [Ca®"]; qui active ces enzymes (Clark,
1995; Smith. 1997). Les stimuli physiques peuvent causer une entrée de Ca**
extracellulaire en perturbant la membrane cellulaire et activer les PLA,, ce qui déclenche la
libération d’AA. La libération de cet arachidonate constitue un élément majeur de la

régulation de la synthése des PGs dont une étape limitante est I’activation des PLA,.
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Figure 1.1. Cascade de synthése des prostanoides a partir de 1'acide
arachidonique. La structure des cycles des prostaglandines de type A, B et C
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Les PLA; sont subdivisées en plusieurs groupes basés sur leur structure et leur
activité enzymatique (Roberts, 1996). Chez les mammifeéres. les PLA2 ont été distinguées
en 1soformes dont I’activité est calcium-dépendante ou calcium-indépendante. Les PLA-
secrétées (PLAss) constituent un groupe d’enzymes de faible masse moléculaire (=14 kDa).
Ces enzymes sont libérées de granules sécrétoires et libérent I"arachidonate en agissant sur
les phospholipides de la membrane plasmatique d’une grande variété de types cellulaires
(Tischfield 1997; Murakami 1997). La production de PLAss est induite par les cvtokines
proinflammatoires qui la régulent au niveau transcriptionnel (Oka & Arita. 1991:
Murakami. 1993; Pfeilschifter, 1993). Les PLAas requiérent des concentrations
millimolaires de Ca®* afin d’exercer leur action et n’ont pas de préférence pour la position
sn-2 sur la molécule d’AA. Des études sur des souris déficientes en PLAs ont révélé que
ce groupe d’enzymes joue un role crucial dans le développement de |'animal et la

fertilisation mais n’affecte pas la viabilité des souris (Kennedy. 1995).

Il a été démontré que les enzymes PLA»s de type IIA et de type V sont impliquées
dans la libération d"AA et la production de PGs (Balboa. 1996: Reddy, 1997a. b). Les types
ITA jouent un rdle dans la réponse inflammatoire et sont exprimés dans la majorité des
cellules et tissus. Les type V sont principalement exprimées dans le coeur et le placenta.
Les PLAss. contrairement aux PLA2 cytosoliques (PLA,c). peuvent médier la synthése
transcellulaire de prostanoides puisqu’elles sont excrétées dans le milieu extracellulaire et
peuvent se lier a la suface des cellules avoisinantes, ce qui implique qu’elles jouent un réle
d'amplification paracrine de la synthése des prostanoides d’une cellule & une autre

(Murakami. 1999).
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Les PLA2 de type 1V cytosoliques (85 kDa) sont distribués de fagon ubiquitaire et

ne requiérent que des concentrations nanomolaires de Ca® pour leur activité. Les PLAc
peuvent étre stimulées par un large spectre de stimuli extracellulaires tels les facteurs de
croissance. les mitogénes, les peptides vasoactifs, les cytokines et les interferons (Kramer
& Sharp. 1997). Cependant, la stimulation des cellules de fagon récepteur-indépendante par
un stress comme 1 oxydation, I’hyperglycémie, la lumiére UV et les forces de cisaillements
peut également activer les PLA»c, ce qui démontre une communication entre les deux voies

de signalisation des deux classes de PLA; (Huwiler, 1997).

Contrairement aux PLAjs, le Ca®* est nécessaire pour la liaison des PLA,c aux
membranes ou aux vésicules phospholipidiques. Les PLA,c sont les seules PLA, bien
charactérisées qui hydrolysent I’AA préférentiellement en position s»-2 et jouent un role
important dans la libération d’AA (Fig. 1.2) et dans la génération des prostanoides
(Murakami, 1997). Le domaine N-terminal calcium-dependant de liaison des lipides
(CaLB) est responsible de la translocation des PLA;c du cytosol vers les membranes
périnucléaire et réticulaire endoplasmique (Schievella, 1995; Peters-Golden, 1996).
L’augmentation de calcium intracellulaire est le facteur majeur qui cause I’activation des
PLA,c (Kraner & Sharp, 1997). La phosphorylation joue également un réle important dans
la régulation de l'activit¢ de P’enzyme. Cette derniére comporte plusieurs sites de
phosphorylation incluant celui de la MAP kinase (Ser 505) qui est crucial pour | activité. Il
a été¢ démontré qu'une protéine G sensible a la PTX (Gi) pourrait étre impliquée dans
’activation de la production d’AA par les PLAsc (Burke, 1997). Les souris déficientes en
PLA2c ont démontré une diminution des symptomes allergiques, de la fertilité, une atteinte
cérébrale post-ischémique et une absence de production de PGE, aprés stimulation de

macrophages avec le LPS ou un ionophore de calcium (Bonventre, 1997; Uozumi, 1997).
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Un autre groupe de PLA2 cytosoliques est indépendant du calcium pour son
activité. les PLA2 inductibles ou PLAsi dites de type VI (Balsinde & Dennis, 1997;
Murakami, 1997). Les PLA;i sont impliquées dans le remodelage en acides gras des
phospholipides membranaires et qui agissent comme une sorte d’enzymes “‘house-keeping”
en condition de repos. Les PLA;i sont des protéines de 85 kDa qui ne démontrent pas de
sélectivité envers les acides gras mais qui peuvent médier la libération d’AA (Wolf &
Gross, 1996; Wolf, 1997). Les PLA,i de type VI peuvent donc jouer un rble dans la

synthese des prostanoides en régulant les réactions d’estérification d’AA.

1.4.1.2 Cyclooxygénases et métabolisme de [’acide arachidonique

L’AA libéré des membranes par les PLA, agit comme substrat pour la
cyclooxygénase (COX) qui catalyse deux réactions: a) la conversion de I’AA en PGG; qui
requiert de 1’0, via une activité cyclooxygénase, et b) la réduction du groupement 15-

hydropéroxyde de PGG; en PGHj; via une activité péroxydase.

Les cyclooxygénases sont des hémoprotéines liées a la membrane et deux isoformes
sont identifiés: la forme constitutive (COX-1) et la forme inductible (COX-2) (Smith 1997,
Vane 1998). Les deux isoformes jouent un réle dans la régulation du métabolisme de I’AA,
leurs séquences d’acides aminés sont homologues a ~61% et leur activité catalytique est
similaire. Cependant, ils sont issus de deux génes différents susceptibles a étre régulés
différemment et exercent des fonctions biologiques distinctes chez I'humain. COX-1 est
exprimée de facon constitutive, ubiquitaire et elle est responsable d’une faible activité de
synthése de PGs requise pour le maintien de ’homéostasie cellulaire. COX-2 est une
enzyme inductible qui est synthétisée de novo en réponse a une grande variété de stimuli

intra- et extracellulaires (cytokines, facteurs de croissance et promoteurs tumoraux) durant
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la réaction inflammatoire ou autre type de stress. Elle contribue a la génération de
prostanoides aux sites d’inflammation et a la prolifération et a la différentiation cellulaires

(Smith 1997; Vane 1998).

Le cerveau (neurones) est un des rares organes ou COX-2 est exprimée de fagcon
constitutive (Kaufmann, 1996). COX-2 représente I’isoforme principal dans le cerveau des
procelets NN (Peri. 1995). Les agents inflammatoires non stéroidiens (AINS) inhibent les
deux isoformes COX-1 et COX-2 et bloquent donc la conversion de I"'AA en PGG,. Les
deux isoformes sont localisées au niveau la surface luminale du RE et des membranes
nucléaires interne et externe (Spencer. 1998). Il a ¢été démontré que COX-2 était

transloquée au noyau en réponse aux facteurs de croissance (Coffey, 1997).

Les PGs produits par COX-1 ont des effets cytoprotecteurs dans I’estomac (tractus
GI, rénal) qui sont inhibés par I'administration des AINS. ce qui meéne a des dommages de
la muqeuse gastrique et a des ulceres (Trevethick. 1995; Scheiman J. 1996). COX-1 est le
seul isoforme détecté dans les plaquettes (Dubois. 1998). Les prostanoides synthétisés par
COX-1 sont apparemment essentiels pour la survie des foetus puisque la majorité de la
descendance des souris «Knock-Out» pour COX-1 ne survivent pas (NMorham, 1995). Les
souris KO pour COX-2 démontrent des anomalies rénales, de la fibrose cardiaque et des
anomalies du corps l[utéal, ce qui démontre |'importance de cette isoenzyme pour le

développement de plusieurs organes (Morham. 1995).

[ a été démontré que I’expression de COX-2 protege contre ’apoptose (Von
Knethen & Brune. 1997). Les PGs issus de la voie de signalisation avec COX-2 protégent

les cardiomyocytes du stress oxydatif (Adderley & FitzGerald, 1999). L’induction de
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I’expression de COX-2 et la formation des PGs ont été associés a I’activation des voies de
la kinase de la protéine activée par les mitogénes (MAPK) et de la kinase c-Jun-N-
terminale (JNK) (Guan, 1998). Le stress oxydatif peut également induire COX-2 puisque
cette derniere peut étre activée par des péroxydes intracellulaires (Shitashige, 1998) tandis
que des niveaux plus élevés de péroxydes sont requis pour activer la COX-1 (Kulmacz &
Wang. 1995). Une augmentation de |’expression de COX-2 a été associée a la
carcinogénése (Kutchera, 1996; Crofford, 1997; Tucker, 1999) et des études ont démontré
que les AINS ont des effets chimioprotecteurs sur les tumeurs malignes gastriques chez

I’humain (DuBois, 1996; Williams, 1997).

Des études ont démontré que la COX utilise différents stocks d’AA pour la synthése
des prostanoides; COX-2 utilise de faibles concentrations d"AA tandis que COX-1 utilise
préférentiellement des niveaux élevés d’AA (Reddy & Herschman, 1996; Shitashige,
1998). Deux voies de synthése des prostanoides cinétiquement différentes, les voies de
génération immédiate et retardée ont été mises en évidence et impliquent le recrutement de
de plusieurs ensembles d’enzymes biosynthétiques différents par leur expression et leur
activation, ces derniéres étant trés étroitement régulées par des signaux membranaires
distincts (Murakami. 1997; Naraba, 1998). La phase immédiate de la synthése des
prostanoides a lieu quelques minutes apreés la stimulation et elle est déclenchée par les
agents qui mobilisent le Ca’" intracellulaire. Cette phase immédiate est caractérisée par un
pic de libération d"AA qui est immédiatement métabolisé par COX-1. Durant la phase
retardée, la synthése des prostanoides COX-2-dépendante a lieu en parallele avec
’induction de I'expression de |'isoenzyme, plusieurs heures apres la stimulation avec des

stimuli de croissance ou d’inflammation (Reddy & Herschmann, 1997). Par conséquent,
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COX-2 joue un role dans la génération prolongée des prostanoides, ce qui modifie les

¢venements nucléaires associés a la différentiation et a la réplication cellulaires.

La polémique qui concerne le recrutement de diverses PLA; et leur couplage
différentiel avec les COX en fonction des phases immédiate ou tardive de la synthése des
prostanoides subsiste encore. Il a ét¢ récemment démontré que PLA,c, PLA;s-IIA et
PLA>s-V agissent comme des “signaux” qui promouvoient la libération d’AA stimulus-
dépendante durant les deux phases de la réponse (Murakami. 1999). Les PLAsc et les
PLA,s peuvent créer un lien fonctionnel avec COX-1 et COX-2 pendant la phase
immédiate et avec COX-2 pendant la phase tardive de la biosynthése des prostanoides. Par
contre. les PLA,i-IV ne se couplent pas avec COX-2 durant la phase tardive mais sont liées

a COX-1 et a la génération immédiate de PGE; induite par les ionophores.

1.4.1.3 Synthases des prostanoides

Peu aprés sa formation a partir d’AA, le PGH, peut étre converti en PGD,, PGE,,
PGF,,. PGl et TXA; par des enzymes spécifiques dites synthases (tableau I) dont I’activité
varie en fonction des tissus et qui sont toutes clonées et caractérisées. La présence de ces
enzymes, et non leur régulation. semble déterminer quel produit des endopéroxydes sera

prédominant dans un tissu spécifique (Urade. 1995; Smith, 1997).

La PGD; synthase (PGDS) a été détectée dans les fractions membranaire et soluble
(Kelner & Ulgik, 1994). Cette enzyme a ¢€té localisée dans les neurones du cerveau de rat
NN, dans les cellules neuronales des méninges et du plexus choroide et dans le liquide

cérébrospinal (Urade, 1993). Des souris transgéniques déficientes en PGDS ne ressentent
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pas de douleur tactile «allodynia» (Egichi, 1999). La PGF», synthase (PGFS) est largement
distribuée dans les tissus et posséde au moins 2 isoformes: le type pulmonaire (Watanabe,
1986) et le type hépatique (Suzuki, 1999). Les TXA; et PGIl, synthases sont des
cytochromes P-450 et sont toutes deux localisées a la surface du RE et de 'enveloppe
nucléaire (Smith, 1997). Il a été démontré que la surexpression de la PGIS protégeait les

souris transgéniques contre le développement de I’hypoxie pulmonaire (Geraci, 1999).

La PGE, est une prostaglandine issue du métabolisme de la PGH; par l'enzyme
PGE synthase ou PGES mais peu de choses sont connues sur cette enzyme qui était
récemment connue sous l'appellation de MGST1-L1 sauf qu'elle appartient & la nouvelle
superfamille des MAPEG (Jakobsson, 1999). Cette superfamille regroupe 4 familles qui
sont toutes des glutathion-S-transférases (GST) ainsi que des péroxydases GSH-
dépendantes. Les protéines de la superfamille des MAPEG partagent des similarités de
séquences clairement détectables. Toutes les MAPEG (sauf FLAP) ont une longueur
similaire en acides aminés (137-161) et 29-44% d'identité entre les paires, surtout dans la
région centrale qui coincide avec le site de liaison de I'acide arachidonique (acides aminées
48-61); 4 domaines transmembranaires mis en évidence par les graphiques d'hydropathie;
certains résidus qui jouent un role structural trés important sont tres conservés chez toutes
les protéines MAPEG (Asn’®, Tyrlzz, Phe'?, Tyr97. Arg”s. Tyr“s, His''*) (Jakobsson,
1999). Deux isoformes de la PGE; synthase ont été identifiées. La forme constitutive,
PGESc, est une protéine cytosolique de 16 kDa qui est dépendante du glutathion pour son
activité enzymatique (Ogorichi, 1987; Meyer, 1996). La forme inductible, PGESm, est une
protéine de 16 kDa qui est détectée dans les microsomes de plusieurs tissus et son activité
est dépendante du glutathion (Jakobsson, 1999). L expression de cet isoforme est fortement

induite par des agents pro-inflammatoires (Jakobsson, 1999; Kudo, 2000).
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1.4.1.4 Isoprostanes

Les isoprostanes sont principalement formés par péroxydation de ’AA causée par
les radicaux libres (Fig. 1.2). Il existe des stéréoisomeres dans lesquels les chaines latérales
sont orientées en cis par rapport au cycle pentane, alors que les PGs dérivés des
cyclooxygénases sont uniquement orientés en position “trans” (Morrow, 1990).
L isoprostane F; est impliqué comme marqueur de ['insulte oxydative in vivo et le 8-iso-

PGF>, a un effet vasoconstricteur (Morrow, 1994; Lahaie, 1998: Hou. 2000; Hou, 2001).

1.4.2 Stockage et libération des prostanoides

Contrairement aux hormones et aux neurotransmetteurs, les prostanoides ne sont
pas stockés. L’action d'un prostanoide spécifique est obtenue par synthése locale en
réponse & un stimulus et & la liaison du récepteur, suivi par une dégradation rapide. Ces
substances agissent prés de leur site de synthése puisqu’ils ont une demie-vie trés courte

(<3 min) (Campbell & Halushka, 1996).

1.4.3 Transport des prostanoides

La plupart des agents pour lesquels des récepteurs nucléaires ont été caractérisés
comme I’acide rétinoique, la vitamine D et les hormones stéroides sont des substances trés
liposolubles et peuvent entrer dans la cellule facilement. Par contre, les prostanoides sont
des anions au pH physiologique et traversent peu les membranes biologiques. Méme si
cette propriété est compatible avec leur interaction avec les récepteurs a la surface
cellulaire, la possibilité d'action intracellulaire requiert un mécanisme de transport des
prostanoides a travers les membranes cellulaires. En effet, le transporteur de PGs (PGT) a

été récemment identifié et cloné chez le rat (Kanai, 1995) et chez I’humain (Lu, 1996).
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Tableau I: Caractéristiques majeures des synthases spécifiques impliquées dans la

conversion de PGH> en prostanoides.

Enzyme

Caractéristiques

PGD, synthase

PGE, synthase

PGF synthase

PGI; synthase

TXA; synthase

Isolée a partir du cerveau. PM = 21 kDa.

Activité GSH-indépendante

Isoforme constitutif PGESc (26 kDa), GSH-dépendant, isolé
a partir du cerveau. Isoforme inductible PGESm (16 kDa),
GSH-dépendant, isolé & partir des vésicules séminales.

Deux isoformes isolés & partir des poumons (37 kDa) et du
foie (36,742 kDa).

Isolée a partir de I’endothélium et du muscle lisse (PM = 52
kDa)

[solée & partir des poumons et des plaquettes (PM = 55

kDa). Cytochrome P-450.
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Figure 1.2. Synthése des isoprostanes par voie non enzymatique.

Le PGT joue un role primordial dans le transport des prostanoides et dans leur
clairance métabolique. L’ARNm du PGT est largement exprimé dans les tissus surtout les
poumons, le foie, le cerveau et les reins. Le PGT a une grande atfinité pour PGE.;, PGFy,
PGD, et TXA, qu’il transporte de fagon préférentielle (K, du PGT = 49-150 nM pour PGE,;
et PGFaq et PGE, et PGF,q possédent une affinité pour le PGT plus élevée que le 8-iso-
PGE, et le 8-is0-PGFy). Le PGI, est faiblement transporté (Lu, 1996). Le transport des

prostanoides par le PGT n’est pas un processus actif. Trois roles ont €té proposés pour le
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PGT: a) il médie la sortie des prostanoides nouvellement synthétisés des cellules, b) il
médie le transport transépithélial des prostanoides comme cela est le cas dans le foie, les
reins et le plexus choroide. ¢) il joue un rdle dans la capture des prostanoides nouvellement
libérés et agit donc comme un transporteur a travers la membrane plasmatique avant
’oxydation intracellulaire (Kanai, 1995: Lu, 1996; Schuster. 1998). Le PGT facilite le cas
échéant la clairance et la dégradation des prostanoides. De plus, le PGT permet aux
prostanoides intracellulaires et en circulation d’agir sur des sites intracellulaires comme le

noyau.

1.4.4 Meétabolisme des prostanoides

La clairance des prostanoides a lieu en deux étapes: a) capture sélective du
prostanoide a travers la membrane plasmatique et b) oxydation non sélective a I’intérieur
de la cellule (Schuster, 1998). Les poumons métabolisent rapidement en un seul passage
PGE,... PGD; et PGF,,. PGI; est hvdrolysée spontanément en 6-céto-PGF dans le sang.
Le foie et le cortex rénal capturent et métabolisent également PGE,., et PGF,,. La capture
hépatique a lieu exclusivement dans les hépatocytes et la dégradation via les cytochromes
P-450 a lieu dans les péroxysomes. Dans les reins, les tubules proximaux captent PGE; et

PGI, pour les sécréter dans la lumiere.

La barriere hémato-encéphalique est imperméable aux PGs qui ne peuvent pas
entrer dans le SNC a partir de la circulation. Par conséquent. le cerveau synthétise mais ne
métabolise pas les PGs et les transporte (PGE et PGF) vers |'extérieur. Le transport de PGs
non métabolisés dans le sang termine la signalisation via ces molécules. Le plexus choroide

serait important pour |’évacuation des PGs présents dans les ventricules et le métabolisme
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final des PGs cérébraux aurait donc lieu de fagon séquentielle par capture et oxydation dans

d’autres tissus comme les poumons (Campbell & Halushka, 1996; Schuster, 1998).

Deux types de réactions sont impliqués dans le métabolisme des prostanoides dans
I'organisme. L’étape initiale catalysée par une enzyme spécifique, la 15-hydroxy-
déshydrogénase dont I’activité donne lieu a des produits inactifs dus a I’oxydation du
groupement de I’hydroxyle en C15 en cétone correspondante. Ce dernier composé est
ensuite réduit en dérivé 13,14-dihydroxylé par une AP-réductase. La seconde étape
implique la B- et w-oxydation des chaines latérales des PGs qui mene a la production d’un

acide dicarboxylique librement excrété dans |’urine comme métabolite majeur (Campbell &

Halushka, 1996).

PGl et TXA, sont des composés instables qui subissent une dégradation
enzymatique importante durant les trois minutes suivant leur synthése. PGI; est transformée
en 6-céto-PGF et le TXA; en TXBs, ce dernier peut étre dégradé enzymatiquement en 2,
3-dinor-TXB,. Chez I’humain, 6-céto-PGF,,, est métabolisé de la méme fagon que PGE,.,

et PGan.

1.5 Actions biologiques des prostanoides

Les prostanoides jouent un role important dans le maintien de I’homéostasie de
I’organisme. Contrairement aux hormones classiques en circulation comme ’insuline et la
vasopressine, les prostanoides agissent localement sur les tissus dans lesquels ils sont
synthétisés. La production locale peut étre stimulée par plusieurs hormones telles

I’angiotensine (ANGII), la vasopressine (VSP) et la bradykinine (BK) de telle sorte que les
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prostanoides peuvent médier ou moduler certains effets de ces hormones (Dunn & Hood,
1977). La synthése des PGs est limitée par la disponibilité du précurseur AA libre qui est
libéré des membranes lipidiques par des phospholipases activées par des stimuli spécifiques

et non spéciliques.

Il est & noter que la grande diversification des effets des prostanoides et des sites
d’action d'un méme prostanoide rend difficile la définition des roles de ces molécules avec
certitude (Campbell & Halushka. 1996). Nous nous limiterons aux effets majeurs des

prostanoides.

1.5.1 Réponses inflammatoires et immunitaires

Les prostanoides sont libérés suite a 1'action de stimuli mécaniques, thermiques,
chimiques, bactériologiques, et autres qui participent a la réponse inflammatoire (Davies,
1984). L’insulte tissulaire locale et les maladies inflammatoires comme [’arthrite
rhumatoide sont associées a une augmentation des concentrations de PGs; les récepteurs
qui médient la douleur sont sensibilisés a de plus faibles niveaux de PGs (Dray & Urban,
1996). Par conséquent. l'action des PGs au site de I'insulte ou de I'inflammation est
hyperalgésique et une composante importante de I'action analgésique des AINS consiste
dans leur action locale. Les principaux prostanoides proinflammatoires sont PGE, et PGI,
qui promouvoient la formation de I'cedéme et I'infiltration des leucocytes en augmentant le
débit sanguin a la région enflammée et potentialisent I'hyperalgésie causée par la BK et

autres autacoides.

Il a été démontré que les PGEs sont pléiotropes car possedent des propriétés

activatrice et inhibitrice sur la réponse immunitaire (Goodwin & Webb, 1980). PGE, et
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PGl affectent la prolifération et la différentiation cellulaires: PGE, inhibe I'activation des
cellules T (Felli, 1996). Les PGEs inhibent la libération des hydrolases des neutrophiles et
des enzymes lysosomiales ainsi que la participation des lymphocytes aux réactions

d’allergie (Campbell & Halushka, 1996).

1.5.2 Systeme cardiovasculaire

Dans la plupart des espéces incluant 1'humain, les PGEs sont de puissants
vasodilatateurs de la microvasculature mais ceci n’est pas généralisé aux grandes veines qui
ne sont pas affectées par les PGEs. La pression sanguine systémique est généralement
diminuée et le débit cardiaque augmenté par les PGEs (Keen. 1989; Campbell & Halushka,
1996). L’administration intraveineuse de PGI, cause une hypotension importante. La
production locale de PGE; et de PGI, régule le tonus vasculaire. PGE, est aussi impliqué
dans le maintien de 1’ouverture du canal artériel ir urero (Coceani, 1980). PGD- cause une
vasodilatation et une vasoconstriction dans la plupart des lits vasculaires. PGFy, est un
puissant vasoconstricteur des arteres et des veines pulmonaires tandis que le TXA; est un
puissant vasoconstricteur général (Dusting, 1978; Bunting, 1987).

-

1.5.3 Agrégation plaquettaire

Les prostanoides sont impliqués dans la thrombose surtout parce que le TXA;
promouvoit la libération des plaquettes et leur agrégation tandis que le PGI, produit par les
cellules endothéliales les inhibent (Moncada, 1982: Armstrong, 1996). Dans les syndromes
aigus des arteres coronaires, la voie de TXA, plaquettaire est tres activée et I’aspirine qui
inhibe 1’acétylation par COX est bénéfique dans la prévention secondaire des maladies

cérébrovasculaires et coronariennes (Gaetano, 1986: Armstrong. 1996).



1.5.4 Muscle lisse

En général, les muscles lisses respiratoires sont contractés par les PGDs, TXA,,
PGFs et relaxés par PGEs et PGI> (Campbell & Haluska, 1996). Méme si PGEs et PGI,
causent une bronchodilation chez la plupart des espéces, une bronchoconstriction est
parfois observée chez certains patients asthmatiques. Les muscles lisses longitudinaux du
systéeme GI se contractent sous |'effet des PGEs et PGFs tandis que les muscles lisses

circulaires se relaxent en réponse aux PGEs et se contractent aux PGFs.

PGE, et PGF, sont les PGs majeurs au cerveau (White & Hagen, 1982) et jouent
un réle important dans la régulation de I’hémodynamie cérébrale durant la période
périnatale (Leffler & Busija, 1985: Chemtob, 1996). Les prostanoides sont impliqués dans
["autorégulation du débit sanguin cérébral chez 'adulte (Pickard. 1981) et le NN (Leffler &
Busija. 1987; Chemtob, 1996). Il existe des différences ontogéniques des effets de PGE, et
PGF,, de telle maniére qu’ils déclenchent une vasoconstriction cérébrale significative chez
I'adulte (Hayashi. 1985; Chemtob. 1989) mais une vasodilatation ou une légére
vasoconstriction est observée chez le NN dépendamment de la taille des vaisseaux

(Hayashi, 1985; Leffler & Busija, 1987: Chemtob, 1989).

1.5.5 Systéme rénal

Les prostanoides affectent la fonction rénale. alterent I'excrétion du sodium, la
clairance hvdrique et peuvent affecter le débit sanguin rénal (Dunn & Hood, 1977; Breyer.
1996). PGE, est prépondérant dans les reins ou il inhibe la réabsorption d’eau stimulée par
la VSP. PGE; exerce des effets majoritairement vasodilatateurs dans les glomérules mais

des effets vasoconstricteurs ont également été décrits. PGI» joue un rdle vasodilatateur
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important dans la microvasculature des glomérules. TXA» cause une vasoconstriction
intense, diminuant le taux de filtration glomérulaire et le débit sanguin rénal. PGE; et PG,

stimulent la sécrétion et I'expression génique de la rénine.

1.5.6 Systéme nerveux central (SNC)

Comme il a ét¢ mentionné précédemment, PGE, et PGD, sont les PGs principaux
dans le SNC des mammiferes. COX-1 est distribuée dans tous les neurones mais surtout
dans le proencéphale ou les PGs pourraient étre impliqués dans des fonctions complexes
intégratives telles la modulation du SN autonome et I’analyse sensorielle (Yamagata, 1993;
Breder, 1995). COX-2 est constitutivement exprimée dans peu d’organes dont le cerveau
(Kaufmann. 1996). L’expression de COX-2 est limitée a certaines régions du CNS: le
cortex, I’hippocampe, I’hypothalamus et la colonne vertébrale (Breder, 1995; Breder &
Saper, 1996). L’expression de COX-2 est augmentée par I’activité nerveuse normale ou
anormale (convulsive) et est détectée dans les cellules neuronales et non neuronales du
CNS (Yamagata. 1993; Breder, 1995; Breder, 1996), ce qui suggére un role des PGs dans

la transmission du SNC.

PGE- déclenche la fiévre en agissant sur I’hypothalamus et en impliquant des
processus médié par I’AMPc. Les effets analgésique et antipyrétique des inhibiteurs de la
COX supportent un role des prostanoides dans ces évenements biologiques (Insel, 1996).
Un autre effet central des PGs est la douleur ou I’hyperalgésie. Il est bien connu que la
douleur inflammatoire implique la synthése de PGs aux terminaisons périphériques des
neurones sensoriels, ce qui cause [’hyperalgésie (Rerreira, 1972). L’hyperalgésie
déclenchée par d’autres stimuli est potentialisée par les PGEs et PGI, qui sensibilisent les

terminaisons des nerfs afférents aux effets des stimuli chimiques ou mécaniques en
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diminuant le seuil des nocicepteurs (Dray & Urban, 1996). PGD, est le prostanoide
principal dans le CNS des mammiféres (Narumiya, 1982) et son implication dans plusieurs
effets tels I'induction du sommeil (Urade. 1999), la diminution de la température corporelle

et la modulation de I’odorat et de la douleur ont été démontrées (Eguchi, 1999).

1.5.7 Organes reproducteurs

Les prostanoides exercent plusieurs fonctions importantes en reproduction (Braun,
1980; Zahradnik, 1992; Olofsson & Leung, 1996). Des études préliminaires ont démontré
’accumulation des PGs dans le liquide amniotique (O’Brian, 1995) ainsi que leur role dans
la contraction rythmée du myométre utérin (Kurzok & Lieb, 1930). PGF,, synthétisé dans
’utérus est une hormone lutéinisante et joue un réle important lors de 1’accouchement
(Sugimoto, 1998). PGF,,. combinée avec de faibles concentrations de PGE,, provoque la
contraction utérine et il est utilisé en clinique pour I’arrét de la grossesse. La sensibilité de
I’'utérus aux PGs augmente avec la progression de la grossesse mais les effets demeurent
inférieurs a ceux de I"ocytocine. Les prostanoides jouent un role important dans I'ovulation.
la mobilité spermatique. la fertilisation ovulaire. ’implantation embryonnaire, le

développement feetal et ['accouchement (Herschman, 1996).

1.5.8 Systéme endocrinien

Des études in vitro et in vivo ont démontré que les PGs affectent la secrétion
d’hormones (Campbell & Halushka. 1996). L’administration systémique des PGEs
promouvoit la libération des hormones de croissance. ACTH. prolactine, gonadotrophines,
insuline et les stéroides. PGF,, inhibe la production de la progestérone a partir du corps

lutéal (Gobbetti, 1991).



1.5.9 Systéme gastrointestinal {(GI)

Dans ['estomac, les PGs ont un effet cytoprotecteur du en grande partie a leurs
propriétés vasodilatatrices qui améliorent le débit sanguin mucosal (Johansson &
Bergstrom, 1982; Vane, 1998). Les effets des AINS qui ménent aux ulcéres gastriques
démontrent le réle crucial des PGs dans la fonction gastrique. PGEs et PGI, réduisent
’acidité en inhibant la sécrétion de I’acide gastrique. Les PGEs augmentent la sécrétion du
mucus dans I’estomac et dans le duodénum, le jéjunum et I’iléum. Les analogues des PGEs
facilitent la guérison des ulcéres gastriques et duodénaux. Les PGEs et PGFs stimulent le
mouvement de l'eau et des électrolytes dans la lumiére intestinale et donc facilitent la

diarrhée qui est associée a I’administration de ces agents (Wilson & Kaymakcalan, 1981).

1.5.10 Effets mitogénes et modulation de la transcription génique

Des preuves tangibles suggérent que les PGs affectent la transcription génique et
régulent la croissance et la prolifération cellulaires. PGE; endogéne est important pour la
régulation de la croissance des cellules épithéliales (Konger, 1998) et des métastases
tumorales (Paoletti, 1989; Fulton, 1991: Zhang & Fulton, 1994) tandis que PGE; et PGI,
démontrent une activité mitogéne dans les cellules osseuses et stimulent la synthese d’ADN
(Glantschnig, 1996). L’inhibition de la synthése des PGs entraine le ralentissement de la
croissance tumorale (Lupulescu, 1978). L’importance de PGE, dans le développement
néoplasique est suggérée par la diminution du risque de formation du cancer du colon
associé a 1’administration des AINS tels I’aspirine (Giovannucci, 1995; Williams, 1997).
Les effets anti-prolifératifs de ’aspirine sur la synthese d’ADN stimulée par les facteurs de
croissance ont été renversés par |’administration de PGE, exogéne (Castano, 1997).
Cependant, des études ont démontré une action anti-proliférative de la PGE; in vitro (Stahl,

1990; Kishi, 1994). Il a été démontré que la PGD; inhibait la croissance cellulaire et la
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synthése d’ADN qui est médiée par I’AMPc intracellulaire (Koshihara & Kawamura,

1986).

Les génes immédiatement inductibles tels c-fos et erg-/ servent de coupleurs
nucléaires pour transformer des éveénements cytoplasmiques précoces en modifications de
I’expression génique a long terme. L’induction des génes immédiatement inductibles est
étroitement associée a la prolifération et/ou a la différentiation (Gashler & Sukhatame,
1995). PGE, et PGl régulent D’expression de c-fos et de erg-I (Danesch, 1994;
Glantschnig, 1996). L'effet de PGI; sur I'expression de c¢-fos est dépendant de la voie de
signalisation d’une protéine kinase qui semble différer de la PKA et de la PKC
(Glantschnig, 1996). La PGE; induit c-fos par des mécanismes dépendants de la PKC

(Danesch, 1994).

PGE; et PGF,, peuvent réguler I’expression via la transcription de plusieurs génes.
Les PGEs sont des agents immunomodulateurs et PGE, inhibe la transcription nucléaire de
I’IL-2 en diminuant la liaison des facteurs de transcription AP-1 et NF-AT. Les agents qui
induisent la production d’AMPc inhibent également la transcription du géne de P'IL-2.
Cependant, le promoteur de I’IL-2 ne contient pas d’élément de réponse a I’AMPc (CRE)
et donc le mécanisme de régulation de la transcription de ce géne reste & déterminer
(Paliogianni & Boumpas. 1996). Le facteur de transcription CCAAT/Enhancer-binding
protein & (C/EBP &) est un régulateur de la transcription du géne du facteur de croissance 1
insuline-like et qui est activé par la PGE,. Cependant, le C/EBP & n’est pas phosphorylé par
la PKA est le mécanisme d’activation demeure inconnu (Umayahara, 1997). D’autres genes

sont modulés par la PGE; comme celui de la synthase d’oxyde nitrique (NOS) (Milano,
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1995; Dumont. 1998), du facteur de libération de la corticotrophine (CRF) (Dibbs, 1997),

de I’hydroxylase de la B-dopamine (Kim. 1997), des protéines-2 et -4 morphogénétiques
osseuses (Virdi. 1998), proteine-5 de liaison du facteur de croissance insulin-like
(McCarthy. 1996). et de I’hydroxylase de la tyrosine (Kim, 1996). Il a ét¢ démontré que la
PGF,, stimule la croissance des ventriculocytes in vivo et induit les génes des myofibrilles
qui ressemblent a la deuxiéme chaine légére de la myosine, c-fos. ANF, actine o-

squelettique (Adams, 1996).

Le mécanisme précis par lequel les PGs affectent ['expression génique n’est pas
toujours clair et varie selon les cas. Il a été récemment démontré que PGE; et PGFyq
inhibent 1'expression lipogénique via une cascade de signalisation qui implique une
protéine G sensible a la PTX (Matter, 1998). D’autres études ont montré que les signaux de
la PGE, sont transmis via une nouvelle voie de CRE qui semble indépendante de la

production d’AMPc (Audoly, 1999).

1.5.11 Autres réactions

PGF-, et PGE, sont trés efficaces a diminuer la pression intraoculaire et les
analogues de PGF,, ont été testés chez des patients souffrant de glaucome (Alm, 1998).
Les PGs peuvent affecter le modelage osseux en stimulant la différentiation des précurseurs
des cellules responsables de la résorption et de la formation osseuses. Par contre,
’administration exogéne peut stimuler la croissance osseuse (Pilbeam. 1996). Les PGEs
ont été impliqués en tant que médiateurs importants de la résorption osseuse dans deux
conditions cliniques: I'arthrite rhumatoide et I’hypercalcémie associées au cancer.

L’administration systémique des PGEs a un effet anabolisant sur I’os (Weinreb, 1997).
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Les prostanoides ne peuvent pas accomplir leurs effets multiples et complexes sans
la liaison a des récepteurs qui leur sont spécifiques et que nous allons présenter dans la
section qui suit. Nous allons particulieérement détailler les récepteurs EP de la PGE,
puisqu’ils sont d'une grande importance pour le tonus du canal artériel durant la période

périnatale.

1.6 Récepteurs des prostanoides et voies de signalisation

La présence des récepteurs des prostanoides a été démontrée par plusieurs études
pharmacologiques et leur classification a été effectuée en fonction de ces observations. La
caractérisation pharmacologique a été confirmée par le clonage moléculaire des ADNc de
tous ces récepteurs et a mené a la découverte des isoformes de ces récepteurs générés par
un épissage alternatif d’ARNm. Les récepteurs des prostanoides incluent les récepteurs DP
de la PGD,, les quatre récepteurs EP|4 de la PGE,, les récepteurs IP de la PGI. les

récepteurs FP de la PGF, et les récepteurs TP du TXA; (Coleman. 1994).

Tous les récepteurs des prostanoides appartiennent a la famille des récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG) a 7 domaines transmembranaires de la super-famille du
récepteur de la rhodopsine. Méme si [’homologie globale des séquences en acides aminés
avoisine les 20-30%, les récepteurs des prostanoides démontrent une plus grande
homologie entre eux que par rapport aux récepteurs de type rhodopsine. De plus, il existe
un pourcentage €élevé de ressemblance entre récepteurs homologues de différentes espéces,
particulierement dans les régions dites conservées comme les domaines de liaison du ligand
(Ushikubi, 1995). Des séquences conservées sont retrouvées, par exemple, au niveau de la
deuxiéme boucle extracellulaire qui se lie aux quatriéeme et cinquiéme domaines

transmembranaires (qui contiennent 7 résidus tres conservés) et du troisieme domaine
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transmembranaire. Le motif de 7 résidus de la deuxieme boucle extracellulaire est conservé
dans tous les récepteurs des prostanoides qui lient la PGE; et apparait donc étre un facteur
crucial de la spécificité de liaison au ligand. Une autre région trés conservée consiste en 15
résidus dont une arginine dans le septiéme domaine transmembranaire et qui est supposée
étre le site de liaison du groupement carboxylique des prostanoides. Le tableau II résume
les récepteurs des prostanoides, le couplage de ces derniers aux protéines G et les

messagers secondaires produits correspondants identifiés jusqu’a ce jour.

1.6.1 Récepteurs EP (Tableau II, tableau III)

La PGE; a la particularité de démontrer une grande variété d’effets physiologiques
et pathologiques dans divers cellules et tissus. PGE; exerce ses effets via les récepteurs EP
qui sont distribués ubiquitairement dans |’organisme. Une grande spécificité de liaison de
la PGE; a été observée dans le cerveau. les reins. I’utérus, le foie, le thymus et la médulla
surrénales (Robertson, 1986). PGE, posséde des actions opposées dues a la multiplicité des
sous-types de récepteurs EP (EP,. EP>. EP3 et EP4) et au couplage de ces isoformes a
différentes voies de signalisation. L'ordre de puissance des prostanoides & lier les

récepteurs EP est comme suit: PGE». PGl,, PGF»,, et PGD..

1.6.1.1 Récepteurs EP,

Les récepteurs EP; médient la contraction du muscle lisse dans plusieurs systémes
(tractus GI, respiratoire) et tissus (vas deferens, vessie, myometre, sphincter de I’iris). De
plus, les récepteurs EP| médient la libération de neurotransmetteurs (Coleman, 1994) et
peuvent jouer un role important dans la régulation de la croissance puisque I’entrée de Ca**
extracellulaire provoquée par PGE, induit les geénes c-myc, c-fos et erg-I associés a la

croissance (Danesch, 1994). L expression des récepteurs EP| est détectée dans les reins et
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les poumons mais elle reste faible comparativement aux autres EP. Dans le rein, les
récepteurs EP; sont situés dans les canaux collecteurs corticaux ou ils médient I’inhibition

de ’absorption du sodium en augmentant les niveaux de Ca®" intracellulaire Guan, 1998).
P g

Tabeau II: Classification des récepteurs des prostanoides et leurs signaux de
transduction.

Ligand Type Sous-type Isoforme Protéine G  Signal transduction
PGD, DP Gs TAMPc
PGE, EP EP, Gq(?) TP;, TCa™
Variante tEP, 9 4Ca*" (coexprimé avec EP,)
EP, Gs TAMPc
EP, Gs
EP; EP3A G, Iﬁgz
EP3B G, TAMPc
EP3C G, TAMPc
EP3D Gisiq {AMPc, TAMPc, TIP;
EP3la.b ?
EP3II ?
EP311I ?
EP3IV ?
EP3V ?
EP3VI ?
EP3e ?
EP3f 2
PGF,, FP Gy Tp;, TCa®*
PGI, IP Gysq TAMPc, T1IP;
TXA, TP TP, Gerg TAMPc, TIP;
TP; Gan LAMPc, TIP;

Note: Modifié de Narumiya et al., 1996; Kotani et al., 1997. Résultats obtenus dur des
récepteurs de différentes espéces: TP humain, isoformes EP3 bovins (A-D) et humains (I-f),
variante rEP; de rat, les autres proviennent de la souris. IP3 = inositol triphosphate.
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Tableau III: Agonistes et antagonistes sélectifs des sous-types de récepteurs EP d’aprés
Coleman et al., 1994; Abramovitzet al.. 2000. ND: non déterminé.

EP, EP, EP; EP,
~ Agonistes 17-phényl-o-trinor Butaprost M&B28767 ND
PGE, 11-désoxy 11-désoxy PGE;
PGE; sulprostone
GR63799X
enprostil
Antagonistes AH6809/ SC19220 ND ND AH23848B

Chez I’humain, le récepteur EP; contient 402 acides aminés avec une masse
moléculaire de 41, 858 (Funk, 1993) et posseéde 85% d’homologie avec le récepteur EP; de
la souris (Watabe, 1993). Les récepteurs EP, humain et murin contiennent des sites de
phosphorylation pour la kinase dépendante de I’AMPc (PKA) dans les lére et 3éme
boucles intracellulaires et pour la PKC dans la 3éme boucle intracellulaire. La
phosphorylation du site de la PKC du récepteur EP, bloque la liaison du récepteur avec sa
protéine G, ce qui produit la désensibilisation a court et & long terme du récepteur EP,

(Watabe, 1993; Okudu-Ashitaka, 1996).

Des études ont démontré que la contraction de la trachée du cochon d’Inde
déclenchée par PGE, via les EP; est totalement dépendaﬂte du Ca* extracellulaire
(Coleman, 1994). De plus. les récepteur EP; humains sont fonctionnellement couplés a une
augmentation de Ca®" intracellulaire (Funk, 1993). Or il a été démontré que la liaison de la
protéine Gq aux récepteurs active la phospholipase C, ce qui méne a I’accumulation de

I'inositol 1, 4, S-triphosphate (IP;) et & la mobilisation des stocks de Ca®" intracellulaire
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(Suba & Roth. 1987; Katoh. 1995) et/ou a I’entrée de Ca®" extracellulaire. Dans certains
cas d'augmentation du Ca® libre qui est dépendante de la disponibilit¢ du Ca®*
extracellulaire (EP, de souris exprimés dans des cellules CHO). on observe peu ou pas de
modification de la formation d’IP; et aucune variation des niveaux d’AMPc n’a été
observée (Watabe, 1993). L absence d'activation de PLC fut également observée dans les

cellules RCCT (Hebert. 1991) et myométriales (Asboth. 1996).

Un nouvel isoforme de EP, qui ne posséde pas de C-terminal cytoplasmique a été
récemment identifié (rEP,-v) et isolé a partir d'une banque d’ADNc d’utérus de rat
(Okudu-Ashitaka, 1996). Cet isoforme est trés exprimé dans les reins et démontre une
affinité et une spécificité de liaison du ligand similaires a la forme rEP, chez le rat mais qui
n'est pas directement couplé aux systemes de signalisation. Les données ont mis en
évidence que ce nouvel isoforme interfére avec la signalisation médiée par les autres
récepteurs EP: quand rEP)-v est co-exprimé avec rEP;, la mobilisation du Ca**
normalement médiée par ce dernier est supprimée de fagon significative. De méme, la co-
expression de rEP,-v avec EP, inhibe la formation d’AMPc médiée par EP4. Cet isoforme
de EP, semble donc atténuer I’action de PGE; dans les tissus et constitue un exemple de

“cross-talk” entre les sous-types de récepteurs d’une méme PG.

1.6.1.2 Récepteurs EP» et EPy

Les EP, sont plus largement distribués dans l'organisme que les EP,. Ils ont été
identifiés dans le muscle lisse vasculaire, gastrointestinal, trachéal et utérin de différentes
espéces et médient la relaxation et la vasodilatation des lits vasculaires et des vaisseaux
sanguins, respectifs ou ils sont présents (Negishi, 1993; Coleman, 1994). Les récepteurs

EP, médient la libération de secrétions a partir de cellules épithéliales et inhibent la
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libération des médiateurs inflammatoires par les cellules de I’inflammation (mastocytes).
Les récepteurs EP; sont également présents au niveau des nerfs afférents sensoriels. De
plus. des ¢tudes ont récemment démontré que les récepteurs EP» exergaient un puissant
effet régulateur sur ’homéostasie de la pression artérielle (Kennedy, 1999) et sur la
fertilisation de ’ovule in vivo (Tilley, 1999). En effet. les souris déficientes en récepteurs
EP, démontraient une hypotension sensible au sel et une diminution de la fertilité due a des

difficultés précédant I'implantation.

Le récepteur EP; de souris a un poids moléculaire de 40. 478 kDa et contient 362
acides aminés. L"ARNm du récepteur EP, est trées abondant dans ['utérus, la rate, les
poumons. le thymus. I’iléum, le foie et ’estomac (Katsuyama, 1995). Les récepteurs EP,
sont couplés a la protéine Gs et leur activation entraine celle de 1'adénylate cyclase et donc

une augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc (Coleman. 1994).

Les récepteur EP,, comme les récepteur EP,, causent une relaxation notamment de
la veine saphéne de porc (Coleman, 1994). Cet effet vasculaire semble médié par une
augmentation d’AMPc causée par |'activation de la G; et de ’adénylate cyclase (Coleman,
1994). Les récepteurs EP, différent des récepteurs EP» puisqu’ils ne sont pas activés par le

butaprost mais ils peuvent étre sélectivement antagonisés par AH23848 (Coleman, 1994).

Contrairement aux autres récepteurs de PGE,. les récepteurs EP, et EP4 possédent
de longues terminaisons carboxyliques similaires a celles des récepteurs B;-adrénergiques.

Les récepteurs EP, et EP4 possédent des sites potentiels de phosphorylation pour la PKA et
beaucoup de sérines et thréonines pour la phosphorylation du C-terminal et qui servent

donc comme des sites de régulation de la désensibilisation (Negishi, 1993).
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Les récepteurs EP; sont ubiquitairement distribués et des niveaux €levés d’ARNm

ont été détectés dans le duodénum, I’iléum. la rate, le thymus, les poumons, le cceur,
I’utérus et un peu moins dans les glomérules rénaux ou ils pourraient étre impliqués dans la
filtration glomérulaire (Breyer, 1996). PGE, posséde des propriétés de régulation
immunitaire puisque [’activation des récepteurs EP, et EPs régule I’activité des
lymphocytes B (Fedyk & Phipps, 1996). Les souris transgéniques déficientes en récepteurs
EP4 ont un taux de survie trés diminué et le canal artériel ne se ferme pas chez les NN qui

décedent d’cedeme pulmonaire (Nguyen, 1997; Segi, 1998).

1.6.1.3 Récepteurs EP;

Les récepteurs EP; exercent différentes actions dont la contraction utérine. la
régulation de la libération des neurotransmetteurs, 1’inhibition de la sécrétion d’acide
gastrique, la lipolyse des tissus adipeux, la réabsorption de sodium et d’eau par les tubules
rénaux, la glycogenolyse et I’oxydation des acides gras dans les hépatocytes, la libération
d'HA et de catécholamines de la surrénale (Coleman. 1994). Une étude récente sur des
souris “KO” a démontré que les récepteurs EP; médient également la fiévre induite par le
LPS (Ushikubi, 1998). Des études récentes ont démontré que les récepteurs EP; activent la
MAPK et donc sa translocation nucléaire (Burkey & Regan, 1995), la petite protéine G Rho
(Katoh, 1996), et régulent la signalisation NF-kB-dépendante (Meyer-Kirchrath, 1998). les
canaux calciques dépendants ou non du voltage (Tanaka, 1998) ainsi que les canaux de

chlore (Sakai, 1995).

Les récepteurs EP; exercent leurs effets via |’activation de plusieurs voies de
signalisation tels que l’entrée de calcium extracellulaire, I’activation de la PLC et la

mobilisation de calcium intracellulaire qui en résulte via Gi (Nishigaki, 1993). L’inhibition
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de I’adénylate cyclase via Gi et la stimulation du métabolisme du phosphoinositide via une
protéine G résistante a ’action de la PTX. Ce couplage différentiel des récepteurs EP; a
différentes protéines G et a différents effecteurs est du a ’épissage alternatif d’un méme
géne qui produit plusieurs isoformes de EP3 chez le rat, la souris, le lapin, le bovin et
["humain (Fig. 1.3) (Narumiya, 1996). Ces isoformes qui différent par leur terminaisons C-
terminales ont une spécificité et une affinité de liaison a leur ligand identiques méme si le
couplage aux protéines G est différent (tableau IV). Divers agonistes spécifiques du
récepteur EP3 ont €t€¢ développés comme le M&B28767, GR63799X et le sulprostone qui
sont plus puissant que I’agoniste naturel PGE; (Coleman, 1994; Abramovitz, 2000). Les

antagonistes spécifiques des récepteurs EP; restent a développer.

1.6.2 Récepteurs FP (Tableau II)

La PGF,, produit une constriction du muscle lisse bronchique, trachéal,
gastrointestinal, utérin et vasculaire et exerce un rdle primordial durant la lutéolyse chez
plusieurs espéces (Coleman, 1994). L ordre de puissance des agonistes pour le récepteur FP
est: PGFy = fluprosténol > PGD; > PGE; > U46619 (TXA; mimétique, agoniste TP) >
iloprost (agoniste IP). Un antagoniste du récepteur FP, THG113, a été trés récemment

développé par notre laboratoire (Peri, 2002).

Les ADNc des récepteurs FP ont été isolés a partir de plusieurs espéces telles la
souris, le rat, la vache, I'homme (Pierce, 1997). Le récepteur FP de souris a un poids
moléculaire de 40. 007 et contient 366 acides aminées et sa séquence est trés similaire a
celle des récepteurs EP, (Sugimoto, 1994). L’ARNm du récepteur FP est trés abondant

dans le corps lutéal et moins dans les reins, le cceur, ["estomac et les poumons. Le récepteur
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FP cloné est couplé exclusivement a G4 et provoque 1’hydrolyse du phosphatidylinositol
(PI). Plusieurs sites potentiels de phosphorylation (sérines/thréonines) sont présents dans le
C-terminal. Un isoforme du FP, nommé FPg, qui est une forme tronquée du premier
isoforme, a ét¢ identifié. L’activation de FPg déclenche une plus grande production d’IP;
que la forme FP (Pierce, 1997). Des études sur des souris déficientes en FP ont révélé que
ce récepteur joue un role essentiel durant 1’accouchement puisque ces animaux ne

pouvaient pas donner lieu a des feetus a terme (Sugimoto, 1998).
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Figure 1.3. Représentation schématique des isoformes du récepteur EP; chez
I’humain (365 - 425 acides aminés, 7 domaines transmembranaires) issus de l’eplssage
altérnatif au niveau du C-terminal. Modifié de Namba et al., 1993. Les acides aminés en
bleu sont homologues a ceux chez la souris, rose: acides aminés conservés dans tous les
récepteurs de prostanoides, jaune: acides aminés conservés dans tous les récepteurs des
prostanoides chez ’humain, vert: acides aminés spécifiquement conservés des récepteurs
EP.
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Tableau IV: Le couplage des isoformes du récepteur EP; aux protéines G varie en
fonction des espéces. modifié d'apres Irie et al., 1993 et Namba et al.,

1993.
Souris Bovin
o G; A G;
B G; B G
y Gi/Gq C G
D Gy/G;
Gq

1.6.3 Récepteurs DP (Tableau II)

La PGD, est un des prostanoides majeurs dans certains tissus tels le cerveau, la rate,
la moelle osseuse et la peau (Giles & Leff. 1988) PGD, est produite par les mastocytes en
réponse a des stimuli immuns. PGD, inhibe [’agrégation plaquettaire, provoque la
vasodilatation systémique. la relaxation des muscles lisses vasculaires et non vasculaires
mais peut également médier une constriction bronchique et pulmonaire (Campbell &
Halushka, 1996). PGD, modifie les fonctions nerveuses autonome et sensorielle et joue un
réle important dans le SNC (induction du sommeil, température corporelle, odorat,
libération hormonale et analgésie). Cependant, les mécanismes d’action de la PGD; ne sont

pas encore élucidés.

L’ARNm du récepteur DP est abondamment exprimé dans I’iléum, les poumons
k]

I"estomac et I’utérus. Le récepteur DP de souris a un poids moléculaire de 40, 012, posséde
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357 acides aminés (Hirata, 1994) et démontre un grand degré d’homologie avec les
récepteurs EP,, EP4 et IP. Le récepteur DP est couplé a I'adénylate cyclase via Gs qui
provoque une augmentation des niveaux d’AMPc. Les analogues sélectifs de PGD, pour

les récepteurs DP incluent I’agoniste BW 245C et I’antagoniste BW A868C.

1.6.4 Récepteurs [P (Tableau II)

PGI, est principalement synthétisée par les cellules endothéliales vasculaires, elle
inhibe [’agrégation plaquettaire et provoque la vasodilatation des lits vasculaires
pulmonaires. Ces effets contrent les actions d’agrégation et de vasoconstriction du TXA,; et
contribuent au maintien de ’homéostasie circulatoire (Negishi, 1993a). PGI;. comme
PGE,, médie I’hyperalgésie. Les récepteurs [P ont été détectés dans des neurones sensoriels
et jouent un role déterminant dans la douleur lors de I'inflammation. En effet, les animaux
qui n’expriment pas les récepteurs [P démontrent une diminution de la douleur (Bley,

1998).

PGI, est instable et elle est rapidement dégradée en 6-céto-PGF;,. L ordre de
puissance des ligands des récepteurs IP: PGl, > PGE, > PGE; > 6-céto-PGF,, > PGF,
PGDs. L’iloprost est un agoniste puissant des récepteurs IP mais aucun antagoniste n’a été
découvert a ce jour. Le récepteurs IP de souris a un poids moléculaire de 44, 722 et posséde
417 acides aminés. L’ ARNm du récepteurs IP de souris est tres abondant dans le thymus. la
rate. le cceur et les poumons (Namba, 1994). Des niveaux élevés d’expression sont observés
dans les reins chez I’humain (Boie. 1994) ou ils exerceraient une action vasodilatatrice en

plus de médier la libération de la rénine de I’appareil juxta-glomérulaire (Ito, 1989).
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Le récepteur IP est couplé a Gs et active I'adénylate cyclase, ce qui augmente les
niveaux d"AMPe et inhibe "agrégation plaquettaire. Lorsque les concentrations de PGl
sont trés élevées. le récepteur [P de souris peut également déclencher I’hydrolyse du
phosphatidylinositol (Namba, 1994) qui n’est inhibée ni par la PTX ni par la toxine du
choléra; ce qui suggére que le récepteurs IP serait couplé a une protéine G de type G

(Ushikubi, 1995). Il a été également rapporté que PGl induit 'augmentation de la

concentration de Ca”” libre dans plusieurs lignées de culture cellulaire (Watanabe. 1991).

1.6.5 Récepteurs TP (Tableau II)

Le récepteur de TXA; (TP) a été cloné au début des années 1990 (Hirata, 1991). Le
TXA, est trés instable et se dégrade en TXB,. TXA; est un puissant vasoconstricteur et un
activateur de ['agrégation plaquettaire qui cause une modification de la morphologie
plaquettaire (Negishi, 1993a). Les activités biologiques du TXA; sont opposées a celles du
PGIl,. TXA, est considéré comme un médiateur de I’infarctus du myocarde, de
I"athérosclérose et de l'asthme bronchique (Negishi, 1993a). Il existe peu de ligands

sélectifs du récepteur TP et leur ordre de liaison au récepteur est comme suit: TXA; >

PGqu > PGIZ > TXBZ

Le récepteur TP est abondant dans le muscle lisse vasculaire et les plaquettes.
L"ARNm du récepteur TP est abondant dans le thymus suivi de la rate, les poumons, et les
reins. Une expression plus faible est détectée dans le cceur, I'utérus et le cerveau. L’ARNm
du récepteur TP est trés exprimé dans le placenta chez I'humain. Les récepteurs TP jouent
un rdle dans la différentiation des thymocytes et I'apoptose des thymocytes immatures

(Ushikubi, 1993). Les souris qui n’expriment pas les récepteur TP ont des réponses
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hémodynamiques altérées et leurs plaquettes ne s’agrégent pas apreés exposition au TXA,

(Thomas, 1998).

L épissage alternatif du récepteur TP a produit deux isoformes chez I’humain: le
TP, plaquettaire / placentaire (Hirata, 1991) et le TPy endothélial (Halushka, 2000). Ce
dernier posséde un C-terminal différent (Rachowdhury, 1994) et il est présent dans les
plaquettes (Hirata, 1996). TP, peut étre fonctionnelement lié a la PLC via Gq et a Gy, ce
qui provoque la mobilisation du Ca*" intracellulaire (Kinsella, 1997). Malgré le fait que les
deux isoformes des TP démontrent une activation similaire de la PLC, ils exercent des
effets opposés sur I’activité de 1’adénylate cyclase qui est stimulée par TP, mais inhibée
par TPy (Hirata, 1996). Les récepteurs TP peuvent se coupler a Gj, G2 et Gij3 méme si

I’effet de cette activation sur la fonction n’est pas encore connu (Offermanns, 1994).

La section précédente a donné un bref apergu des voies de signalisation multiples et
de la grande diversité des situations physio-pathologiques dans lesquelles les récepteurs des
prostanoides sont impliqués. Les récepteurs EP semblent jouer un rdle important dans le
contrdle de la vasomotricité du CA durant la période périnatale. Les niveaux augmentés de
PAF durant cette méme période indiquent un réle de ce médiateur dans la vasomotricité du
CA en périnatal (chapitre 3). Nous allons essayer de mieux comprendre dans la prochaine
section les voies de PAF. ses effets et ses voies de signalisation via son récepteur
spécifique. Le réle que joue PAF dans la fermeture du vaisseau a la naissance est discuté

dans les chapitre 3 et 4.
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1.7 PAF

Le facteur d’activation plaquettaire (PAF) est le nom trivial du phospholipide 1-O-
alkyl-2-acétyl-sn-glycero-3-phosphocholine qui est un puissant médiateur de plusieurs
fonctions physiologiques et pathologiques. A faible concentration (107'* — 107 M), PAF est
un médiateur pléiotropique de plusieurs éveénements patho-physiologiques comme
I"agrégation plaquettaire (10™'° M). I'inflammation, I"allergie, le choc, la thrombose et
I’athérosclérose. L’administration aigué¢ de PAF entraine une hypertension transitoire au
niveau des veines porte et pulmonaire et une diminution du débit cardiaque chez plusieurs
especes animales (Bessin., 1983). Chez I'humain, PAF est synthétisé par beaucoup de:
cellules et tissus tels les granulocytes. les macrophages, les cellules endothéliales, les

poumons. I’utérus, le cerveau et les reins.

1.7.1 Svntheése

1.7.1.1 Voie de remodelage

PAF est synthétisé par deux voies enzymatiques (Fig. 1.4): la voie de novo et la
voie de remodelage ou la longue chaine d’acides gras acyle des phospholipides cellulaires
est remplacée par un acétyle. Cette voie de synthése de PAF est surtout utilisée dans un
contexte inflammatoire. PAF n’est pas stocké sous forme de son précurseur mais il est
rapidement synthétisé par les cellules de I’'inflammation en réponse & des stimuli cellulaires
spécifiques. La stimulation de la production de PAF via la voie de remodelage active la
PLAc Ca3+-dépellda11le (et MAPKs-dépendante), qui hydrolyse les phosphatidylcholines
en lysophosphatidylcholines (Leslie, 1997). La PLA>c démontre une grande spécificité
pour I’arachidonyl en s1-2, ce qui constitue la premiére étape essentielle pour la synthése
de PAF vu que les macrophages péritonéaux stimulés de souris déficientes en PLAc par

“knock-out” ou par recombinaison homologue ont presque complétement perdu la capacité
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de produire PAF (Bonventre, 1997; Uozumi, 1997). Les leucocytes en culture dans un
milieu sans arachidonate démontrent une diminution de 85% de la synthése de PAF, ce qui
met en évidence la forte corrélation entre la synthése de PAF et celle des eicosanoides
(Chilton & Connell, 1988). La seconde étape de la synthése de PAF par la voie de
remodelage est médiée par I’acétyl-CoA-lysoPAF acétyltransférase qui est activée par le
Ca’* et la phosphorylation médiée par des kinases (Nieto, 1988; Baker & Chang. 1997)
comme la MAPK p38 dans les leukocytes (Nixon. 1999). Cette acétyltransférase posséde
peu de spécificité pour la liaison sn-1 et elle va former PAF a partir du 1-alkyl-sn-glycéro-

3-phosphatidylcholine (lyso-PAF) ou du lysophosphatidylcholine in vitro (Lee, 1985).

1.7.1.2 Voie de novo (Fig. 1.4)

PAF peut étre synthétisé par une voie alternative: celle de la synthése de novo qui
implique une lysoglycérophosphate acétyl-CoA acétyltransférase distincte de la précédente
puisqu’elle transfere un groupement phosphocholine & un alkyl acétyl glycérol (Lee. 1986).
Cette voie contribuerait & la synthése de PAF nécessaire au maintien des fonctions
cellulaires physiologiques contrairement au PAF qui provient de la voie de remodelage lors

de I'inflammation.

1.7.2 Stockage et libération

PAF est synthétisé a I’intérieur de la cellule et la voie de son transport a I’extérieur
demeure inconnue. Deux sources majeures de PAF, les cellules endothéliales (Prescott,
1984) et les leucocytes (Lynch & Henson, 1986) retiennent PAF qu’ils produisent; les
cellules endothéliales présentent PAF a la surface cellulaire pour la communication

intercellulaire (Mclntyre, 1985). Les monocytes, par contre, libérent spontanément la
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majorité du PAF qu’ils synthétisent (Elstad. 1988), tandis que les leucocytes, sous certaines

conditions, peuvent libérer une partie du PAF qu’ils produisent (Cluzel, 1989).
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Figure 1.4. Synthése de PAF par voie de remodelage (droite) et de novo (gauche)

d aprés Montrucchio et al.. 2000.

1.7.3 Meétabolisme de PAF: les PAF acétyl hydrolases

La dégradation de PAF se fait par élimination du groupement acétyle en position

sn-2 afin de générer le lyso-PAF et I’acétate (Fig. 1.5) (Stafforini, 1997). Cette réaction est

catalysée par la PAF acétylhydrolase [1-alkyl-2-acétyl-glycérophosphocholine estérase (EC

3.1.1.47)]. PAF-AH constitue le group VI des phospholipases A2 (Dennis, 1997). Les

PLA, sont des enzymes qui régulent l'activation cellulaire (Stafforini, 1997). Tous les

substrats des PAF-AH ont de puissants effets biologiques qui peuvent mener a des

événements pathologiques quand leur concentration est trop élevée. Les PAF-AH sont donc
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des terminatrices de signal et ne sont pas trés précisément régulées puisqu’elles inactivent
les messagers et les molécules biologiquement actives souvent produites par I’action des
autres PLA;. Les PAF-AH agissent sur un seul type de phospholipides qui sont
biologiquement actifs ou toxiques et elles ne requiérent pas de calcium pour leur activité.
La spécificité de substrat constitue donc le seul mécanisme par lequel les phospholipides de
la membrane normale sont protégés d’une hydrolyse constitutive. En résumé, deux
caractéristiques distinguent la réaction catalysée par les PAF-AH: les enzymes agissent en
absence de calcium et elles hydrolysent des phospholipides spécifiques qui ont des courtes

chaines en position sn-2.

0  CHy-F.-

PAF CHp - i 2 5
n | acetylhydrotase i (
Rga-C-0O-CH o + HyD e {HO - CH ° + .
I :
CH0 - F—O-CH:—CH2~N* (CHa)y CH0 —!I’ ~O-CHp—CHa~N" (CHz1y
(o) o
Where R, . OI(CH:}, CH,
| Na15-17
1
Ay = O-C(CHyjCH,
n=0-8
Ry = (CHynCH, X - COOH
Ry = {CHp)n X.Y.Z Y = CHO
2=CHOH

Figure 1.5. Réaction catalysée par les PAF acétylhydrolases (PAF-AH). PAF-AH
reconnait PAF ainsi qu’une famille d’analogues structuraux. Le type de liaison présente a la
position sn-1 n’affecte pas I’activité catalytique, d’aprés Prescott et al., 2000.

1.6.3.1. Isoformes intracellulaires

On distingue trois isoformes distinctes de PAF-AH intracellulaire: les isoformes Ia,
Ib et II. L'isoforme Ia n’est pas bien caractérisée mais ses propriétés suggérent qu’elle
pourrait étre formée d’hétérodiméres des sous-unités de la forme Ib (a;-02). La PAF-AH II
est trés exprimée dans le foie et les reins (Hattori, 1996). L’isoforme II a été initiallement

purifié & partir de foie bovin et consiste en monomére de 40-kDa et de 392 acides aminés
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qui posséde 41% d’homologie avec la PAF-AH extracellulaire plasmatique (Hattori, 1996).
L'isoforme II contient également la séquence consensus Gly-X-Ser-X-Gly qui est
caractéristique des lipases et sérine estérases (Hattori, 1996). Aucune homologie n’a été
notée avec la séquence en acides aminés des trois sous-unité de 1'isoforme Ib intracellulaire
(Hattori, 1996). PAF-AH II partages beaucoup de similitudes structurales et fonctionnelles
avec la forme plasmatique puisqu’elle hydrolyse PAF et les phospholipides avec de courts
groupements acyle en position sn-2 (Hattori. 1995). PAF-AH II est un détecteur de I’état
réd-ox de la cellule, change rapidement (20 min) de localisation intracellulaire en réponse
aux besoins cellulaires et empéche les dommages causés par 1'oxydation lipidique en

hydrolysant les phospholipides oxydés (Matsuzawa, 1997).

La PAF-AH Ib intracellulaire, qui requiert I’acétate en sn-2. est le seul membre du
groupe qui a une spécificité absolue pour PAF (Hattori, 1993). L’isoforme Ib est un
complexe semblable a celui des proteines G puisque c’est un hétérotrimére avec deux sous-
unités catalytiques o (o et ay, 29- et 30- kDa) et une sous-unité régulatoire B (45 kDa)
(Ho, 1997). La grande sélectivit¢ de PAF-AH Ib pour PAF et [’exclusion des
phospholipides avec des groupements sn-2 acylés plus longs peut étre expliquée par les
caractéristiques structurales du site actif de la sous-unité o, (Ho, 1997). Trois acides aminés
(deux leucines et une thréonine) rentrent en contact avec le groupement méthyle de
['acétate et donnent un méthyle pour former la poche hydrophobe afin que le groupement
acétyle du substrat puisse s’y lier. Ces acides aminés sont conservés dans la sous-unité oo,
ce qui suggere qu’elle soit aussi trés spécifique pour PAF. La majorité des tissus chez

["adulte, sauf le cerveau, expriment la sous-unité o, (Manya, 1998).
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Le PAF-AH Ib est impliqué dans les événements liés au développement et 2
I"homéostasie du cerveau comme la formation du cortex cérébral, la migration neuronale
(Albrecht, 1996), la plasticité neuronale et la formation de la mémoire (potentialisation a
long terme) (Kato, 1994). La sous-unité régulatrice 3 de PAF-AH Ib est le produit du géne
LIST et des mutations de cette sous-unité causent la lisencéphalie de Miller-Dieker (Hattori,
1994) qui se caractérise par une migration neuronale défectueuse et des convulsions
(Shmueli, 1999). La sous-unité f3 contient plusieurs séquences répétées WD-40 (Hattori,
1994), ce qui lui permet d’interagir avec la tubuline et les protéines associées aux
microtubules aprés le déclenchement expérimental des convulsions (Shmueli, 1999). La
sous-unité B régule I’activité finale de I’hétérotrimére PAF-AH Ib a différentes étapes du
développement (Albrecht. 1996; Manya, 1998). ce qui ménerait & I'accumulation de PAF
couplée a la migration neuronale. La sous-unité B active les a,-0; homodiméres qui sont
exprimés dans le cerveau d’adultes chez qui une importante accumulation de PAF a lieu, ce

qui causerait des convulsions (Manva. 1998).

1.6.3.2. Isoforme plasmatique

La forme secrétée circule dans le plasma sous forme de complexe avec des
lipoprotéines (Stafforini. 1987). L’isoforme plasmatique hydrolyse PAF et les
phospholipides oxydés qui ont de longues chaines acyl en sn-2 (Stremler, 1991) et qui
contiennent un groupement carbonyle a l'extrémité o de la éllaille acyle. La PAF-AH
plasmatique a une distribution ubiquitaire. Chez [’adulte, I'expression de PAF-AH
plasmatique est trés importante dans les ovaires. le placenta. le foie, les nceuds
lymphatiques, la glande thyroide et dans la rate chez le feetus. L’expression est faible dans

les poumons et dans toutes les régions du cerveau sauf dans I’hippocampe ou elle est trés
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élevée (Cao, 1998). L’isoforme plasmatique de la PAF-AH est sujet a une régulation
hormonale (Pritchard, 1987). Les oestrogénes diminuent in vivo I’expression de ’enzyme
chez le rat adulte (male et femelle) tandis que la progestérone a I’effet inverse (Miyaura,
1991). L accouchement (Yasuda & Johnston, 1992), le développement périnatal (Yasuda &
Johnston, 1992), les glucocorticoides (déxaméthasone) (Yasuda & Johnston, 1992), les
agents pro-inflammatoires (IFN-y et le LPS) (Cao. 1998), les facteurs de transcription
induits par la différentiation sont aussi impliqués dans la régulation de I'expression et/ou de
Iactivité de la PAF-AH plasmatique (Cao, 1998). PAF exogeéne stimule la transcription de
PAF-AH plasmatique de fagon dose-dépendante dans les cellules HEK293 qui

surexpriment le récepteur de PAF (Cao, 1998).

Tjoelker et al. ont été les premiers & établir directement les propriétés anti-
inflammatoires de la PAF-AH in vivo (Tjoelker. 1995) puisque [I’administration de
’enzyme bloquait I’cedéme induit par PAF dans un modéle de pleurésie et diminue la
fréquence du diabéte de type I en diminuant la concentration de PAF dans les ilots de
Langerhans, ce qui protége les cellules B de I’inflammation (Lee, 1999). PAF-AH a
également un effet bénéfique sur I’évolution de I’entérocolite nécrosante du nouveau-né
(Caplan, 1997) et la pancréatite (Hofbauer. 1998). PAF-AH plasmatique a été la cible de
plusieurs études cliniques de maladies liées a I’inflammation telles I’arthrite. la septicémie
et les maladies vasculaires (Imaizumi, 1995). En général, les maladies associées a
’inflammation et aux réactions oxydatives qui libérent des radicaux libres entrainent une
inhibition de I’activité de la PAF-AH plasmatique. Diverses mutations qui provoquent la
perte compléte de I’activité de la PAF-AH plasmatique ont été associées a des symptomes
plus séveres de I’asthme (Stafforini, 1999) et a des anomalies cardiovasculaires chez les

hommes japonais comme les maladies vasculaires coronariennes (G994T) (Yamada, 1998),



47

les accidents vasculaires (V279F) (Hiramoto. 1997) et les cardiomyopathies dilatatoires
non familiales (G994T) (augmentation de la masse ventriculaire gauche et de I'index de

masse ventriculaire gauche) (Ichihara, 1998).

Toutes les formes de PAF-AH sont inhibées par le di-isopropylfluorophosphate
Pefabloc (Boehringer Mannheim) et le fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) qui
possédent une sérine dans leur site actif comme cela a été illustré par des études
biochimiques et de mutagénése (Stafforini, 1987; Hattori, 1993; Hattori, 1995). De plus, il
a été démontré que les analogues structuraux de PAF agissent comme des substrats et/ou
des inhibiteurs compétitifs de I'activité de PAF-AH (Adachi, 1997). Les antagonistes du
récepteur de PAF qui sont des mimétiques structuraux de PAF sont également de bons
inhibiteurs de Pactivité des PAF-AH (Adachi. 1997). La prochaine section sera un bref
apergu des effets les plus communs de PAF dans I’organisme. Nous insisterons sur les
effets cardiovasculaires de PAF afin de mieux élucider le role de ce médiateur sur le

contrdle vasculaire du CA lors de la période périnatale.

1.7.4 Effets physio-pathologiques de PAF

PAF est trés connu pour son role dans les systémes vasculaire et inflammatoire,
mais il transmet également I'information entre les cellules dans le SNC et au niveau des
organes endocriniens, GI et autres. La grande diversité et la précision des mécanismes de
contrdle de la concentration endogéne de PAF indiquent une spécialisation de la fonction
de ce phospholipide comme signal intercellulaire. Par conséquent, une signalisation peu ou

pas régulée de PAF est associée a plusieurs maladies chez I’humain (Prescott, 1999)
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1.7.4.1 Effets de PAF sur I’endothélium

L’endothélium régule I’homéostasie du microenvironnement en affectant le trafic
des macromolécules et des cellules de la circulation sanguine vers les tissus. Les molécules
impliquées dans le contréle de ce trafic sont des médiateurs solubles. des récepteurs de
surface qui traduisent les signaux extérieurs et les molécules d’adhésion. Dans ce cadre,
PAF agit comme un régulateur autocrine (Heller, 1992) et paracrine des fonctions
endothéliales. Plusieurs stimuli sont capables d’induire la synthése de PAF a partir de
I"endothélium tels la thrombine, les substances vasoactives et les cytokines pro-
inflammatoires, ce qui suggére que PAF puisse transmettre et amplifier les signaux
transmis a ces médiateurs. Les deux fonctions principales des cellules endothéliales
régulées par la synthése de PAF sont la fonction de barriére des cellules endothéliales et

celle d’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales avant la transmigration.

Perméabilité des cellules endothéliales

PAF augmente in vitro la perméabilité de cellules endothéliales humaines en culture
et induit les changements du cytosquelette qui méne au raccourcissement cellulaire et a la
formation des jonctions intercellulaires (Bussolino. 1987). Les changements de
morphologie cellulaire causés par PAF sont associés a I’activation calcium-dépendante de
canaux potassiques et a |'hyperpolarisation de la membrane cellulaire. PAF induit la
production de plusieurs substances vasoactives par les cellules endothéliales humaines de
fagon dose-dépendante telles la PGI, et le TXA> (D'Humieres, 1986) et I’activateur du
plasminogéne (Emeis & Kluft, 1985). PAF induit I’augmentation de [Ca2+]i via la
production d’IP; (Bussolino, 1985; Bkaily, 1996) et I’ouverture de canaux calciques.
L’activation de la PLA; qui s’en suit provoque la synthése des LKs et du TXA, qui sont

impliqués dans les changements de perméabilité et dans la constriction artériolaire.
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Interaction endothélium-leucocytes-plaqueties (Fig. 1.6)

Trois étapes sont impliquées dans la migration des neutrophiles de la circulation
sanguine vers les tissus inflammés (Butcher. 1991). La premiére étape requiert |'interaction
transitoire des leucocytes avec les cellules endothéliales. Cette étape est médiée par des
molécules de surface, les séléctines et elle induit le roulement (sans fixation) des leucocytes
le long de la paroi vasculaire. La deuxiéme étape implique I’activation des leucocytes en
contact avec I’endothélium via les sélectines. Cette activation méne a une adhésion stable
dépendante des intégrines exprimés a la surface des leucocytes avec la famille des
immunoglobulines & la surface des cellules endothéliales. Durant la troisiéme étape, la
transmigration des cellules endothéliales & travers la paroi vasculaire est induite par
chimiotaxie (Springer. 1994). PAF est considéré comme un médiateur de |'interaction
leucocytes-endothélium qui pourrait participer a la phase d’activation (Zimmerman, 1992).
PAF stimule le récepteur endothélial. promouvoit I"expression de la P-sélectine et la perte
rapide et sélective des protéoglycanes sulfatés. ce qui diminue les charges répulsives entre
les cellules et qui augmente donc I'attraction entre les cellules endothéliales et les

neutrophiles (Silvestro, 1994).

1.7.4.2. Role de PAF et des plaguettes dans la thrombose

PAF est libéré par les plaquettes aprés stimulation avec I’ionophore de calcium A23187,
la thrombine et le collageéne. Cette activation plaquettaire est ADP- et AA-indépendante. La
perfusion parentérale de PAF chez le cochon d’Inde provoque la formation d’une
thrombose in vitro. En effet. PAF altére ['organisation moléculaire des protéines du

cytosquelette qui controlent la perméabilité membranaire.
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Figure 1.6. Effets de PAF sur I'endothélium, d aprés Montrucchio et al., 2000.

Les cellules endothéliales stimulées par PAF se rétractent et perdent leur contact
réciproque, les fibres de stress deviennent irréguliéres ou disparaissent. L’ensemble de ces
effets est inhibé par les antagonistes du récepteur de PAF (BNS52021, CV3988 et
48740RP). PAF est un puissant amplificateur des réponses des plaquettes et des leucocytes
puisque de trés faibles doses (10™'¢ — 107" M) potentialisent la libération de O, et de OH
par les PMN et amene les plaquettes a synthétiser la thrombine, I’ATP, I’Il-1, qui agissent &
leur tour sur les cellules endothéliales pour produire plus de PAF. PAF et ’adrénaline, qui
sont libérés simultanément lors de crise cardiaque ou de chocs, exercent des effets
synérgétiques sur I’induction de I’agrégation plaquettaire. L’embolie peut étre évitée ou
supprimée avec [I’inhibiteur de PLA,; mépacrine (Bourgain, 1985), ’EDTA ou les

antagonistes du récepteur de PAF comme BNS52021. Dans ce cas, P’inhibition de la
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stimulation du récepteur de PAF empéche I’ activation des sites de liaison au fibrinogéne. ce
p p

qui entraine la résorption du thrombus (Braquet, 1987).

1.7.4.3.Inflammation aigiie

L’infusion systémique de PAF provoque une augmentation généralisée de la
perméabilité membranaire vasculaire et une agrégation des plaquettes. Cette
hémoconcentration (causée par un effet direct ou indirect sur ’endothélium) est
accompagnée par une hypotension réversible. L’injection intradermique de PAF aux
humains provoque une réaction biphasique avec une phase aigué et une phase tardive
semblable a celle des individus sensibilisés & des doses modérées d'allergéne. L’cedéme
endothélial et I'infiltration périvasculaire des PMN et des neutrophiles sont accompagnés
par une accumulation intravasculaire précoce des neutrophiles et par I’apparition tardive

(24h) des lymphocytes (Braquet, 1987).

1.7.4.4. Systéme cardiovasculaire

Effets du PAF exogéne

L’administration intraveineuse de PAF provoque une hypotension dose-dépendante
et diminue le débit cardiaque chez toutes les espéces étudiées (Feuerstein & Goldstein
1987). PAF a un etfet vasodilatateur quand ’endothélium des artéres coronaires est intact
mais 1l déclenche une vasoconstriction lorsque I'endothélium est endommagé comme lors
d’une ischémie (Kim. 1993). PAF exerce ses effets vasculaires (hypotension) directement
puisque cet effet n’est pas inhibé par le SNC, le systéme rénine-angiotensine ou par des
mécanismes muscariniques. -adrénergiques, dopaminergiques, histaminérgiques ou par les
eicosanoides, I’entrée de calcium, I’hormone de libération de la thyrotropine et les

stéroides (Lai, 1983: Kamitani, 1984). PAF peut également exercer des effets indirects via
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d’autres médiateurs dont il cause la synthése et la libération. L’hypotension persistante
retardée induite par PAF est médiée par 1"oxyde nitrique (NO) endothélial (Bourgain, 1985;
Moritoki. 1992). De plus, PAF est un puissant activateur des plaquettes et des leucocytes
dont la libération de substances vasoactives (TXA,) contribue aux effets hémodynamiques
de PAF. PAF provoque des arythmies de conduction allant du bloc A-V de deuxiéme degré
a la dissociation A-V compléte, des extrasystoles ventriculaires et 1'ischémie myocardique
(Saeki, 1985: Alloatti, 1987). Il provoque également le raccourcissement de la durée du
potentiel d action ainsi que la diminution progressive (en 10 min) du potentiel membranaire
de repos (canaux potassiques rectificateurs rentrants I, (Wahler, 1990)) et de la vitesse
maximale de dépolarisation (Alloatti, 1987). Ces effets sont indépendants de la libération
d’ACh a partir des terminaisons nerveuses car non affectés par 1'atropine (Benveniste,
1983), des prostanoides (Levi, 1984) et des LKs (Levi & Mullane, 1990) mais le calcium
joue un rdle important (Alloatti, 1987). PAF diminue les vitesses de contraction et de
relaxation et augmente la fréquence spontanée de battement (Massey, 1991) et cet effet
inotrope négatif est associé avec la diminution de [Ca*"]; (Pietsch. 1998). De plus. PAF
stimule, de fagon lipoxygénase-, PLA,- et protéine G-dépendante les canaux potassiques
muscariniques cardiaques dans les cellules auriculaires isolées (Nakajima, 1991) mais il
stimule les canaux calciques de type T et L de fagon dose-dépendante dans les myocytes

ventriculaires (Bkaily, 1996).

Pathologies cardiovasculaires associées &t PAF

PAF est détecté dans la circulation coronarienne in vivo dans des cas d’anaphylaxie
expérimentale (Pinckard, 1979; Piper & Stewart, 1986). L’action de PAF lors de
’anaphylaxie dépend de la libération de LKs et des autres vasoconstricteurs issus de

I’action de COX (Piper & Stewart, 1986). La synthése de PAF dans le myocarde a été



53

observée chez les patients aprés un infarctus du myocarde, une ischémie coronarienne
(Montrucchio, 1986) ou une angine instable (Tselepsis, 1999). Les cellules endothéliales
(Arnould. 1993) et les cardiomyocytes (Janero & Burghardt. 1990) sont a Porigine de la
synthése de PAF. L’effet de PAF dépend des plaquettes qui libérent I'HA, le TXA, et les
LKs (Montrucchio, 1989). L’infarctus aigu du myocarde est associé a une forte diminution
de Pactivité de la PAF-AH plasmatique, ce qui prolonge la demi-vie de PAF (Stephens,
1993) et augmente I’agrégation plaquettaire dans les premiéres 48h aprés le début des
symptomes (Tselepis, 1991). Des études cliniques ont démontré des niveaux élevés de PAF
dans les artéres coronaires de patients qui souffrent d’athérosclérose sévére (Mueller,
1995). Il a été démontré que PAF médie ’adhésion des monocytes a I'endothélium induite
par le LDL et le LDL oxydé (Lehr, 1993). Par ailleurs, PAF agit comme inducteur de
["angiogénese in vivo (Montrucchio, 1994; Camussi, 1995) en stimulant I’expression de
plusieurs facteurs angiogénes et chimiokines tels le facteur de croissance des fibroblastes,
le VEGF et son récepteur spécifique flk-1, le facteur de croissance hépatique (HGF) et la
protéine 2 inflammatoire des macrophages (Bussolino, 1995). L’effet néoangiogénique
dépend également de I’oxyde nitrique (NO’) (Montrucchio, 1997). La synthése de PAF,
induite par plusieurs meédiateurs polypeptidiques comme le TNF-o, VEGF, la
thrombopoiétine et I’Il-3. est responsable de la migration endothéliale nécéssaire au

développement de nouveaux vaisseaux in vifro et in vivo (Montrucchio. 1994; Brizzi, 1999;

Dentelli. 1999; Montrucchio, 2000b).



1.7.4.5. Systéme nerveux central

Le cerveau contient de grandes quantités des enzymes responsables de la synthése
(Baker, 1995; Kumar, 1988) et du métabolisme du PAF (Hattori, 1993). PAF est impliqué
dans la différentiation cellulaire pendant le développement (Ved, 1991), la libération de
neurotransmetteur excitateur (Bazan & Allan, 1996), la plasticité neuronale et la formation
de la mémoire car c’est un messager rétrograde dans la potentialisation a long terme (Kato,
1994). Les sujets avec le syndrome de Zellweger -déficience génétique des enzymes de
syntheése des phospholipides éthérés- démontrent une fonction neuronale anormale (Kelley,
1983). Par ailleurs, la cytotoxicité apparait quand les doses de PAF sont trés élevées. PAF
est impliqué dans la physio-pathologie des traumatismes et de 1’ischémie cérébrale ainsi
que dans celle des convulsions (Ogden, 1998). C’est un facteur-clé dans la démence
provoquée par le virus du SIDA (Epstein & Gendelman, 1993; Lipton, 1994) et d’autres
maladies neuro-dégénératives (Maclennan, 1996). PAF est également impliqué dans la
dégradation neuronale irréversible associée a la blessure de la colonne vertébrale, au
traumatisme et aux accidents vasculaires cérébraux via un mécanisme Ca**-dépendant

(Kornecki & Ehrlich, 1991: Hirashima, 1994).

1.7.4.6. Asthme et anaphylaxie systémique

L anaphylaxie systémique est caractérisée par la libération in vivo de PAF par les
plaquettes circulantes, les cellules alvéolaires et les macrophages aprés administration
intraartérielle ou intratrachéale d'antigéne. PAF produit une bronchoconstriction, une
inflammation et une hyperréactivité pulmonaires. Chez les sujets asthmatiques, PAF
potentialise la bronchoconstriction provoquée par d’autres antigénes. L’hyperréactivité
bronchique induite par PAF est inhibée par I’hydrocortisone, les méthylxanthines et par les

antagonistes du récepteur de PAF alors qu’elle n’est pas affectée par I’indométhacine, les
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antihistaminiques H; et les agonistes B-adrénergiques. L’hyperréactivité résulte d’un effet
non spasmogene de PAF c-a-d de I'cedéme. I"infiltration de plaquettes et déosinophiles et
les dommages de I'endothélium. PAF est un puissant amplificateur de la réponse des
¢osinophiles puisqu’il exerce un effet chimiotactique trés puissant sur ces cellules et induit
la libération de protéines cationiques (protéine basique principale. MBP) qui augmentent, a
leur tour, I’hyperréactivité bronchique. Par ailleurs, il a été démontré que les poumons
sensibilisés par un antigéne libérent significativement plus de TXA» et d’HA apres
administration de PAF, AA ou LTD, que les animaux contrdle: la sensibilisation préalable
a un antigéne semble étre un mécanisme qui transforme PAF en unc substance qui
provoque la libération d’histamine. Finalement, PAF augmente la sécrétion du mucus et
altére ses propriétés physiques et endommage 1’épithélium ciliaire respiratoire (Braquet,

1987).

1.7.4.7._Chocs endotoxique et induit par Ig-G

Le choc est caractérisé par une hypotension systémique et pulmonaire, une
dysfonction endothéliale, la stimulation de différents systémes plasmatiques (kallikréines,
fibrinolyse et coagulation) et des cellules en circulation (stimulation des leucocytes et des
plaquettes) qui sont principalement causés par des métabolites de I’AA in vivo et par un
meédiateur différent des eicosanoides puisque aspirine a trés peu amélioré la situation.
Bessin et al. ont été les premiers a4 remarquer la similitude entre les effets du choc
endotoxique provoqué par I’endotoxine et celui par PAF. Tout comme |'endotoxine, PAF
induit une hypoglycémie qui est inhibée par BN52021 (Etienne. 1987). Les antagonistes de
PAF protegent également contre 1'hypotension et la libération d’enzymes lysosomiales
induites par I'IgG, le choc induit par IgG. Une protection semblable a été observée dans le

cas de la pancréatite immunitaire expérimentale (Braquet, 1987; Jancar, 1988).
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1.7.4.8. Pathologies rénales immunitaires et rejet de transplants

PAF peut étre libéré en condition physiologique normale dans les reins dans
lesquels il induit la libération de TXA,, de PGs et de radicaux libres oxygenés (cellules
mésangliales glomérulaires en culture et reins isolés). L infusion systémique de PAF est
associée a une diminution marquée du débit sanguin rénal, de la filtration glomérulaire et
de I’excrétion de sodium urinaire probablement li¢s a la chute de la pression systémique.
PAF participe au dépét d'un complexe immunitaire glomérulaire dans le cas du lupus
érythémateux systémique et de néphrites. PAF est libéré durant le rejet aigu sévére
d’allogreffe rénale. L’administration du BN52021 seul ou en combinaison avec la
cyclosporine a retardé de fagon significative le rejet de la greffe mais les antagonistes du
PAF n’ont pas empéché le dépdt des plaquettes dans la greffe contrairement aux

antagonistes du TXA, (Braquet, 1987).

1.7.4.9. Autres pathologies

PAF est trés puissant a causer des ulcéres gastriques semblables & ceux obtenus
avec I'endotoxine c-a-d la congestion vasculaire de toute la muqueuse voire de la sous-
muqueuse et I’hémorragie dans I'estomac et le petit intestin. PAF est également impliqué
dans I’entérocolite nécrosante, les dommages de la muqueuse gastrique causés par 1’éthanol
et le stress. Les niveaux plasmatiques de PAF sont significativement augmentés dans le
modeéle de cirrhose expérimentale causée par le tétrachlorure de carbone (CCly) (Braquet,
1987). PAF est également associé a différentes rétinopathies (Beauchamp, 2002). PAF agit
sur différents systémes. tissus et organes via son récepteur spécifique que nous allons

discuter dans le prochain paragraphe.
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1.7.5. Récepteur de PAF et voies de signalisation

Les actions intracellulaires de PAF sont médiées par un récepteur membranaire,
thermolabile et sensible 4 la dégradation par les protéases (Valone, 1984). La liaison du
récepteur avec son ligand est régulée par le GTP (Hwang, 1986) et les cations puisque Na*
est un inhibiteur et K*, Cs*, Rb*, Mg™*, Ca®* et Mn** sont des stimulateurs de cette liaison
(Hwang, 1986). Le géne code pour 342 acides aminés chez ’humain et la séquence est
homologue 4 >80% & celle de la protéine du cochon d’Inde. L’activation du récepteur de
PAF provoque le “turnover” du PI et augmente les niveaux intracellulaires de calcium et les
deux réponses sont médiées par deux protéines G. L’activation des MAPK et des ERK
(isoformes 42- et 44-kDa) aprés exposition des cellules en culture au PAF exogene
n’implique pas la voie de signalisation de Ras mais la synthése d’ AMPc est stimulée via la

protéine Gs (Prescott, 2000).
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Figure 1.7. Relation structure-activité du récepteur de PAF. Des études de
transfection des ADNc codant pour les formes sauvage et mutante du récepteur ont défini
des régions du récepteur responsables de la liaison du ligand, de la signalisation
intracellulaire et de la désensibilisation d’aprés, Prescott et al., 2000.
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La partie centrale du récepteur de PAF (His, Phe, Cys) correspond & la liaison du
ligand (Fig. 1.7), ce qui est conforme aux autres récepteurs couplés aux protéines G dont le
site de liaison au ligand est constitué de plusieurs régions transmembranaires. La 3™
boucle intracellulaire est importante pour la signalisation intracellulaire. Comme cela est le
cas pour les autres récepteurs couplés aux protéines G, le récepteur de PAF est
désensibilisé de différentes fagons: la désensibilisation homologue via la phosphorylation
du récepteur (par la kinase-1) et I’inactivation de |’effecteur-clé PLC-B3 en aval par la
PKC. La désensibilisation hétérologue du récepteur de PAF a lieu par phosphorylation via
la PKC (Fig. 1.8). L’expression du géne du récepteur de PAF peut étre régulée par des
agents inflammatoires incluant PAF lui-méme. Deux transcrits différents du geéne sont
identifiés. Le premier transcrit est présent uniquement dans les leucocytes périphériques et
son expression augmente en réponse au PAF. 1l posséde des séquences consensus pour NF-
kB, SP-1, et INR. La transcription du deuxiéme isoforme du récepteur de PAF est induite
par les phorbol esters et requiert un site fonctionnel de AP-1, par I’acide rétinoique et par
I"hormone thyroide. La stabilité de I’ARNm est un autre mécanisme de régulation possible.

Arachidonic acid
/ Eicosanolds PAF

Acetyl
ce Extracellular space

|
Choltne —— P——0O

T

PAF RECEPTOR

Wﬁﬁﬁmﬁmﬁ?ﬁﬁﬁﬁﬁm

IIIIIIIIIIIIII | I|||H[||||| IR RI IR INIRY
z Ry R2 Ry Ry
! “re 1'DAG
PtdinsP , ‘l’ DAG on
P ~ 2
Base ~——a 0P ca**
I
N Arachidonic acid ? :
l Inosllol-P2 4
. . l Protein
Eicosanoids phosphorylation,
:.‘__,.—-—lnsPJ
reticulum
Cytosol

Figure 1.8. Voies de signalisation du récepteur de PAF, d’aprés Montrucchio et al..

2000.
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1.7.6. Antagonistes du récepteur de PAF

1.7.6.6.Inhibition non spécifique des effets de PAF

Les médicaments qui interférent avec le calcium intracellulaire agissent également
sur la réponse déclenchée par PAF in vitro et in vivo. 1ls comprennent les agents qui ont
une action directe comme les bloqueurs de canaux calciques, les inhibiteurs de
calmoduline, les chélateurs de calcium et les anésthésiques locaux et ceux qui ont une
action indirecte et qui régulent les concentrations de messagers secondaires nucléotidiques
cycliques comme la PGl ou la PGE, et les B2-agonistes (salbutamol) dans le cas de
PAMPc, le donneur de NO' Sin-1 (3-morpholinosydnonimine) pour le GMPc et les
inhibiteurs de phosphodiestérases. Une inhibition non spécifique des effets de PAF a été
observée avec les inhibiteurs de phospholipases et les antagonistes de TXA, et de LKs

(Braquet, 1987).

1.7.6.7. Inhibition spécifique de PAF

Les antagonistes qui sont des analogues structuraux de PAF sont des produits
synthétiques qui sont obtenus par trois méthodes différentes: la conservation ou non du
squelette de base et les dérivés du tétrahydrofurane (SRI 63-073, CV-6209,
tétrahydrofurane). Les antagonistes naturels rassemblent les térpénes (gingkolides:
BN52021), les lignans (kadsurénone), la gliotoxine et ses analogues (FR-49175 de
Penicillium tertikowskii) (Braquet, 1987). Les antagonistes synthétiques du récepteur de
PAF sont peu nombreux. Les plus connus sont des dérivés du (3-pyridyl)-1H,3H-
pyrrolo(1,2-c) thiazole (48740RP) (Lefort, 1988; Lave. 1990) et du E-1-p-
sulfamylbenzylidienyl indénes. Les agents pharmacologiques tels les anti-psychotiques

classiques de type triazolobenzodiazépines (TBDZ) (alprazolame, triazolame) et certains
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bloqueurs de canaux calciques de classe Il (gallopamil) et de classe III (diltiazéme)

démontrent également une activité antagoniste du récepteur de PAF.

1.7.7. Relation PAF - prostaglandines

L’incubation des macrophages alvéolaires en présence de PAF (107'° - 10 M) et de
LPS a rapidement (30-60 min) augmenté la transcription de COX-2 (3-5 fois) ainsi que la
production d’Il-6 par une voie PG-dépendante. Cet effet de PAF est associé a une
augmentation de la production de PGE, qui est inhibée par |'antagoniste du récepteur de
PAF WEB 2170 (Thivierge & Rola-Pleszczynski , 1995). L’induction du géne de COX-2
par PAF a également été démontrée dans le cerveau, surtout dans I"hippocampe. Cette
induction génique médiée par PAF serait impliquée dans la plasticité neurale ainsi que dans
la cicatrisation des blessures cérébrales (Serou, 1999). L’inhibition spécifique de COX-2
peut bloquer les actions de PAF lors de I'inflammation prolongée (Ottino & Bazan, 2001).
Par ailleurs, PAF augmente la production de PGs dans les membranes feetales intactes en
culture en doublant la transcription de COX-2 (8h) (Alvi, 1999). Finalement, [’activation de
récepteurs nucléaires de PAF induit la transcription du géne de COX-2 dans les noyaux
isolés de cellules endothéliales de microvaisseaux cérébraux chez le porcelet (Marrache,
2002). L’ensemble de ces observations suggére un lien entre PAF - COX-2 —
prostaglandines. Il serait donc utile de confirmer une telle relation dans le cadre spécifique

de la période périnatale ainsi que son réle dans la physio-pathologie du canal artériel.
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1.8 Le canal artériel

Le canal artériel (CA) est un vaisseau sanguin de “shunt’ durant la vie feetale. Ce
vaisseau améne le sang désoxygéné provenant de I’artére pulmonaire principale a 1’aorte
descendante (Fig. 1.9). Plus de la moitié du débit de cette derniére est alors dirigé vers la
circulation ombilico-placentaire (Heymann & Rudolph, 1975) ou les échanges gazeux qui
permettent de réoxygener le sang ont lieu. Le maintien de ’ouverture du CA est crucial
pour la survie in utero tandis que sa fermeture immédiatement aprés la naissance est
essentielle 4 la mise en place de la circulation postnatale. La période nécessaire a la
fermeture du CA varie en fonction des espéces (Heymann & Rudolph, 1975) mais elle est
compléte dans les premiéres 48 heures suivant la naissance chez ’humain (Drayton &

Skidmore, 1987).

Figure 1.9. Situation anatomique du canal artériel et role dans la circulation
cardiovasculaire feetale. Duct: canal artériel, SVC: vein cave supérieure, IVC: veine cave
inférieure, LA: oreillette gauche, LV: ventricule gauche, RA: oreillette gauche, RV:
ventricule droit, fo: foramen ovale, PA: artére pulmonaire principale, Ao: aorte
descendante, isthmus: isthme aortique qui relie la crosse aortique a 1’aorte descendante.



62

1.8.1 Réles physiologiques du CA
1.8.1.1 La circulation foetale

Le débit sanguin qui traverse le CA est déterminé par la différence de pression qui
s’exerce entre ’artere pulmonaire principale et I’aorte descendante. Durant la vie feetale, la
pression pulmonaire est élevée (résistance élevée dans les poumons non fonctionnels)
tandis que la pression aortique est faible (faible résistance de la circulation ombilico-
placentaire). ce qui améne une circulation sanguine de droite vers la gauche dans le CA
(Anderson, 1981). Le ventricule droit pompe ~66% du débit ventriculaire combiné chez le
feetus d’agneau dont 90% passent par le CA (Heymann & Rudolph, 1975). L’ouverture du
CA in utero est un état actif puisque le CA a un tonus intrinséque ou il est stimulé pour se
contracter et ces mécanismes pro-contractiles sont bloqués par des vasodilatateurs qui ont
des effets inhibiteurs sur le muscle lisse. Plusieurs systémes vasodilatateurs du CA ont été

identifiés.

1.8.1.1.1. Prostaglandines (PGs)

1.8.1.1.1.1. Effets vasodilatateurs des PGs. En 1973, Coceani et Olley ont démonstré que
PGE, et PGE, relaxaient le CA isolé chez I’agneau (Coceani & Olley. 1973). Des études
utérieures chez d’autres espéces animales (rats, lapins, cochons, agneaux) ont établi que les
PG de type E étaient les plus puissantes (pM-nM) PGs a dilater le CA (Coceani, 1975:
Clyman, 1978). La seule espéce animale ol les PGs ne semblent pas avoir d’effet
significatif sur le CA est le cochon d’Inde (Bodach, 1980). Le 6-céto-PGE,, qui est un
métabolite de PGIy, est presque aussi puissant que PGE, mais les enzymes responsables de

sa formation n’ont pas été détectées dans le CA d’agneau (Coceani, 1980).
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1.8.1.1.1.2. Sources locales de PGs. Le CA est également exposé aux PGs locales et
circulantes (Clyman, 1987). Le CA isolé synthétise PGl comme produit-principal de I'AA
dans le CA d’ovin et de bovin, mais il libére également de plus petites quantités (10% par
rapport a PGIy) de PGE,, PGF,,, et PGD, (Pace-Asciak & Rangaraj, 1977, 1978, 1983).
Des ¢études d’immunohistochimie ont permis d’établir que la PGI;, synthase est exprimée
dans les cellules endothéliales et musculaires lisses dans le CA feetal de chien et d’humain
(2°" trimestre) (de Reeder, 1989; Slomp, 1992), tandis que I’enzyme était presque
uniquement présente dans ’endothélium de ’aorte (de Reeder, 1989). PGE; semble étre
synthétisée majoritairement dans la média du CA isolé (Coceani, 1986). L’activité de la
prostaglandine déshydrogénase ou cyclooxygénase (PGDH ou COX) a été mise en

évidence dans le CA d’ovin (Pace-Asciak & Rangaraj, 1978).

1.8.1.1.1.3. Prostaglandines circulantes. Le CA est également exposé aux PGs en
circulation (Clyman, 1987; Guerguerian, 1998). Les concentrations de PGE, circulantes
augmentent en fin de gestation et atteignent 1-2 nM chez ’agneau proche-terme (Clyman.
1980b), ce qui est proche des concentrations qui causent une vasodilatation maximale du
CA isolé (Coceani, 1975; Smith, 1994). Le placenta est la source principale de la PGE,
circulante chez le foetus d’agneau (Thorburn. 1992) et d humain car I’expression d’une des
enzyme responsable de la synthése. la COX-2, y est trés augmentée juste avant la naissance
(Slater, 1998). Par ailleurs, les poumons sont le principal site de dégradation des PGs (Tsai
& Brown, 1987) mais le débit pulmonaire ne représente que 7-12% du débit ventriculaire
combiné chez le foetus d’agneau. Le faible catabolisme des PGs chez le feetus est une cause
des niveaux élevés de PGE; en circulation chez le feetus d’agneau en fin de gestation

(Heymann & Rudolph, 1975). Des études préalables ont établi que les PGs circulantes sont
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les principales responsables du maintien de 1'ouverture du CA in utero (Clyman, 1987).
Ces observations ont été effectuées sur le CA isolé d agneau exposé a la PO, feetale que
I’indométhacine ne contractait pas et qui libérait une trés faible quantité de PGE, (Clyman,

1980a).

1.8.1.1.1.4. Isoformes de la cyclooxygénase. On distingue deux isoformes de la
prostaglandine H synthase (PGHS) ou cyclooxygénase (COX). L’isoforme COX-1 est
constitutive tandis que COX-2 est inductible par différents facteurs pro-inflammatoires et
tumoraux (Frolich, 1997). Une étude préliminaire a rapporté que le CA feetal exprime
surtout COX-1 tandis que le CA nouveau-né exprime majoritairement COX-2
(Guerguerian, 1998). Les isoformes de COX exprimés dans le placenta et qui sont
responsibles de la synthése de PGE, circulante foetale varient en fonction de 1’age
gestationnel. Chez l'agneau préterme, COX-1 est majoritaire tandis que COX-2 devient
majoritaire a la fin de la gestation (Wimsatt. 1993; Slater, 1999). Par conséquent, COX-1
produit la PGE; locale et circulante au CA du feetus préterme tandis que dans le CA du
faetus a terme, la PGE; locale est synthétisée par COX-1 alors que COX-2 devient la source

principale de la PGE; en circulation (Guerguerian, 1998).

1.8.1.1.2. Oxyde nitrique (NO")

Les donneurs de NO". nitroprusside de sodium (SNP) et glycéryl trinitrate, dilatent
le CA d’agneau in vivo (Walsh, 1988) et in vitro (Walsh & Mentzer, 1987; Smith &
McGrath, 1993). Ces agents augmentent les concentrations intracellulaires d’AMPc et de

GMPc (Walsh & Mentzer, 1987; Coceani, 1996). Les inhibiteurs de la synthase de NO'
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(NOS) contractent le CA in vitro (Coceani. 1994b) et in vivo (Fox, 1996) et cette

contraction est associée & une diminution des niveaux intracellulaires de GMPc (Coceani,
1996). Des ¢tudes immunohistochimiques ont démontré que NOS endothélial (NOSe) était
exprimée dans I'endothélium luminal (Fox. 1996) et dans celui des vasa vasorum (Clyman,
1998), ce qui a été confirmé par des études fonctionnelles en absence d’endothélium
(Coceani, 1994b). La forme inductible de NOS, NOSI, est présente dans le coeur et les
grands vaisseaux chez le foetus de rat (Bustamante, 1996) ainsi que dans I'endothélium
luminal du CA feetal chez I’agneau (Clyman. 1997). L’administration orale d’un inhibiteur
sélectif de NOSI (L-NG-I[l-aminométhyle] lysine) & des rates enceintes provoque la
contraction dose-dépendante de 1’aorte, de I'artére pulmonaire et du CA feetaux in vivo et

cet effet est inversé par le SNP (Bustamante, 1996).

Cependant, des études in virro ont démontré que PGE, est le principal
vasodilatateur du CA et que NO' jouerait un rdle annexe (Smith & McGrath, 1993; Fox,
1996). Vu I'importante contraction du CA feetal provoquée par I’indométhacine chez
I"agneau in vivo (Friedman, 1983: Fox. 1996). la seule présence de NO" est insuffisante a
s’opposer au tonus intrinseque du vaisseau chez le feetus in utero. Une étude chez les lapins
suggere que PGE> endogeéne potentialise la sensibilité du CA et cause une réponse
maximale du vaisseau aux vasodilatateurs non prostanoides (Smith & McGrath, 1994). Les
effets de NO" endogéne et exogéne sur ["ouverture du CA n’ont pas encore été déterminés

sur un nouveau-né.
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1.8.1.1.3. Monoxyde de carbone (CO)

Des €études récentes ont démontré que I'héme oxygénase (HO), qui synthétise le COr
a partir de I'héme, est présente dans le ML et que le CO" provoque une vasodilatation
mediée par I"augmentation des niveaux de GMPc (Morita, 1995) ou par ’action sur des
canaux potassiques (Farrugia, 1993; Wang & Wu, 1997). L’expression des isoformes
inductible HO-1 et constitutive HO-2 de I’enzyme a été étudiée par immunohistochimie
dans le CA d’agneau (Coceani, 1997). HO-1 est exprimée dans 1’endothélium et le ML
tandis que HO-2 est présente seulement dans le ML. La formation du CO" & partir d’hémine
exogene est inhibée par I'inhibiteur de HO protoporphyrine de zinc IX (ZnPP) (10 pm).
Cependant, ZnPP déclenche la contraction du CA exposé a la PO, feetale uniquement
quand HO-1 a été préalablement induite (Coceani, 1997). 1l reste a établir si CO" agit

comme un vasodilatateur du CA dans des conditions physiologiques in utero.

1.8.1.1.4. Autres vasorelaxants du CA

Chez le feetus d'agneau chroniquement instrumenté, 1’adénosine inverse la
contraction du CA provoquée par la ventilation pulmonaire avec 1'oxygéne (Mentzer,
1985). De plus. les concentrations d’adénosine circulante varient de fagon inversement
proportionnelle & la PO, artérielle feetale et au degré de contraction du CA (Mentzer,
1985). Cependant, I’adénosine n’a pas d’effet sur la contraction du CA feetal induite par
I"indométhacine in vivo chez I’agneau (Friedman, 1983). De plus, I'effet maximal de
I"adénosine sur le CA de lapin traité a I'indométhacine en absence d’endothélium exposé a
la PO, postnatale représente 4% de la relaxation maximale versus 80% pour la PGE,
(Smith & McGrath, 1993). C’est donc probable que 1'adénosine joue un réle mineur dans le

maintien de ['ouverture du CA in urero.
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Le CA exprime des récepteurs B-adrénergiques qui médient la relaxation (Bodach,
1980). Leffet contractile des catécholamines via I’activation des récepteurs o-
adrénergiques est contré par leur effet vasodilatateur via les récepteurs B-adrénergiques.
Cependant, I'infusion du p-bloqueur propranolol n'a pas d’effet sur I’ouverture du CA

d agneau in vivo (Friedman, 1983).

1.8.1.2. La circulation néonatale de transition

Chez le NN, le flot sanguin dans le CA est inversé (de 1’aorte vers ’artére
pulmonaire principale) en quelques minutes apres la naissance (Dawes, 1955; Drayton &
Skidmore. 1987) car les gradients de pression dans le CA sont inversés. La pression
pulmonaire chute aprés la ventilation des poumons avec l'air ambiant et la pression
aortique augmente apres la perte de la circulation ombilico-placentaire a faible résistance
(Teitel, 1987). 11 a été suggéré que le shunt gauche-droit dans le CA du NN jouait un rdle
physiologique important dans I’adaptation apres la naissance (Dawes, 1955). L’amplitude
de ce “shunt” chez le NN prématuré d’agneau varie directement avec la PO, (Clyman,
1987) et la ligature du CA chez le NN a terme diminue la PO, (Dawes, 1955). Une
amélioration similaire de ’oxygénation peut étre démontrée en créant un CA artificiel
(avec un “shunt” gauche-droit) chez des animaux adultes (Born, 1955). Par conséquent,
I'ouverture physiologique du CA chez le NN a terme qui a un “shunt” gauche-droit
améliore la PO, artérielle durant la période postnatale immédiate quand les poumons ne

sont pas encore parfaitement dilatés (Dawes. 1955; Born, 1955).
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1.8.1.3 Fermeture du CA

La fermeture initiale du CA s’effectue par la contraction de I’épaisse paroi
musculaire. Chez certaines espéces comme la souris (Tada & Kishimoto, 1990), le rat
(Jarkovska, 1992), et le lapin (Momma. 1980), la fermeture du CA est compléte dans les
premi€res heures suivant la naissance; chez d’autres especes comme l'agneau (Dawes,
1955), le cochon d’Inde (Fay & Cooke, 1972), et I’humain (Drayton & Skidmore, 1987), le
CA se ferme dans les premiers 1-2 jours aprés la naissance. Apres cette fermeture dite
fonctionnelle, le CA subit un remodelage par fibrose et se ferme de fagon permanente.
C’est la fermeture dite anatomique et un ligament (ligamentum arteriosum) subsiste chez

I’adulte.

La perte de I’effet vasodilatateur de PGE; est un élément central mais partiel de la
fermeture du CA chez le nouveau-né (Coceani & Olley, 1988). L’augmentation de la
tension d’oxygeéne est le facteur principal de Ia stimulation de cette contraction méme si le
vaisseau est sensible a une grande variété d’agents vasoconstricteurs. La tension d’oxygéne
et la concentration de PGE; constituent deux éléments majeurs qui varient a la naissance et
qui agissent en synergie afin de réguler la réponse du CA aux vasoconstricteurs (Smith &
McGrath, 1991, 1993). En présence de PO, feetale et de concentrations physiologiques de
PGE,, le CA est insensible a des concentrations micromolaires de noradrénaline (Smith &
McGrath, 1991). La perte de cet important effet synergétique aprés la naissance Iéverait le

frein qui inhibe la réactivité du vaisseau aux vasoconstricteurs.
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1.8.1.3.1. Contraction induite par I’oxygéne

Durant la vie feetale, le CA est exposé a une PO, qui varie entre 18-28 mmHg
(Heymann & Rudolph, 1975). Aprés la naissance, le CA est exposé au sang artériel aprés
I"inversion de la direction du flot sanguin dans le vaisseau (Dawes, 1955). La PO, artérielle
augmente rapidement a 100 mmHg aprés la naissance (Heymann & Rudolph, 1975) et
provoque une trés forte contraction du CA (Kovalcik, 1963; Fay, 1971). Plusieurs
mécanismes ont €t€ proposés pour expliquer cet effet vasotonique physiologique de
'oxygéne sur le CA. Le premier mécanisme implique le cytochrome a; comme détecteur
d’oxygéne dont I’effet serait lié¢ a la quantité d’ATP dans le ML du CA (Fay & Jobsis,
1972). Le second mécanisme stipule le rdle d’un métabolite de la voie enzymatique ou non
enzymatique de I’AA différent de PGE, et qui serait produit a la naissance suite a un
changement dans la cascade métabolique de I’AA. Des études ont démontré que cette
théorie était improbable (Coceani, 1979; Coceani, 1982). Le troisiéme mécanisme propose
que le cytochrome Pysp est le détecteur d’oxygéne dont I’activation entrainerait la synthése
d’endothéline dans le ML, ce qui causerait la contraction du CA via les récepteurs ETx
(Coceani. 1992). Un tel mécanisme n’a pas été démontré. Le quatriéme mécanisme propose
que ’oxygene agit sur plusieurs éléments membranaires. Des études récentes ont démontré
que ’augmentation de la PO, ferme les canaux Katp (Roulet & Coburn, 1981; Nakanishi.
1993) et Kg rectificateurs retardés (Tristani-Firouzi, 1996), ce qui provoque la
dépolarisation des cellules du ML et la contraction du CA. Les canaux Ky et Ca semblent
¢galement impliqués (Takizawa, 1994b; Michelakis, 2000). Une voie indépendante de la
membrane semble également impliquée dans la contraction du CA (Roulet & Coburn,
1981). Le cinquiéme mécanisme implique le rdle crucial d’un détecteur de la variation de
PO, qui a lieu durant la période périnatale. Archer et al. ont démontré que I’oxygéne altére

la fonction d’un détecteur, la chaine de transport d’électrons mitochondriale, et augmente la



70

production d'un médiateur redox (H,0,), ce qui déclenche un systéme effecteur (inhibition
des canaux Ky du ML du CA) et la contraction du CA (Michelakis. 2002). Aucun des
modeéles ne semble expliquer toutes les données expérimentales observées et il est probable

qu’il y a plus d’un détecteur d’oxygéne dans le CA.

1.8.1.3.2. Prostaglandines contractiles

L’administration d’une seule dose élevée de PGFy, (~ 7 uM) ne cause qu’une
modeste contraction du CA bovin exposé a une PO, feetale ou néonatale (Starling & Eliott,
1974). Lorsque PGG; ou PGH> ont été incubées avec les fractions microsomiales des
plaquettes humaines ou des poumons de cochon d’Inde pour générer le TXA,, les auteurs
ont observé que PGG,; ou PGH> relaxaient le CA probablement en formant la PGE,
(Coceani, 1978a). Des études ont étudié ’effet d’agonistes synthétiques stables des
récepteurs de prostanoides qui médient la contraction (Smith & McGrath, 1995). Il a été
démontré que le CA feetal de lapin exprime 2 récepteurs couplés a la contraction: le
récepteur TP et le sous-type de récepteur EP;. L’agoniste du TP et mimétique du TXA,,
U46619 contracte le CA (dose ~ 1nM) et a un effet maximal semblable a la noradrénaline
et ses effets sont bloqués par un antagoniste du récepteur TP. Le CA se contracte
également en présence d’agonistes sélectifs du EP; tels le GR63799X et le sulprostone. De
plus, le sulprostone (10 nM) diminue la sensibilité du CA & la PGE, (Smith & McGrath,
1995). Dans le CA feetal d’agneau, un nouveau rdle vasodilatateur du récepteur EP; a été
récemment mis en évidence par notre laboratoire, ce qui suggére I’expression d’un
isoforme différent ou le couplage a une voie de signalisation différente du récepteur EP;3 en

fonction de I'espéce étudiée (Bouayad, 2001 ).
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1.8.1.3.3. Elimination des PGs vasodilatateurs
1.8.1.3.3.1. PGE; circulante

La concentration élevée de PGE, circulante diminue de 10-20 fois 1-3 heures aprés
la naissance chez 'agneau a terme (Clyman, 1980b). La perte de I’effet vasodilatateur de
PGE; est cruciale pour la fermeture du CA (Clyman. 1987). Cette chute importante des
niveaux circulants de PGE; est due a (a) I'augmentation du débit pulmonaire qui est le site
principal du catabolisme de I’hormone (Tsai & Brown. 1987) et & (b) la perte du placenta

qui est une source majeure de PGE, chez le foetus (Thorburn, 1992).

1.8.1.3.3.2. PGs locales

L’¢élimination des effets vasodilatateurs des PGs locales aprés la naissance est plus
complexe et moins bien comprise que celle de la PGE; circulante (Clyman. 1987).
Paradoxalement, ’augmentation de la PO, stimule la libération de PGE, par le CA
d’agneau (Clyman, 1980a; Coceani, 1986). L’augmentation de la PO, inhibe la PGI,
synthase dans le CA plus que dans I’aorte feetale de I’agneau (Needleman, 1981) et la
diminution de la synthese de PGI, faciliterait la fermeture du CA (Smith & McGrath, 1993,
1994a; Smith. 1994b). De plus, cette inhibition méne a I’accumulation de PGH, qui est un
agoniste endogene du récepteur TP (Coleman, 1994b), ce qui médie directement la
contraction du CA et I'accumulation de PGE; serait donc secondaire a celle de son

précurseur PGH,.

La libération de PGE; peut faciliter la contraction via les récepteurs EP; (Smith &
McGrath, 1995) ou provoquer la régulation négative de la densité totale des EP dans le CA

de I’agneau ou les EP; médient la vasodilatation (Bouayad, 2001). L’augmentation de la
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PO, diminue la sensibilit¢ du CA a I’action vasodilatatrice de PGE, et potentialise sa
réponse aux vasoconstricteurs (Smith & McGrath. 1991. 1993). L équilibre entre les effets
vasodilatateurs et contractiles de PGE, changerait aprés la naissance avec I’activation

augmentée de la voie contractile.

1.8.1.3.4. Vasoconstriction nerveuse

Le CA d'agneau et de cochon d'Inde se contracte apres stimulation nerveuse
transmurale (Ikeda, 1973 Bodach, 1980) et le CA de plusieurs especes se contracte en
réponse a la noradrénaline exogéne (Kovalcik, 1963; Aronson. 1970; Smith & McGrath,
1988). L’effet de la stimulation transmurale et de la noradrénaline exogeéne sont
potentialisés par I'augmentation de PO, dans le CA (Ikeda. 1973). L’effet de la stimulation
transmurale est bloqué en partie par I’antagonisme des récepteurs o-adrénergiques
(Bodach, 1980) tandis que I'administration de |'antagoniste non sélectif o-adrénergique
phénoxybenzamine a des femelles enceintes retarde la fermeture du CA des feetus de
cochon d’Inde (Hornblad & Larsson, 1972). Le sous-type de récepteur o-adrénergique qui
médie I’effet contractile de la noradrénaline dans le CA n'a pas encore €té mis en évidence.
Le CA de cochon d’Inde et d’humain se contractent également en réponse a I’acétylcholine
(Kovalcik, 1963; McMurphy & Boreus, 1971; Ikeda, 1973) et le CA d’agneau est innervé
par des nerfs contenant l'acétylcholine (Silva & Ikeda. 1971). L’atropine inhibe la
contraction du CA a I"acétylcholine exogéne mais n'a pas d"effet sur la contraction induite
par la stimulation nerveuse transmurale dans le CA isol¢ d’agneau (Bodach, 1980). Le
controle central de I’activité de ces nerfs vasopresseurs est inconnu. Cependant, la paroi du
CA de plusieurs espéces posséde des structures similaires aux corps carotidiens et aortiques

(Boyd. 1941; Fay, 1971; MacDonald, 1983) ainsi que des fibres afférentes vers le nerf
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vague (Boyd, 1941). Aucune information n’est disponible sur ce qui pourrait activer ce
systéme sensoriel mais la présence de voies neurales afférentes et efférentes suggere la

possibilité d’une boucle de controle dans le CA.

1.8.1.3.5. Autres vasoconstricteurs locaux

L endothélium et le muscle lisse du CA synthétise de I’endothéline (ET-1) (Coceani
& Kelsey, 1991) qui cause une puissante contraction du CA d’agneau (Coceani, 1989). Le
monoxyde de carbone inhibe fortement la libération de ET-1 dans le CA dénudé
d’endothélium (Coceani & Kelsey, 1991). L'antagoniste du récepteur ETp, BQ-123, et
Pinhibiteur de I’enzyme de conversion de I’endothéline. le phosphoramidon, diminuent la
contraction du CA induite par 1'oxygéne (Coceani, 1992). D autre part, I’infusion dans le
CA de I'ET-1 ne contracte pas le CA feetal d’agneau (Chatfield, 1991) méme si la
ventilation des poumons feetaux avec I’oxygéne a induit une contraction du CA (Mentzer,
1985). L augmentation de la PO, de 2.5% & 95% n’a pas d’effet sur la synthése de ET-1
dans le CA intact isolé (Coceani, 1992). De plus. BQ-123 cause une diminution similaire du
CA qu’il soit exposé & la PO, feetale ou néonatale (Coceani, 1992). Ce qui précéde ne
permet pas de déterminer le role de I’endothéline dans la contraction du CA induite par
I'oxygeéne. L'adventice du CA de cochon d’Inde contient des mastocytes qui peuvent
libérer I"histamine et la 5-hydroxytryptamine (Fay, 1971), tous deux des vasoconstricteurs
du CA isolé (Aronson. 1970; McMurphy & Boreus, 1971; Smith & McGrath., 1991). Les
facteurs qui contrélent la dégranulation des mastocytes du CA sont indéterminés.
L’infusion de 5-hydroxytryptamine au feetus d’agneau chroniquement instrumenté n'a pas

d’effet sur P'ouverture du CA (Friedman. 1983), ce qui pourrait refléter I’effet
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vasodilatateur synérgétique important exercé par la PO, feetale et la PGE, sur la réponse du

CA aux vasoconstricteurs (Smith & McGrath, 1991).

1.8.1.3.6. Tonus myogénique

Des anneaux isolés de CA de cochon d’Inde se contractent & 1’étirement (Ikeda,
1973) et a ’augmentation de la pression de perfusion chez le lapin (Kriska, 1990). Le tonus
myogénique du CA isolé et perfusé est inhibé par les PGs endogénes et exogénes chez ces
deux especes (Kriska, 1990; Smith, 1997). Cependant. le réle du tonus myogenique dans le

contrdle physiologique du CA reste obscur.

1.8.1.3.7. Vasoconstricteurs circulants

L’angiotensine II n’a pas d’effet sur le diamétre du CA du feetus d’agneau
chroniquement instrumenté (Friedman, 1983). Cependant, I’inhibiteur de I’enzyme de
conversion de I’angiotensine, énalapril, administré aux feetus de rats retarde la fermeture du
CA et il peut réouvrir le CA fermé quand il est administré a 3 heures de vie postnatale
(Takizawa, 1994a). Plusieurs études rapportent la persistance de I’ouverture du CA chez les
NN (PDA) a la consommation maternelle des inhibiteurs de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine. Méme si ces médicaments peuvent traverser la barriére placentaire, la revue
de la littérature ne supporte pas une association entre ces deux phénoménes (Hanssens,

1991).
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Le CA se contracte en réponse a ’adrénaline via les récepteurs a-adrénergiques,
(Kovalcik, 1963) et a la bradykinine (Kovalcik, 1963; Aronson, 1970). Les concentrations
de la bradykinine dans le sang ombilical humain sont beaucoup plus élevées que chez
I"adulte (Melmon, 1968). Le CA de rat se contracte €galement en réponse aux hormones
stéroides telles les corticostéroides (Momma, 1981) et la progestérone (Pulkkinen, 1986).
Cet effet des stéroides est probablement relié 4 la diminution de la sensibilité du CA a
PGE,; et a PGI; (Clyman, 1981). Le mécanisme d’action de la progestérone est indéterminé
mais contrairement aux autres corticostéroides (Momma & Takao, 1989), elle n’intéragit

pas avec la voie de I'indométhacine (Pulkkinen, 1986).

En résumé, les principaux facteurs responsables du maintien de I’ouverture du CA in
utero sont la faible PO,, la concentration élevée de PGE, circulante et la production locale
de PGE; et PGI,. La tension d’oxygéne feetale maintient le potentiel membranaire des
cellules musculaires lisses dans un état hyperpolarisé, ce qui inhibe I’entrée du calcium
extracellulaire. Les PGs libérés localement et en circulation agissent via les récepteurs
EPy4 et les IP couplées aux protéines G afin de maintenir des concentrations importantes
d’AMPc qui diminue grandement la sensibilité des protéines contractiles du CA au
calcium. Les effets combinés de ces 2 voies rendent le CA presque totalement insensible a
toute stimulation contractile méme massive comme celle due a des concentrations
micromolaires de noradrénaline. Aprés la naissance, la tension d’oxygeéne augmente et
dépolarise le ML du CA en fermant les canaux potassiques rectificateurs retardés, ce qui
entraine une entrée de calcium extracellulaire par les canaux Ca,. De plus, les

concentrations de PGE; diminuent grandement en quelques heures seulement apres la
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naissance; les niveaux d*AMPc dans le ML diminuent €galement, ce qui léve I’inhibition
de la réponsc des protéines contractiles au calcium. Cette réponse est soit élevée de facon
intrinséque soit stimulée par la PO, élevée en postnatal. L’ensemble de ces changements
aboutit directement & la contraction du CA. & la diminution de la sensibilité aux
vasodilatateurs et a une augmentation de la sensibilité aux vasoconstricteurs. La contraction

du CA stimule ensuite le remodelage du vaisseau qui rend la fermeture irréversible.

1.8.1.4 Thérapies nouvelles potentielles

1.8.1.4.1. Persistance de I’ouverture du canal artériel (PDA)

La persistance de |'ouverture du CA aprés la naissance est une complication fréquente
de la prématurité dont le traitement initial, la ligature chirurgicale, présentait beaucoup
d’inconvénients. Des études sur le CA des agneaux (Coceani, 1975) et des rats (Sharpe,
1974) ont permis [’utilisation de 'inhibiteur non sélectif des COX, I’indométhacine,
comme traitement pharmacologique de cette condition chez 1'humain (Gersony, 1986;
Hammerman, 1995). Cependant. I'administration d’indométhacine entraine des effets
secondaires majeurs tels la dysfonction rénale et I’hémorragie gastro-intestinale, ce qui

ouvre la voie au développement de médicaments plus sélectifs.

1.8.1.4.1.1. Antagoniste du récepteur EP,. En supposant que les récepteurs EP dans le
CA humain sont semblables a ceux du lapin, I’antagoniste du récepteur EP,4 constituerait un
traitement plus efficace et moins toxique du PDA que I’indométhacine (Smith, 1994). Le
récepteur EP4 est exprimé dans plusieurs tissus tels le cceur, les poumons, le thymus et les

reins (Honda. 1993; Bastien. 1994; Nishigaki, 1995). Le CA, comme beaucoup de tissus,



77

contient une population mixte de récepteurs EP qui médient des effets opposés (Coleman,
1990). Par conséquent I'hypothése portant sur les effets secondaires diminués de

[’antagoniste du EP, est improbable.

1.8.1.4.1.2. Inhibiteur spécifique des isoformes de COX. Des données de notre
laboratoire ont permis d’établir que COX-2 est I’isoforme majeur dans le CA de NN
(Guerguerian, 1998) d’ou I’intérét d'utiliser des inhibiteurs sélectifs de COX-2 pour le
traitement de PDA. Cependant, il a été¢ démontré que les enfants souffrant de PDA avaient
un taux de PGE, circulante plus élevé que la normale (Lucas & Mitchell, 1978). Une étude
préliminaire a démontré que DuP697. un inhibiteur de COX-2 sélectif modéré. n’a aucun
effet sur la concentration de PGE; circulante ni sur ’ouverture du CA chez le NN d’agneau
tandis que I’indométhacine diminue la PGE; circulante et induit la fermeture du CA, ce qui
impliquerait utilisation des inhibiteurs sélectifs de COX-1 pour la fermeture de CA dans

les cas de PDA.

1.8.1.4.1.3. Bloqueurs de canaux potassiques. Divers bloqueurs de canaux
potassiques ont été décrits (Kuriyama. 1995) et leur utilisation est envisageable pour le
traitement de PDA étant donné le rdle des canaux potassiques rectificateurs retardés dans la
contraction du CA induite par I’oxygéne (Tristani-Firouzi, 1996). Cependant, la fermeture
médicamenteuse du CA ne s'effectue que chez les NN prématurés (Gersony, 1986).
Puisque la contraction induite par 'O, est peu développée chez I’animal préterme,
I"utilisation de cette voie pour fermer le CA serait une stratégie moins avisée que

P’inhibition des puissants systémes dilatateurs du CA feetal.
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1.8.1.4.2. Circulation systémique canal-dépendante

Le terme "circulation CA-dépendante" s’applique a une variété de maladies
congeénitales (Fig. 1.10) qui nécéssitent le maintien de I’ouverture du CA aprés la naissance
pour assurer la survie (Freed, 1981; Gersony, 1986). Le CA joue 3 rdles: (@) maintenir un
débit pulmonaire adéquat (atrésie pulmonaire); (b) maintenir un débit sanguin systémique
adéquat (anomalies de la crosse aortique); et (¢) améliorer le mélange des circulations
systémique et pulmonaire (transposition des gros vaisseaux). PGE;/PGE, sont utilisés en
clinique pour maintenir artificiellement le CA ouvert jusqu’a la chirurgie. Les PGEs ne
sont pas efficaces quand le CA est complétement fermé et leur efficacité est plus élevée
quand le CA est a un niveau minimal de contraction (Clyman, 1983). L’administration
intraveineuse de PGE; entraine des effets secondaires majeurs tels I’arrét cardiaque,

["apnée, les convulsions, I’hypotension et la fiévre (Gersony, 1986).

Normal Sténose aortique Atrésie pulmonaire

Figure 1.10. Réle des prostaglandines de type E et contrdle du tonus du canal artériel dans
des situations physiologiques (normal) et pathologiques (sténose aortique et atrésie
pulmonaire) a la naissance.
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1.8.1.4.2.1. Agoniste du récepteur EPy. En supposant que les récepteurs EP dans le
CA humain sont semblables a ceux du lapin, un agoniste sélectif du récepteur EP,
constituerait un traitement plus efficace et moins toxique que les PGEs pour maintenir le
CA ouvert (Smith, 1994) puisqu’il n’agirait pas sur les EP,, EPs, or EP; qui sont présents
de fagon ubiquitaire (Coleman, 1990; Abramovitz, 1995). Le récepteur EP, est exprimé
dans plusieurs tissus (Honda, 1993; Bastien, 1994; Nishigaki, 1995) qui possédent des
populations mixtes de récepteurs EP (Coleman, 1990), ce qui suggére la probabilité d effets

secondaires.

1.8.1.4.2.2. Activateurs des canaux potassiques. Le potentiel membranaire est crucial
pour le contrdle de la fermeture du CA. Les agents qui agissent sur les canaux potassiques
sont de bons candidats de thérapie dans les maladies ou la circulation est CA-dépendante.
En absence d’indométhacine, le CA est plus sensible que les autres vaisseaux sanguins a
l'activateur des canaux Katp cromakaline (Smith & McGrath, 1994). Aucune étude sur

Ieffet de ces drogues dans la fermeture du CA n’a été effectuée a ce jour.

1.8.1.4.2.3. Donneurs d’oxyde nitrique. Les donneurs de NO' sont de puissants
vasodilatateurs du CA feetal in vivo (Walsh. 1988) et du CA isolé in vitro (Walsh &
Mentzer, 1987) en absence d’indométhacine. Cependant, on devrait comparer ’efficacité a
maintenir I’ouverture du CA et les effets secondaires de ces agents par rapport a la PGE,

chez le NN.
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1.8.1.4.2.4. Antagoniste du récepteur ET,. Coceani et al. ont proposé un modéle de
’action de ET-1 via le récepteur ET 4 dans la contraction du CA induite par IO, (Coceani,
1992) mais aucune étude n’a été effectuée sur Ieffet des antagonistes de ce récepteur dans
le CA. Cependant, les récepteurs ET, jouent un réle ubiquitaire dans le maintien de
I’homéostasie cardiaque (Masaki, 1994), ce qui limite I’efficacité clinique éventuelle de

leurs antagonistes sur le tonus du CA.

1.8.1.5 Conclusions

A-  Plusieurs facteurs-cl¢ agissent en synergie pour dilater les cellules musculaires lisses
du CA in utero tels (1) la PGE; locale et circulante qui agit via les récepteurs EP,,4 qui
sont couplés positivement & 1'AC, ce qui produit de I'AMP¢ qui diminue la sensibilité des
protéines contractiles au calcium (et qui peut altérer [Ca2+]i) et (2) les récepteurs EP; qui
sont couplés aux canaux Karp ainsi que la tension feetale d’oxygeéne qui gardent les canaux
potassiques ouverts, ce qui hyperpolarise la membrane et inhibe ’entrée de calcium
extracellulaire. Ces facteurs potentialisent 'effet vasodilatateur de plusieurs systémes
comme celui du NO'.

B- A la naissance. ’augmentation de la tension d’oxygéne ferme les canaux potassiques
rectificateurs et dépolarise la membrane, ce qui permet I’entrée du calcium dans les cellules
ML par les canaux Cai. La sensibilité des protéines contractiles est élevée (de facon
intrinséque ou stimulée par la PO, augmentée) et |'inhibition de cette sensibilité au calcium
par la PGE; est perdue. La combinaison de I’entrée de calcium extracellulaire et de
I"augmentation de la sensibilité des protéines contractiles au calcium entraine une
contraction treés intense, une insensibilité aux vasodilataeurs restants et une sensibilité

accrue aux vasoconstricteurs.
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C-  PGE; exogéne maintient ’ouverture du CA chez le NN et les inhibiteurs de COX

ferment le CA feetal et néonatal. Il y a un potentiel évident pour le développement de
meédicaments tres sélectifs dans le but de controler le diamétre du CA chez [e NN humain
malade et particulierement des agonistes ou antagonistes sélectifs du récepteur EP,4 et/ou
des médicaments qui régulent ’activité des canaux potassiques.

D-  Des inhibiteurs sélectifs de COX-2 devraient permettre une thérapie anti-PG chez la

mere sans fermeture du CA feetal in utero.

1.9 Rationnelles de recherche

Comme nous venons de le voir, le contrdle du diamétre du CA a une grande
importance clinique. La contraction et la fermeture i urero du CA, accompagnée ou non
d’insuffisance cardiaque, est un effet secondaire reconnu de I’administration maternelle des
inhibiteurs des cyclooxygénases (COX) (Van den Veyver & Moise, 1993) tandis que la
persistance de I’ouverture du CA aprés la naissance est une complication fréquente de la
naissance prématurée. Inversement, la survie de nouveaux-nés a terme qui souffrent de
certaines cardiopathies congénitales (Fig. 1.10) dépend du maintien de I’ouverture du CA
apres la naissance (Gersony, 1986). Par conséquent. la compréhension du réle des PGs dans

le contréle du tonus du CA méne directement au développement de thérapies en clinique.



1.10 Hypothéses de recherche

Les prostaglandines, surtout la PGEs, joue un role primordial dans le maintien de
I"ouverture du CA feetal (Clyman. 1978; Coceani, 1978). Cependant. la réactivité de ce
vaisseau a la PGE; est significativement diminuée aprés la naissance, ce qui facilite la
fermeture du CA (Clyman, 1983: Abrams, 1995). Les mécanismes de cette diminution de
réponse a la PGE, restent méconnus. Quatre sous-types de récepteurs couplées aux
protéines G qui médient les effets de la PGE, ont été identifés et clonés EP,, EP,, EP;. et
EP; (Coleman, 1994), mais les sous-types de récepteurs EP impliqués dans le CA
demeurent non identifiés. Nous avons postulé que des modifications du type et/ou de la
densité des récepteurs EP en fonction de ’Age pourraient contribuer a la diminution
de réponse du CA du nouveau-né (NN) a la PGE,. Cette hypothése semble justifiée par
les résultats d’une étude préliminaire effectuée sur le feetus (F) proche-terme et le NN de
porcelet (Bhattacharya, 1999). Afin de confirmer nos observations et d’élucider le

mécanisme, nous avons entrepris une étude similaire chez 1’agneau (Bouayad, 2001).

Par ailleurs, une autre facon de contrdler le tonus du CA serait de déterminer les

facteurs qui entrainent une importante augmentation des niveaux de PGE, observés durant

la période périnatale. Une induction ontogénique de la cyclooxygénase inductible (COX-2)
est connue mais ne constitue pas une explication suffisante. C'est pour cette raison que
nous stipulons un réle de la forme inductible de la synthase spécifique de PGE,, la
PGES membranaire (PGESm). L ensemble de ces résultats peut contribuer a développer

de nouveaux traitements pour controler le tonus vasculaire du CA.
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1.11 Modéles expérimentaux

Dans la premiére partie de cette thése qui traite des récepteurs EP de la PGE,, le
suivi des effets des ligands des récepteurs EP sur le tonus du CA a été fait par
échocardiographie Doppler. Les brebis (120-140 jours de gestation) ont été anesthésiées
avec de la kétamine en alternance avec du diazépame puis une césarienne a été effectuée
pour sortir le feetus. L'agneau est un bon modéle expérimental puisque les premiéres études
sur le CA durant les années 1970 ont démontré que la circulation foetale et la physiologie
cardiaque de I’agneau sont similaires & celles des feetus humains (Rudolph & Heymann,
1968; Kaplan & Rudolph, 1969; McMurphy, 1972). Le feetus demeure relié a la meére par le
placenta et la circulation fcetale est maintenue en plagant la téte du feetus dans un gant
rempli de salin. La température du feetus est maintenue 4 38.5°C par des lampes
chauffantes pendant toute la durée de I’expérience. Un cathéter a été placé dans ['artére
fémorale pour mesurer la pression artérielle moyenne tandis qu’un cathéter placé dans la
veine jugulaire a servi a I’injection des drogues testées. Les gaz sanguins artériels ont été
mesurés avant et apres I'injection de chaque drogue. L’image du CA a été obtenue gréace a
une vue parastérnale gauche (second espace intercostal). Le CA a été préalablement
précontracté jusqu’a 50% avec I’indométhacine et la réponse au sulprostone (agoniste EP3)
a eté déterminée en mesurant le plus petit diamétre du vaisseau sur une représentation en
deux dimensions de |'échocardiogramme avant et chaque 5-10 minutes aprés I’injection des

drogues.

Dans la seconde partie de la thése qui traite des PGE, synthases dans le CA, les
vaisseaux ont été prélevés chez des feetus (100-105 Jours de gestation; terme = 114 jours) et

des nouveau-nés de porcelets a terme sacrifiés dans les 3 premiéres heures qui suivent leur
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naissance par voie vaginale avec une injection intracardiaque de pentobarbital et sous
anesthésie avec I'halothane. Les tissus ont été¢ immédiatement congelés dans de 1’azote
liquide et conservés a -80°C jusqu’a ce que les tests biochimiques aient été effectués.
Toutes les études animales ont été approuvées par le comité d’éthique du centre de
recherche de I’Hopital Ste-Justine. Les substances et les réactifs utilisés ainsi que la
description détaillée des procédures chirurgicales. les méthodes de dosages biochimiques et

les analyses statistiques sont décrites dans les chapitres suivants.

1.12 Objectifs expérimentaux

1) Elucider la nature et la densité totale des sous-types des récepteurs EP de la
PGE, dans le canal artériel durant la période périnatale. chez le feetus proche-terme et le
nouveau-né d’agneau afin de mettre en évidence le potentiel thérapeutique de ces
récepteurs en clinique quant au contréle du tonus du CA. Pour ce faire, nous avons eu
recours a des €tudes de liaison de radioligand (saturation et déplacement), de dosage
radioimmunologique de messager secondaire et de vasomotricité ex vivo et in vivo
(Bouayad, 2001).

2) L’étude précédente a clairement démontré que tous les récepteurs EP présents
dans le CA du foetus proche-terme ont un effet vasodilatateur. Cibler ’ensemble de ces
récepteurs afin de fermer le CA serait une approche complexe qui causerait des effets
secondaires importants. Nous avons donc cherché a controler les enzymes responsables de
la syntheése de la PGE; (PGES et COX) dans le CA juste avant la naissance. Pour ce faire,

nous avons procédé a des immunobuvardages de type Western, a des dosages
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radioimmunologiques et a des études de vasomotricité en chambre d’organes (Bouayad,

2003).



CHAPITRE 2

CARACTERISATION DES RECEPTEURS DE PGE; DANS LE CANAL

ARTERIEL FETAL ET NEONATAL DE L’AGNEAU

(CHARACTERIZATION OF PGE; RECEPTORS IN FETAL AND NEWBORN LAMB

DUCTUS ARTERIOSUS)

Bouayad A. Kajino H. Waleh N, Fouron JC. Andelfinger G, Varma DR, Skoll A, Vazquez
A. Gobelil F Jr. Clyman RI, Chemtob S. Characterization of PGE, receptors in fetal and

newborn lamb ductus arteriosus. Am J Physiol 280(5):H2342-9, 2001.
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Résumé

Nous avons démontré I'année précédente que chez le porcelet, le CA du nouveau-né
exprime moins de récepteurs EP que celui du feetus, ce qui peut contribuer a la diminution
de la réactivité du CA a la PGE; chez le nouveau-né. Par ailleurs, les effets de la PGE, sur
le CA du nouveau-n¢ semblent étre médiés par les récepteurs EP, uniquement. On pourrait
alors suggérer [’utilisation d’un agoniste sélectif des EP, afin de maintenir
pharmacologiquement un CA ouvert chez des enfants qui souffrent de certaines
malformations cardiaques congénitales a circulation systémique-canal artériel dépendante.
Mais avant de passer a l'application humaine, il faudrait s'assurer de l'impact des variations
inter-espéces sur la nature et le nombre des récepteurs EP du canal artériel. C'est pour cette
raison que l'on s'est proposé de caractériser les récepteurs EP chez le feetus proche - terme
et le nouveau-né d'un autre mammifere: l'agneau afin de le comparer aux résultats

préalablement obtenus chez le porcelet.

Nous avons déterminé les sous-types des récepteurs EP par saturation des sites de
liaison avec la ["H]PGE, et par inhibition compétitive de la liaison de la PGE, sur des
membranes isolées de CA chez le foetus (F) (75-90% de gestation) et le nouveau-né (NN)
(4ge < 1 jour) de porcelet. Nous avons étudié les effets de la stimulation des récepteurs EP

sur la production d’AMPc in vitro ainsi que sur le diamétre du CA du F ex-vivo et in vivo.

La densité totale des récepteurs EP est 3 fois plus élevée chez le feetus que chez le
nouveau-né€ d'agneau (Bmax = 21 vs 8 fmole/mg protéines). Cette diminution est sélective
puisque les sous-types de récepteurs EP, ;4 de la PGE,, mais non EP,, sont exprimés dans

le CA feetal; tandis que seul EP; existe -en quantité similaire a celle du F- dans le CA du
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NN. Par ailleurs, la production d’AMPc induite par des ligands spécifiques a chacun des
récepteurs EP a démontré que les EP; et EP4 sont couplés a une protéine Gs tandis que les
EP; sont couplés a une Gi/Go dans le CA du feetus de brebis. /n vivo, le sulprostone
(agoniste EP3) a causé une dilatation du CA pré contracté avec l'indométacine (inhibiteur de
la cyclooxygénase. enzyme responsable de la synthése des prostaglandines). Cette
dilatation du CA médiée par les EP; est inhibée -ex-vivo- par le glibenclamide, inhibiteur

des canaux potassiques-ATP sensibles.

Chez l'agneau, I'ouverture du CA in urero est médiée par 3 sous-types de récepteurs
EP de PGE,: les EP, et EP4 qui sont AMPc-dépendants (couplés a la stimulation de
l'adénylate cyclase via la protéine Gs) et les EP; qui semblent étre couplés aux canaux Kpp
sensibles via une Gi ou une Go. De plus, le CA du nouveau-né exprime 3 fois moins de
récepteurs EP que celui du feetus en fin de gestation et les effets de la PGE, sur le CA du
nouveau-né semblent étre médiés par les récepteurs EP, uniquement, cec qui reproduit
exactement ce qui a été observé chez le porcelet. Ceci suggére que la variation ontogénique
des récepteurs EP du CA est conservée chez plusieurs espéces de mammiféres développés.
Par conséquent, le potentiel thérapeutique d’un agoniste sélectif des EP,, qui maintiendrait
ouvert le CA chez des enfants dont la circulation systémique est dépendante de ce vaisseau,

se trouve alors confirmé.
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Abstract

Although the role of prostaglandin E; (PGE;) in maintaining ductus arteriosus (DA)
patency is well-established, the specific PGE, receptor subtype(s) (EP) involved have not been
clearly identified. We used late gestation fetal and neonatal lambs to study developmental
regulation of EP receptors. In the fetal DA radioligand binding and RT-PCR assays failed to
detect EP, but detected EP,, EP3p. and EP, receptors in equivalent proportions; in the
newborn DA Bmax was 1/3 of that found in the fetus and only EP, was detected. Stimulation
of EP; and EP; increased cAMP formation and was associated with DA relaxation. Though
stimulation of EP; inhibited cAMP formation. it surprisingly relaxed the fetal DA both in vitro
and in vivo. This EPs-induced relaxation was specifically diminished by the Kayp channel
blocker glybenclamide. In conclusion. PGE, dilates the late gestation fetal DA through
pathways that involve either cAMP (EP,, EP,) or Karp channels (EP;). The loss of EP; and

EP, receptors in the newborn DA is consistent with its decreased responsiveness to PGE,.

Keywords: ductus arteriosus, EP receptors, PGE,, Katp channels.
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Introduction

The ductus arteriosus (DA) performs two major functions: to remain patent during
fetal life and to close rapidly after birth in order to separate the pulmonary and systemic
circulations (18). Prostaglandins, in particular PGE,. play a major role in maintaining the
patency of the fetal DA (11, 13, 14). The relaxant effects of PGE; have been attributed to its
ability to increase intracellular cAMP concentrations (16, 36). Immediately after birth, the
DA’s response to PGE; is markedly reduced (2, 10), thereby promoting DA closure. The
mechanisms for this decreased responsiveness to PGE, are not well understood.

PGE; exerts its effects through a diverse group of receptors classified as EP;. EP,, EP;
and EP, (15). Although pharmacological evidence suggests that EP; may be the main
functional PGE, receptor in fetal rabbit DA (33), genetic disruption of this receptor does not
induce DA closure in either fetal or newborn mice (29). Thus at present the types of PGE;
receptors that govern DA tone are uncertain. We have recently found that the DA of the fetal
pig expresses three EP receptor subtypes that would appear to have different effects on ductus
contractile tone: we identified 2 cAMP stimulating EP receptors (EP> and EP,) and one cAMP
inhibiting receptor (EP;) (5); in contrast, we detected only EP, in the newborn pig (5).
However. it remains to be explained how loss of a cAMP inhibiting (EP;) and a cAMP
stimulating (EP4) EP receptor can result in decreased responsiveness of the newborn DA to
PGE-.

We therefore proceeded to determine the developmental profile of EP receptor
expression in another species, ovine, and to examine the effects of EP receptor stimulation on
DA signaling events and contractile responses. Our findings reveal that the fetal lamb
expresses, in equal proportions, the same three EP receptor subtypes detected in the fetal pig
(5); similarly. EP; is the only EP receptor identified by binding studies in the newborn ovine

DA. Although stimulation of cAMP-generating EP; and EP, receptors resulted in the expected
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DA relaxation, surprisingly stimulation of cAMP-inhibiting EP; receptors also produced
relaxation; this effect was mediated via a previously undescribed cAMP-independent pathway
for EP3 involving activation of Karp channels. The loss of a relaxant EP; receptor in the
newborn DA is consistent with decreased responsiveness of the DA to PGE; in the immediate

neonatal period.
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Materials and Methods
Materials
AH6809, AH23848B and GR63799X were generously provided by Dr Simon Lister
(Glaxo-Wellcome. UK), butaprost by Dr Harold Kluender (Bayer). M&B28767 by Dr Jean
Hough (Rhone-Poulenc Rorer, UK) and the PGI, analog (cicaprost) by Dr Fiona McDonald
(Schering AG, Berlin). 16,16-dimethyl PGE; and carbaprostacyclin were purchased from
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI) and [3 HJPGE; (165 Ci/mmol) from Amersham
Pharmacia, Biotech (Mississauga, ON); all other chemicals were from Sigma Chemical (St

Louis, MO).

Tissue collection

Pregnant ewes were anesthetized with ketamine-diazepam and fetal lambs (mixed
Western breed) were delivered by caesarian section at 135£3 days gestation (range: 125-140
days; term: 145 days). The fetus was given ketamine (30 mg/kg iv) before exsanguination to
obtain DA; the same procedure was used to obtain DA from the newborn (<8 h after birth).
Vessels were frozen immediately after removal with liquid N, and stored at -80°C. These
procedures were approved by the Committee on Animal Research at the University of

California, San Francisco.

Radioligand binding assays

[’H]PGE; binding and displacement studies were performed as described previously
(5, 21). Brietly, aliquots of DA membranes (100 - 200 pg protein) were incubated at 37°C for
30 min in 100 pl of 10 mM PBS buffer (pH 7.4) containing soybean trypsin inhibitor (1

mg/mL) and phenylmethylsulfony! fluoride (PMSF. 5%). [*H]PGE; was added in the absence
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or presence of increasing doses of a nonselective EP agonist (16.16-dimethyl PGE,), an EP,
antagonist (A6809), an EP; agonist (butaprost). an EP3 agonist (M&B28767) and an EP,
antagonist (AH23848B). Receptor density (Bmax) and ICsy was determined using the

computer program PRISM (GraphPad. CA).

cAMP measurements

DA homogenates (100 pg protein) were incubated at 37°C for 10 min in an assay mixture
(100 L) containing in mM: 10 Tris-HCI buffer (pH 8.0), 1 ATP, 7.5 MgCl,, 15 creatine
phosphate, 185 U/mL creatine phosphokinase, 200 pg/mL aspirin, 0.5 EGTA, 0.5 IBMX. 1
dithiothreitol, 1 benzamidine. 0.1 PMSF, and 100 pg/mL soybean trypsin inhibitor (5, 21).
The reaction was terminated with 200 pL of acidic ethanol. After centrifugation, cAMP was

measured by radioimmunoassay (Diagnostic Products).

Isometric tension in vitro

The DA was divided into 1 mum-thick rings that were placed in separate 10-ml organ
baths in a darkroom as previously described (11, 12). The rings were suspended between two
stainless steel hooks at 38°C in a modified Krebs buffer (pH 7.4) of the following composition
(mM): 118 NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl,. 0.9 MgSO,. 1 KH,POy4, 11.1 glucose, 23 NaHCO;(pH
7.4): the buffer was equilibrated with 5% CO,, 30% O, and 65% Ns. In some rings the luminal
endothelium was removed by scraping the surface with a fine wire as previously described
(12). The bath solution was changed every 20 min. [sometric tension was measured by Grass
FTO3C force transducers (Quincy, MA). The tissues were equilibrated with 30% O 65% N,

and 5% CO, until the tension reached a plateau (approximately 100-120 min). Indomethacin

(5.6 pM) was then added to the bath solution, and the rings were allowed to reach a new
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steady-state tension over the next 60-90 min. The NO synthase inhibitor, N°-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) (0.1 mM). was then added. The rings were exposed to indomethacin
and L-NAME for the remainder of the study protocol. Maximal contraction was determined
from the response to 100 mM KCIl.

Sensitivity of the DA to relaxing agents was determined from vessels precontracted
with indomethacin and L-NAME (Precontraction Tension). Cumulative dose-response curves
were constructed for PGE,, butaprost, M&B28767 and GR63799X (also an EP; agonist),
cicaprost and carbaprostacyclin (PGl analogs). as well as cAMP stimulants and mimetics
(forskolin. and 8-broimo-cAMP). ECs, values (concentration which produces 50% of maximal
response) were determined from each dose-response curve. In some experiments, a cumulative
dose-response curve was performed to a relaxing agent after the tissue had been equilibrated
with either an EP, receptor antagonist (AH23848B). or one of the following K channel
inhibitors (4-aminopyridine (4AP)), iberiotoxin. or glybenclamide) (28). In all experiments,
we allowed the tension in the rings to reach a new steady-state plateau after a drug addition
before another concentration or experimental agent was added to the bath. After the addition
of all pro-relaxant drugs. sodium nitroprusside (0.1 mM) was added to each ring to determine
its minimal tension. The difference in tensions between the maximal contraction and minimal
tension was considered the maximal active tension (20 £ 3 g, n = 120). The difference in
tensions between the precontraction tension (with indomethacin and L-NAME) and the
minimal tension (with sodium nitroprusside) was considered the net tension (15 + 3 g, n =
120). The tension was expressed as either the absolute force (g) or a percentage of either the
net tension or the maximal active tension. Tissues were removed from the baths after the

experiments and wet weights recorded.
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Effects of different agents on DA tone in vivo

Pregnant ewes (120-140 days of gestation) were anesthetized with ketamine (30
mg/Kg. iv). A caesarian section was performed and the fetus with intact placental circulation
was exteriorized and its head submerged in warm saline to prevent breathing. Body
temperature was maintained at 38.5°C by an overhead lamp. The femoral artery was
cannulated for blood pressure recording using a pressure transducer (Gould., Valley View.
OH) and the jugular vein was cannulated for administration of drugs. Arterial blood gas was
measured with an ABL300 blood gas analyzer (Radiometer, Copenhagen) before and after
each drug infusion.
Doppler echocardiography of DA: Echocardiographic Doppler studies were performed with
an Acuson 128 XP/10c real-time ultrasonographic imaging system that used 7.5- and 3-MHZ
transducers in combination with range-gated Doppler as previously described (6). The
Doppler signals were filtered by a 100-Hz high-pass filter. The DA was visualized through a
left parasternal approach (second intercostal space), and the angulation of the transducer was
such that the ultrasonographic beam was always parallel to or within 20 degrees of the
orientation of the blood flow. The DA was preconstricted with indomethacin (0.75 mg/kg) to
<50% of the original diameter. Vasorelaxant responses to sulprostone (EP; agonist) were
determined by measuring the smallest diameter of the vessel on a two-dimensional
representation of the echocardiogram before and every 5-10 minutes after the drug injections;

each measurement of the DA diameter was repeated twice and expressed in mm.

Preparation of total RNA, reverse transcription and polymerase chain reaction
Total RNA was isolated from fetal DA tissue using the QIAGEN RNeasy mini kit

(QIAGEN. Inc.. Valencia. CA) according to the manufacturer’s instructions. 3 pg of total
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RNA was reverse transcribed with 100 units of Moloney murine leukemia virus Rnase H
reverse transcriptase (Life Technologies, Inc.) in the presence of random hexanucleotide
primers as described elsewhere (30. 38). The ¢cDNAs were used for the amplification of
specific fragments of EP,, EP3 and EP, receptors by PCR following standard procedures
(30, 38). To amplify a fragment comprising the transmembrane domain I and the second
intracellular  loop of the EP,  receptor, the forward primer 5’-
ATCTTGGGGTGGTGGGCAA-3’ and the reverse primer 5°-
CGCTTGTCCACGTAGTGGCT-3" were used. To amplify an EP; receptor fragment
comprising the transmembrane domains [V and V, the forward 5’-
GTGCTCGCCTTCGCCCTGTT-3 and reverse 5-GCCTTGGCCCTGCAGCGGGA-3’
primers were used. To amplify C-termini of the EP3;4 g isoforms, the forward primer 5°-
ATAATGATGTTGAAAATGAT-3" was used in combination with the reverse primers R3
5’-CTACTGATGCTCAAGTGTATG-3" and R4 5'-GCCCCCTTCCTCTCCTTGCTT-3".
Primer R5 5°-ATTTCATTGGATAGTGAGATAGTC-3’ was used to amplify the EP3p C-
terminal. The forward and reverse primers used to amplify the EP, receptor were 5’-
AAGTCGCGCAAGGAGCAGAA-3° and 5-CTTGTCCACGTAGTGGCTGT-3",
respectively. The PCR products were subcloned into the pPCR-Script Amp SK(+) plasmid
(Stratagene, La Jolla, CA) and sequenced using an ABI prism 310 Genetic Analyzer

sequencer (PE Applied Biosystems. Foster City, CA).

Statistical analysis
Data were analyzed by Student’s  test and by two-way ANOVA factoring for time or
concentration and treatment; for comparisons among means Bonferroni correction was used.

Statistical significance was set at p<0.05. Data were expressed as means + SEM.
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Results
Competitive displacement of |3H]PGE2 in the fetal DA

EP». EP; and EP, receptor ligands caused comparable displacement of specifically
bound [*H]PGE, from fetal DA membrane preparations; the EP, receptor antagonist AH6809

was virtually ineffective (Fig. 1A, 1B, Table 1).

Effects of different agents on cAMP production in the fetal DA

Both the nonselective EP receptor agonist 16,16-dimethyl PGE; and the selective EP>
receptor agonist butaprost increased cAMP production in the fetal lamb DA (Table 2). In
contrast. the selective EP3 receptor agonist GR63799X had no effect on cAMP production by
itself but inhibited forskolin-stimulated cAMP production (Table 2). In the absence of
currently available EP, agonists, the role of EP, was tested using the EPy antagonist
AH23848B in the presence of 16.16-dimethyl PGE; AH23848B alone did not alter cAMP
production but decreased 16,16-dimethyl PGEa-induced stimulation of cAMP formation
(Table 2). which suggests that stimulation of EP, receptors accounts for some of the increased

cAMP production induced by the nonselective EP receptor agonist.

Effects of different agents on fetal DA tension in vitro

The fetal DA contracted spontaneously (77 = 8% of maximal active tension) following
addition of indomethacin and L-NAME in the presence of 30% oxygen. As anticipated, agents
that either stimulated (forskolin) or elevated (8-Br-cAMP) intracellular cAMP relaxed the
constricted fetal DA (Fig. 2E, 2F). Similarly, stimulation of EP receptors that increase cAMP
also relaxed the DA; both the nonselective EP agonist PGE; and the selective EP; agonist
butaprost modestly relaxed the DA (Fig. 2B). and inhibition of the EP4 receptor with

AH?23848B shifted PGEs curve dose-response to the right (Fig. 2C, Table 3). PGE, was >1000
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fold more potent than the PGI, analogs cicaprost and carbaprostacyclin (Fig. 2A, Table 3). In
contrast. although EP; stimulation decreased cAMP production (Table 2), activation of EP;

receptors with M&B28767 or GR63799X caused >70% relaxation of the fetal DA (Fig. 2D).

Effects of PGE; analogs on the diameter of the fetal DA in vivo

We also tested the effects of EP3 stimulation on DA tone in vivo. Infusion of the EP;
receptor agonist sulprostone reversed the indomethacin-induced contraction of the fetal DA in
vivo (Fig. 3) consistent with our in vitro results (Fig. 2D); a similar effect was seen with 16.16-

dimethyl PGE, (data not shown).

Role of K'channels on EP receptor-induced fetal DA relaxation

Since EP; receptor stimulation caused DA relaxation, despite reducing cAMP
generation, we examined whether EP receptor stimulation might relax the DA through other
signaling pathways. K channels have previously been shown to play a role in ductus arteriosus
tone (25, 34). We performed PGE, dose response curves in the presence and absence of
specific K channel inhibitors. The relaxant effects of PGE; were not affected by the K, and
Kc,-channel blockers. 4-aminopyridine and iberiotoxin, respectively (Table 3). However, the
Karp channel blocker glybenclamide significantly inhibited the relaxation caused by the EP;
agonist M&B28767. Removal of luminal endothelial cells neither altered the PGE; or
M&B28767 induced relaxation of the DA nor did it modify the inhibitory effects of
glybenclamide on PGE; and M&B28767 induced relaxation (data not shown). Glybenclamide
did not affect relaxation caused by agonists that increase cAMP (butaprost, forskolin, and 8-

Br-cAMP) (Table 3).



99

Detection of EP receptor subtypes and isoforms in the fetal DA by PCR

We amplified an EP;3 receptor fragment from the ovine DA that encompassed
transmembrane domains IV and V of the receptor; its sequence was 100% homologous
with the corresponding bovine sequence (26). Hence, we designed oligonucleotide primers
based on the bovine sequence to identify which of the different EP; receptor carboxy-
terminal isoforms might be present in the fetal DA (26). Only the EP;p isoform fragment
was successfully amplified from the ovine fetal DA. The PCR product was identical to the
bovine EP;p sequence (26).

Using EP»-specific primers, we amplified an EP receptor fragment from the ovine
fetal DA that had 90, 87 and 85% homology with the corresponding sequences from the
human. mouse and rat EP, receptor, respectively (4, 19. 31). Using EP, specific primers, we
also amplified an EP, fragment, which was virtually identical to the reported ovine EP,
receptor sequence (GenBank accession AF035418) and had 94% homology with the
corresponding sequence of the human EPy receptor (24). The presence of EP,, EP3p and
EP, receptor mRNAs in the fetal ovine DA is consistent with our displacement binding data

(Fig. 1 and Table 1).

Competitive displacement of [3H]PGE2: comparison between the fetal and newborn
DA

In contrast with the fetus, the EP» receptor agonist butaprost was capable of
displacing virtually all of the [3H]PGE2 from newborn (< 8h old) DA membranes (Fig. 1C.
1D, Table 1); EP,, EP; and EP, receptors were essential undetectable. The calculated Bmax
for the EP5 receptor in the newborn was the same as that calculated for the EP, receptor in

the fetus (Fig. 1B. 1D).
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Table 1. Competitive inhibition of FHJPGE> binding 1o ductus arteriosus membranes from

Jetal and newborn lambs by different agents.

Fetus Newborn
Competing agents % Inhibition* ICsq (nM) % Inhibition* ICsy (nM)
16,16-DMPGE, 100 + 10 43£2.7 9 +4 6+4
AH6809 441 ND 5+5 ND
Butaprost 26+5 1608 + 248 95+5 3020 + 830
M&B28767 38 + 4 1.4+0.1 0 ND
AH23848B 3742 3340 +£1307 0 ND

* Refers to percent inhibition of bound [*H]PGE,.

[PH]PGE; was 10 nM and 8.6 nM for the fetus and the newborn, respectively.

Values are means + SEM of 3-4 experiments: 16,16-DMPGE, : 16,16-dimethyl PGE3;

ND: not determined because percent inhibition of [’H]PGE; binding is too low for accurate

determinations.



Table 2. Net cAMP synthesis by ductus arteriosus from near-term fetal lamb.

-Agcr;-ts - Net cAMP synthesis
(pmol/mg protein/min)

16,16-DM PGEz (1 pM) | 2.54 + 0.46

Butaprost (1 uM) 1.56 £ 0.28*

GR63799X (0.5 uM) 0.31+0.14

Forskolin (0.1 pM) 25.61+1.01

Forskolin (0.1 uM) + GR63799X 20.77 £ 0.14t

AH?23848B (10 uM) 0.60 + 0.23*

16,16-DM PGE: (1 uM) + AH23848B (10 uM)  1.31 +0.05*

Ductus homogenates (100 pg) were incubated with indicated agents for 10 minutes at 37°C.
Net cAMP synthesis was corrected for basal (unstimulated) synthesis of cAMP which was
3.82 + 0.7 pmol/mg protein/min. Data are means + SEM of 3 experiments. 16,16-DMPGE;:

16.16-dimethylPGE,. * p<0.05 vs 16,16-DMPGE,, t p<0.05 vs forskolin alone.
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Table 3. Effects of K' channel blockade on ECsy of ductus arteriosus relaxation induced by

EP receptor stimulation and cAMP elevating agents

Agents ECsy (nM)
PGE, 0.4+0.1
Cicaprost 700 + 61*
Carbaprostacyclin 1200 = 122%
PGE, +~ AH23848B (25 uM) 1.2 +0.5*
PGE, + AH23848B (50 pM) 3.4+1.3*
PGE, — 4-aminopyridine (3 mM) 05401
PGE, - iberiotoxine (50 nM) 03402
PGE, + glybenclamide (10 uM) 28+ 06*
M&B28767 90 + 18
+

M&B28767 + glybenclamide (10 pM) 391 = 64t

241
Forskoline

370 = 89
Forskoline + glybenclamide (10 pM)

400 = 63
Butaprost

4400 = 267
Butaprost + glybenclamide (10 pM)

4700 = 334

8-Br-cAMP i
3.7+41x 107

8-Br-cAMP + glybenclamide (10 pM) .
43+41x10

Values are means + SEM of 3-11 experiments. *p<0.05 vs PGE,. tp<0.05 vs M&B28767.
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Figure 2.1. Representative displacement curves of specifically bound [*H]PGE, from
lamb ductus arteriosus membrane preparations from fetal (A. B) and newborn (C, D) lambs.
Estimated Bmax (receptor density) (B and D) was calculated as total maximum binding x the
proportion of displacement by indicated EP ligands; values are mean + SEM of 34
experiments. DMPGE,, 16.16-dimethyl PGE; (nonselective EP receptor agonist): AH6809
(EP, selective antagonist): butaprost (EP. selective agonist): M&B 28767 (EP; selective

agonist); AH23848B (EP, antagonist).
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Figure 2.2. Vasomotor response of fetal ductus to prostaglandins, prostaglandin analogs.
and cAMP-elevating agents. DA rings were precontracted with 30% oxygen +
indomethacin (5.6 uM) + L-NAME (0.1 mM). Dose-response to indicated compounds was

determined. Values are mean + SEM of 3-11 experiments.
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Figure 2.3. Effects of EP; agonist sulprostone on percent change in DA diameter of
fetal lambs. Animal preparation is described in Methods. DA was preconstricted with
indomethacin (0.75 mg/kg iv) and once its diameter was <50% of the original diameter,
sulprostone (0.083 ng/kg/min iv) was infused (indicated by shaded area along the abscissa).
DA diameter was measured by echocardiogram. Values are mean + SEM of 3 experiments.

* p <0.05 compared to pre-sulprostone infusion.



CHAPITRE 3

REGULATION ONTOGENIQUE DE LA SYNTHESE DE LA PROSTAGLANDINE

(PG) E; DANS LE CANAL ARTERIEL DE PORCELET

(DEVELOPMENTAL REGULATION OF PROSTAGLANDIN (PG) E; SYNTHESIS IN

THE PIG DUCTUS ARTERIOSUS)

Bouayad A. Fouron J-C, Hou X, Peri KP, Clyman RI and Chemtob S. Developmental
regulation of prostaglandin (PG) E; synthesis in the pig ductus arteriosus. Am J

Physiol 2003, en préparation.
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Résumé
La synthése de PGE,. qui est le plus important vasodilatateur du canal artériel (CA),

est catalysée par les PGEs synthases (PGES). Les facteurs impliqués dans 1’augmentation
périnatale de la synthése de PGE, dans le CA ne sont pas connus. Nous avons étudié
I"ontogénie des formes cytosolique et microsomiale de PGES (PGESc et PGESm) ainsi que
celle de la cyclooxvgénase (COX)-2 et de PLA2 dans le CA du feetus et du nouveau-né
(NN) de porcelet. L expression protéique de PGESm et de COX-2 ainsi que les niveaux de
PGE, étaient ~7 fois plus élevés dans le CA du NN par rapport a celui du feetus (75-90%
gestation), tandis que cette augmentation était <2 fois dans [’aorte descendante et I’artére
pulmonaire principale. L'expression de PGESc et de PLA2c ne semblait pas différer entre
le feetus et le NN. Etant donné que le facteur d’activation plaquettaire (PAF) peut réguler
I’expression de COX-2. sa concentration a été¢ mesurée dans le CA. Les niveaux de PAF
sont plus élevés dans le CA du NN par rapport a celui du feetus. PAF (6 h) déclenche une
augmentation dose-dépendante de I’expression de PGESm et de celle de COX-2 ainsi
quune augmentation de la concentration de PGE; dans le CA fcetal vers des valeurs
proches de celles du NN. L’expression de PGESc, de PLA2c et de COX-1 dans le CA
n"était pas affectée par PAF. PAF a également provoqué une contraction du CA feetal qui
était prolongée aprés traitement avec I’inhibiteur de 1’activité de PGESm, le MK-886. Le
traitement prolongé (6 h) de CA de NN avec des antagonistes du récepteur de PAF
(BN52021 et THG315) a entrainé une profonde diminution de ’expression de PGESm et
de COX-2 ainsi que celle des niveaux de PGE, tandis que le tonus vasculaire du CA a
augmenté. Par conséquent, nous pouvons conclure que PAF contribue a la régulation du
tonus vasculaire du CA en régulant I’expression de PGESm, de COX-2 et les niveaux de

PGE; qui lui sont associés.
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Bouayad A, Fouron J-C, Hou X, Beauchamp M, Qiniou C, Abran D, Peri K, Clyman
RI and Chemtob S. The synthesis of PGE,, the most important vasodilator of the ductus
arteriosus (DA), is catalyzed by PGE, synthases (PGES). The factors implicated in
increased PGE, synthesis in the perinatal DA are not known. We studied the ontogeny of
both microsomal and cytosolic PGES (respectively, mPGES and cPGES) along with that
of cyclooxygenase (COX)-2 and cPLA, in the DA of fetus and newborn (NB) pigs.
mPGES and COX-2 protein expression as well as PGE; levels were approximately 7-fold
higher in the DA of the immediately postnatal NB than of the fetus at 75-90% gestation,
while in the aorta and pulmonary artery the expression of mPGES and COX-2 and the
levels of PGE; were only <2-fold higher in the NB; immunoreactivity to cPGES and
cPLA, did not differ between fetus and NB. Because platelet activating factor (PAF)
could regulate COX-2 expression, the former was measured in DA; PAF levels were
greater in DA of the NB than of the fetus. PAF (6 h) elicited a dose-dependent increase in
mPGLES and COX-2 expression as well as a rise in PGEs concentrations in DA of the
fetus towards higher values seen in the NB; cPGES, cPLA; and COX-1 expressions in
DA were not allected by PAF. Also, PAF induced contraction of fetal DA, which was
sustained after treatment with putative mPGES inhibitor MK-886, but not otherwise.
Concordantly. in NB DA PAF receptor antagonists, BN52021 and especially THG315 (6
h), markedly reduced the higher mPGES and COX-2 expression as well as the PGE;
concentrations, and increased DA contractile tone; acutely (1 h) BN52021 and THG315
did not alter these parameters. It is concluded that PAF contributes in regulating DA tone

by governing mPGES, COX-2 and ensuing PGE; levels in the perinate.



Keywords: PGE, synthase, platelet activating factor, cyclooxygenase 2, cytosolic PLA2.

ductus arteriosus.



PROSTAGLANDIN E, (PGE,) is the most important vasodilator of the ductus arteriosus
(DA) (Clyman 1978; Coceani 1978). Cytosolic phospholipase A2 (cPLA2) causes the
release of arachidonic acid, which is converted into PGH, by cyclooxygenase (COX)-1 and
COX-2: PGH, is then converted to PGE, by PGE, synthases (PGES). Two glutathione-
dependent PGES isoforms have been recently identified (Jakobsson, 1999; Tanioka, 2000;
Murakami, 2000). The constitutive PGES. cPGES. is a 26-kDa cytosolic protein (Tanioka,
2000) that is abundantly expressed in many tissues and cell lines (Tanioka, 2000). The
inducible isoform, mPGES (also termed mPGES-1), is a 16-kDa microsomal protein that
can be expressed and regulated in a cell type-specific manner (Jakobsson, 1999; Murakami,
2000). It is highly inducible by pro-inflammatory factors and believed to be coupled
principally to COX-2 (Tanioka. 2000: Murakami, 2000; Ueno, 2001; Han. 2002).

PGE, levels increase in the circulation and numerous tissues at the onset of
parturition. peak soon before birth (Jones. 1993) and then decline rapidly after birth
(Mitchell. 1978: Jones, 1993; Li. 1995; Li. 1996). The factors responsible for changes in
PGE,; levels in the perinate have not been clearly identified. COX-2 is developmentally
regulated (Slater, 1994: Slater. 1999: Peri, 1995; Guerguerian. 1998), but does not explain
the relatively selective increase in PGE, during the perinatal period (Abran, 1995; Jones,
1993). On the other hand. specific ontogenic changes in PGES isoforms may clarify this
developmental process. In this regard, specific regulation of PGE, formation would
constitute a novel and more selective approach to controlling DA tone.

Platelet-activating factor (PAF) is a potent pro-inflammatory cytokine which
induces COX-2 expression (Bazan. 1997; Marrache, 2002). PAF production appears

increased in the perinate (Ibe, 1998: Ibe, 2001). Based on the evidence presented PAF may
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contribute in regulating expression of COX-2 and coupled mPGES as well as PGE; levels,
in DA; but this remains to be determined. We therefore investigated the developmental
changes in mPGES and COX-2 expression in the DA of the pig, and the possible role of
PAF in their regulation. Our findings reveal a developmental increase in mPGES
expression along with that of COX-2 in the DA, which is regulated at least in part by PAF

and impacts on DA tone.



Material and methods:

Animals. Fetal pigs at approximately 75-90% gestation (term, 114 days) and newborn
piglets within 2 h of vaginal birth were used. Animals were anesthetized with halothane
and killed with pentobarbital (120 mg/kg, intracardiac). Tissues were rinsed in ice cold
Krebs buffer (pH 7.4) of the following composition (mM): NaCl 120. KCl 4.5, CaCl, 2.5,
MgS0, 1.0, NaHCO; 27, KH;PO4 1.0, and glucose 10 and then frozen in liquid N and stored

at -80°C until assayed.

Western blot analysis. Frozen tissue was homogenized with lysis buffer consisting of
10 mM Tris - HCI, pH 7.4,0.1 M NaCl, 2 mM MgCl,, 0.02% ASA, 0.5 mM EDTA,
0.1 mM PMSF. and 100 pg/ml trypsin inhibitor and centrifuged twice for 15 min at 1000g
at 4°C. Immunoblots were performed as described (Peri, 1995; Marrache, 2002). Equal
amounts of supernatant (30-40 pg protein/lane) in SDS-containing sample buffer were
boiled for 5 min (Laemmli, 1970) and proteins were resolved by 15% and 8% SDS-PAGE
for ¢/mPGES and COX-2/cPLA?2, respectively, and related to control B-actin. The proteins
were electroblotted onto polyvinyldiene difluoride membranes (Towbin, 1979). The filters
were blocked overnight at 4°C in Tris-buffered saline (TBS) (10 mM Tris-HCI, pH 7.4/100
mM NaCl) containing 0.1% (vol/vol) Tween 20 (0.1% T-TBS) and 5% (wt/vol) nonfat
dried milk. The membrane was subsequently incubated overnight at 4°C in 0.1% T-TBS
with 5% (wt/vol) nonfat dried milk with the corresponding IgG primary antibodies:
polyclonal rabbit anti-human mPGES (1:500) (Cayman Chemical. Ann Arbor, MI),
monoclonal anti-mouse cPGES (1:500) (gift from Dr. David Toft, Mayo Clinic, Rochester,
MI), polyclonal rabbit anti-mouse COX-2 (1:250) (Biomol Research, Philadelphia, PA),

polyclonal rabbit anti-human cPLA2 (1:500) (Santa Cruz Biotechnologies, Santa-Cruz,
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CA), polyclonal anti-human p-actin (Abcam Ltd. Cambridge. UK). After washing,
secondary horseradish peroxidase-linked anti-rabbit antibodies (1:2,500; Pierce, Rockford,
IL) were applied for 1 h at 25°C. Detection of signal was enhanced using
chemiluminescence (PerkinElmer, Boston, MA), and the resulting bands analyzed
densitometrically. Positive control for mPGES was ram seminal vesicle microsomes (5
mg/ml) from Oxtord Biomedical research (Oxford, MI), while positive control for cPGES
was purified human protein over-expressed in mouse cells hybridized with cancerous cells

provided by D.O. Toft (Mayo Graduate School, Rochester, MI).

PAF assay. DA homogenates were prepared in 10% dimethyldichlorosilane siliconised
glass tubes as previously described (Beauchamp, 2002). PAF extraction was conducted on
octadecylsilyl silica columns (Nishida & Markey. 1996) and quantified with the
scintillation proximity assay (SPA) commercial kit (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) (Hart, 1979). Cross-reactivity of the antibody for other structurally related

lipids was less than 0.06% (lyso-PAF <0,01%) and interassay variability less than 5%.

PGE> assay. PGE, was measured by radioimmunoassay as described previously (Abran,

1994; Hardy. 1994: Guerguerian. 1998).

Vasomotor responses of DA. lsometric tension of DA was determined as described
(Bouayad, 2001; Kajino, 2000). DA was cut into 2 mm rings, and suspended between two
stainless steel wires at initial tension of =2g in 20 ml tissue baths containing Krebs buffer
aerated with a mixture of 95% O, and 5% CO,. Isometric tension was recorded using force
transducers (Kent Scientific Corporation, CT). Preparations were allowed to equilibrate

until the tension became stable before test agents were added. Time-dependent response to
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C-PAF (1 puM) in the absence and the presence of putative mPGES inhibitor MK-886 (10

HM) (Mancini, 2001) was determined over a 6 h period.

Statistical analysis. Ontogenic variation of mPGES, COX-2, cPLA2 and cPGES protein
expression was assessed by unpaired Student’s ¢ test; while effects of various agents on
ductal tension was determined by two-way analysis of variance factoring for time and
treatment. Comparison among means tests was performed by the Tukey-Kramer method.

Statistical significance was set at P < 0.05. Data are expressed as mean + SEM.
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Results

PGES. COX-2 and ¢PLA2 expression and PGE> and PAF levels in fetal and immediate

post-natal nevwborn DA

The expression of mPGES and COX-2 proteins in the DA of pigs immediately post-natally
(within 2 h of birth) was 6-7-fold higher than in the DA of fetus (Fig. 1A. B); while in
adjacent aorta and pulmonary artery there was only a 2-3-fold higher expression of these
proteins in the NB. Expression of cPGES and cPLA2 was relatively unchanged between
ages in all tissues (Fig. 1C, D). The increase in mPGES and COX-2 protein in NB DA was

paralleled by a rise in PGE,; (Fig. 2A).

Effects of PAF on PGES and COX-2 expression and PGE; levels in fetal DA

Because PAF generation is suggested to augment in the perinatal period (Ibe, 1998; Ibe,
2001) and is reported to induce COX-2 expression (Bazan, 1997; Marrache, 2002), we
tested if PAF can induce mPGES and COX-2 in DA from fetus. PAF concentration in the
DA of NB pigs was indeed significantly greater than in fetal tissues (Fig. 3A). PAF caused
a dose-dependent increase in mPGES and COX-2 expression in the fetal DA (6 h
incubation), associated with a time-dependent rise in PGE, levels (Fig. 3C-E). towards the
higher values seen in the NB (Figs. 1 and 2). COX-1 (not shown), as well as cPGES and

cPLA. expressions were not affected by PAF (0.1 uM; Fig. 3B). Concordant with these

results. PAF (1 uM) induced a rapid rise in DA tone which in contrast to the contractant
KCl (100 mM) resumed basal values by 6 h (Fig. 5); this effect was prevented by mPGES

inhibitor MK-886 (Mancini, 2001).



Effects of endogenous PAF on mPGES, COX-2 and PGE; levels in DA of the perinate

We determined the role of endogenous PAF on mPGES, COX-2 and PGE; levels in NB
DA using distinct PAF receptor antagonists. Treatment of DA from NB with PAF receptor
antagonists BN52021 (0.1 pM; Beauchamp, 2002) and THG315 (0.1 uM; Beauchamp,
2002) for 6 h (but not <2 h) decreased mPGES expression of by 50-85% (Fig. 4A) and
COX-2 by 75-85% (Fig. 4B). but not that of cPGES and cPLA,; this was associated with a
corresponding reduction in DA PGE, levels (Fig. 4C). Moreover, BN52021 and THG315

caused a concordant delayed rise in DA tone starting by 2 h exposure (Fig. 5).



Discussion

The mechanisms that govern PGE> formation in DA during development are so far
unknown. Although COX-2 has been shown to contribute significantly to prostanoid
formation in the DA. its expression and activity cannot explain the specific and important
increase in PGE» in this tissue with advancing gestation. Our findings indicate that mPGES
like COX-2 is developmentally regulated in DA. This effect seems contributed by PAF,
which is augmented in perinatal DA. Moreover, regulation and expression of mPGES and

COX-2 by PAF coincides with concordant changes in PGE; levels and DA tone.

The expression of mPGES. like that of COX-2, is regulated by inflammatory mediators
(Thivierge & Rola-Pleszczynski. 1995; Bazan & Allan, 1996; Lukiw, 1998; Jakobsson,
1999; Murakami. 2000; Han. 2002). Although PAF levels are suggested to increase in the
perinate (Ibe, 2001), its role in the physiological regulation of these proteins in DA is
unknown. We present evidence that PAF contributes to mPGES and COX-2 expression and
impact on ductal tone. 1) PAF levels were increased 3-fold in the immediate NB DA
compared to fetus (Fig. 3A). 2) Inhibition of endogenous PAF signaling through PAF
receptor blockade dramatically decreased mPGES and COX-2 expression as well as PGE;
levels in the NB DA (Fig. 3C. D): this was associated with a delayed increase in DA tone
observed starting at 2 h of exposure (Fig. 5). Observations infer a short half-life for the
products of mPGES and COX-2 genes, as previously reported (Han, 2002). 3) In fetal DA
PAF stimulated a dose-dependent increase in mPGES and COX-2 expression and in PGE»
levels (Fig. 4B, C, D); these findings are consistent with a role for the immediate-early
gene COX-2 in the perinatal DA (Clyman, 1999; Takahashi, 2000). 4) PAF also caused a

rapid rise in DA tone but this effect was transient, such that its time-course coincided with
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the increase in mPGES, COX-2 and PGE; (Fig. 5); furthermore, loss of sustained DA tone

was prevented with MK-886, an eicosanoid synthesis blocker which inhibits mPGES

(Mancini, 2001).

Microsomial PGES and COX-2 seem to exhibit a similar ontogenic and regulatory profile
in DA. Our results suggest a physiological functional coupling between COX-2 and
mPGES that would play a critical role in the perinatal increase of PGE, levels. Such a
coupling has been proposed in isolated cell systems, namely in transfected HEK293 cells
exposed to pro-inflammatory agents (Murakami, 2000; Han, 2002); whereas COX-1
preferentially coupled to cPGES and was not affected by inflammatory mediators (Tanioka,

2000). Our in vivo findings in DA are consistent with these reported in vitro observations.

The mechanisms responsible for the perinatal rise in PAF levels are not known. Possible
regulating factors can be proposed. These include the activity of the catabolic enzyme PAF
acetylhydrolase which varies with development yielding higher activities in the adult than
the fetus (Ohshige, 1999). Also, a number of mediators known to induce PAF formation
such as cytokines (Valone, 1988), endothelin (Mustafa, 1995), angiotensin (Neuwirth,
1989), exhibit increased levels in the perinatal period, and likewise may contribute to high

PAF levels in the perinate.

In summary the present paper provides a mechanism for the increase in the levels of the
important DA autocoid, PGE,, at the end of gestation, specifically through a developmental
regulation of mPGES and COX-2 contributed by PAF. Because all PGE, receptors in the
DA evoke vasorelaxation of this tissue (Bouayad, 2001), and since COX-2 inhibitors may

cause serious renal complications especially to the developing subject (Kajino, 2002), one
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may postulate that mPGES which catalyzes the formation of the ligand common to all

PGE, receptors could be a preferred therapeutic target in the control of DA tone.
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Figure 3.1. Relative expression of mPGES (A), COX-2 (B), cPGES (C) and cPLA2
(D) in the ductus arteriosus (Duct). descending aorta (Ao) and pulmonary artery (PA)
of the fetal (F) and newborn (NB) pigs. Representative Western blots are on the top
and histograms represent semi-quantitative data from 3-4 separate experiments.

* P < (.05 versus fetal values.
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Figure 3.2. Developmental regulation of PGE, levels in the ductus arteriosus (A),
descending aorta (B) and main pulmonary artery (C) of near-term fetus and
immediate newborn piglet. Data are represented as means * SEM of 3-4
experiments. *P < 0.05 versus fetal values.
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Figure 3.3. Developmental regulation of PAF levels in the ductus arteriosus (A). Dose-
dependent effect of PAF on cPGES and cPLA, (B), mPGES (C) and COX-2 (D) expression
in the fetus DA. Effect of PAF on PGE, levels in ductus arteriosus of fetal piglets (E).
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Figure 3.4. Effects of PAF receptor antagonists BN52021 (0.1 pM)
and THG315 (0.1 uM) on mPGES (A) and COX-2 (B) expression
and on PGE, levels (C) in newborn ductus arteriosus. Representative
Western blots are on the top and histograms represent semi-
quantitative data from 3-4. *P < 0.05 versus control values.
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Discussion générale

Les prostaglandines, surtout la prostaglandine E2 (PGE;y), joue un role primordial dans
le maintien de 1'ouverture du CA feetal. Cependant, la réactivité de ce vaisseau a la PGE;
est significativement diminuée aprés la naissance, ce qui facilite la fermeture du CA. Les
mécanismes de cette diminution de réponse a la PGE; restent méconnus. La PGE; exerce
ses effets via les récepteurs EP, EPa. EP3, et EPy mais les sous-types de récepteurs EP
impliqués demeurent non identifiés. Nous avons confirmé par des études de liaison de
radioligand et de RT-PCR que le CA du F proche-terme exprimait les récepteurs EP> 3p 4
dont la densité totale était 3 fois supérieure a celle du NN qui ne semble exprimer que les
récepteurs EP,. L’activation des EPa et EPq4 stimulent la synthése d’AMPc et elle est
associée a la relaxation du CA. De plus. méme si I’activation des EP3 inhibe la production
d"AMPc. elle reste associée a la relaxation du CA feetal in vitro et in vivo. Il s’est avéré que
cette surprenante relaxation via les EP; est spécifiquement bloquée par la glibenclamide, un

bloqueur de canaux K* sensibles a I’ATP.

Par ailleurs, une autre facon de contrdler le tonus du CA serait de déterminer les

facteurs qui entrainent une importante augmentation des niveaux de PGE, observés durant

la période périnatale. Une induction ontogénique de la cyclooxygenase inductible (COX-2)
est connue mais ne constitue pas une explication suffisante. C’est pour cette raison que
nous stipulons un réle de la forme inductible de la synthase spécifique de PGE,, la PGES
membranaire (PGESm). Des études d'immunobuvardage de type Western couplés a des
essais radioimmunologiques ont permis de démontrer que 'expression de PGESm et de

COX-2 était augmentée dans le CA de NN de porcelet comparativement au F; ce qui est
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associé a une production de PGE, plus élevée chez le NN. De plus, I’expression de
PGESm, comme celle de COX-2 ainsi que la production de PGE; locale, sont fortement
induites par le facteur dagrégation plaquettaire PAF. L’ensemble de ces résultats peut
contribuer a développer des traitements plus spécifiques pour le contréle du tonus

vasculaire du canal artériel.

4.1 Récepteurs EP de la PGE, et contréle du tonus du canal artériel
4.1.1 Distribution et régulation ontogénique des EP dans le CA

Les premiéres études pharmacologiques ont suggéré que EP, est le récepteur majeur
dans le CA feetal de lapin (Smith, 1994) mais ’interruption génique de ce récepteur n’a pas
entrainé de fermeture du vaisseau chez les souris feetale et néonatale (Nguyen. 1997),
tandis que le type de récepteurs EP exprimés dans le CA de mammiféres supérieurs
(porcelet, agneau) a la naissance restait inconnu (Clyman, 1983; Abrams, 1995). Dans la
premiére partie de cette thése (chapitre 2), nous avons clairement identifié la nature et la
quantité des récepteurs EP présents dans le CA durant la période périnatale, ce qui était
jusqu’alors controversé dans la littérature. La relaxation du CA est médiée par les 3
récepteurs EP chez le feetus tandis quune étude préalable a révélé par des études de type
Northern I’expression de 1I"’ARN messager des EP; et EP4 dans le CA feetal et néonatal,
I"expression de EPy était diminuée de fagon indépendante des corticostéroides chez le NN
(Smith, 2001). Cette contradiction apparente entre les deux études du profil dévelopmental
des récepteurs EP; peut s'expliquer par: 1) une discordance entre les niveaux d’ARNm
mesurés dans 1'étude de Smith et al. et la quantification de la liaison du ligand que nous
avons rapportée car elle refléte mieux la densité totale des récepteurs; 2) la limite de

détection des expériences de radioliaison ne permettrait pas de détecter la variation de la

densité de récepteurs faiblement exprimés.
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Figure 4.1. Proportion relative des récepteurs EP, 34, dans le CA feetal de porcelet
(blanc) et d’agneau (noir), d aprés Bhattacharya et al., 1999 et Bouayad et al., 2001.

Par ailleurs, la détection des seuls EP; pour médier la relaxation PGE,-dépendante du
CA chez le nouveau-né pourrait suggérer |’utilisation des agonistes spécifiques de ces
récepteurs pour maintenir le CA ouvert (Bhattacharya. 1999). Cependant, nos données
préliminaires (non incluses dans cette thése) ont démontré que I’infusion de butaprost
provoquait peu ou pas d’ouverture du CA chez le NN (1h postnatal) mais déclenchait une

profonde vasodilatation pulmonaire.

En ce qui concerne les récepteurs EP;, notre étude a révélé que leur stimulation a
provoqué la relaxation du CA par une voie qui dépend des canaux potassiques sensibles a
I'ATP (Katp), ce qui met en évidence pour la premiere fois un rdle vasodilatateur des
récepteurs EP3 de fagon AMPc-indépendante (Bouayad. 2001). Il aurait €té intéressant de

quantifier in vivo la contribution des Karp & cette relaxation en incubant le sulprostone
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(agoniste des EP3) en présence et en absence du glibenclamide qui est un bloqueur spécifique
des Kapp puis mesurer la variation du diametre CA en fonction du temps et de la dose
d’incubation. Etant donné que cet outil pharmacologique est déja disponible, efficace et
spécifique, il pourrait étre d’une grande utilité éventuelle en clinique. D’autre part, on pourrait
envisager I’administration des agonistes des récepteurs EP3; simultanément avec
I’indométhacine aux méres en cas de traitement antitocolytique afin d’éviter la fermeture du
CA in utero. On pourrait développer des antagonistes spécifiques des récepteurs EP; qui
pourraient servir & fermer le CA réfractaire a la fermeture pharmacologique avec
I'indométhacine comme cela est le cas chez les NN grands prématurés. Cependant la
distribution largement ubiquitaire des récepteurs EP3; rend I’utilisation de leurs ligands
spécifiques risquée. Des études préliminaires afin de déterminer le rapport des

bénéfices/risques d’utilisation en clinique de ces agents seraient appropriées.

Les récepteurs EP| ne semblent pas présents dans le CA du F et du NN. Cela aurait
été utile de confirmer I’absence de I’effet contractile des EP; & la naissance par d’autres
méthodes fonctionnelles telles la mesure des concentrations de messagers secondaires
comme le Ca’* ou le IP;. On pourrait également rechercher la présence ou la surexpression
de I’isoforme tronqué r-EP1v (isolé a partir d’utérus de rat) qui atténuerait ’action de PGE;

(Okuda-Ashitaka. 1996) dans le CA de NN par rapport a celui du F.

Dans une perspective plus générale de la variation de la densité totale (Bmax) des
récepteurs EP, nous aurions pu entreprendre des études immunohistologiques similaires a
ceux de Clyman et al. afin de déterminer si la diminution du Bmax des EP chez le NN est

due a une disparition des EP endothéliaux ou de la média (Clyman. 1996).
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4.1.2. Potentiel thérapeutique des ligands des récepteurs EP dans la régulation du CA

4.1.2.1 Persistance de l'ouverture du CA (PDA)

Etant donné que la vasodilatation du CA feetal est médiée par les récepteurs EP; 3 4, il
serait intéressant d’établir I’effet d’agents spécifiques a chacun de ces sous-types de
récepteurs sur le diametre du CA. Plusieurs études préliminaires ont suggéré 1’importance
de la participation du EP4 au tonus du CA (Wright. 2001: Smith. 1994), ce qui en fait une
cible pour le traitement du PDA chez les NN nés prématurément. Nous avons récemment
démontré que I’infusion du THG-213, un nouvel antagoniste spécifique de EP4, provoque
une contraction significative in vivo du CA fcetal chez I’agneau mais son efficacité demeure
inférieure a celle de ’indométhacine, ce qui suggére un role important des autres récepteurs
des prostaglandines (Figure 4.2) (Wright. 2001). Par ailleurs, nous avons également
démontré que ’activation des EP; dilate in vivo le CA néonatal de I'agneau contrairement a
ses actions vasoconstrictrices dans d’autres lits vasculaires. Cependant I’expression et la
distribution du récepteur EP3 sont trés ubiquitaires dans I’organisme (Abramovitz, 1995;
Brever & Breyer. 2001), ce qui rend la présence d’effets secondaires trés probable lors

I’utilisation de ses ligands spécifiques.
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Figure 4.2. Effet de 1’antagoniste spécifique du récepteur EP4 (THG213) par rapport
4 celui de I’indométhacine sur le diamétre du CA chez le feetus d’agneau, d’apres Wright et

al., 2001.



4.1.2.2. Circulation CA-dépendante

La présence de certaines formes de cardiopathies (transposition des gros vaisseaux,
tétralogie de Fallot, coarctation de I’aorte) peut exiger le maintien de I’ouverture du CA
afin d’assurer une circulation systémique adéquate. Cette situation requiert I’administration
de PGE, en clinique. Cependant, en admettant que le profil des récepteurs EP est semblable
dans le CA néonatal des mammiféres supérieurs et de I’humain. nous pouvons stipuler
qu’un agoniste sélectif de EP, serait efficace a maintenir le CA ouvert chez les nouveaux-
nés (Bhattacharva., 1999: Bouayvad. 2001). De plus, la distribution du récepteur EP> est
limitée chez les nouveaux-nés (Bhattacharya. 1999), ce qui rend I’'usage de son agoniste
sélectif (butaprost) plus attractive car moins suscéptible de provoquer des effets
secondaires que celle de PGE; qui active tous les récepteurs EP (Coleman. 1990:
Abramovitz. 1993). En effet, il a été démontré que ’activation sélective du récepteur EP;
dilate le CA de NN de porcelet sans les effets secondaires sur la circulation systémique
(Bhattacharya, 1999). Des données préliminaires ont observé que la forme inductible de la
PGE, synthase, la PGESm, avait un profil régulatoire semblable a celui de COX-2
(Murakami, 2000) tandis que la PGESc constitutive semble suivre celui de COX-1 (I o

). Si un tel couplage entre PGESm et COX-2 existe dans le CA, alors PGESm aurait
un role important a jouer dans la régulation vasomotrice du CA et c’est ce qui nous a

conduit & mener la deuxiéme partie des expériences qui figurent dans cette thése.

4.2 Cyclooxygénases dans le CA

L’interruption des génes qui codent pour COX-1 (Prgs/) (Langenbach, 1997) et
COX-2 (Ptgs2) (Morham. 1997) a été effectuée chez les souris, ce qui procure des modeéles
génétiques pour étudier les fonctions de chaque isoforme de COX. Malgré le fait qu'aucun

phénotype prénatal ou postnatal impliquant le CA n’ait été rapporté dans aucun des 2
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modeles d’interruption génétique de COX, une compensation fonctionnelle d’un isoforme
par I'autre aurait pu confondre le phénotype néonatal dans le CA. L’expression des
isoenzymes de COX et leur contribution relative au tonus du CA a été récemment rapportée
(Guerguerian, 1998). Le CA du NN a terme de porcelet, mais pas celui du feetus, exprime
COX-2. Les PGs circulantes, qui sont principalement synthétisées par COX-1, semblent
étre les principales responsables du contréle vasotonique du CA in vivo (Guerguerian,
1998). Le role de COX-2 dans la régulation du tonus du CA a été également étudiée chez le
feetus proche-terme d’agneau (Clyman, 1999). COX-1 et COX-2 sont exprimés et
contribuent de fagon équivalente a la production des PGs dans le CA intact in vifro. Un
profil similaire d’expression de COX-1 et de COX-2 a été mis en évidence dans le CA du
foetus de babouin (Clyman & Seidner, résultats non publiés, 2000). La localisation précise
de COX-2 dans le CA feetal d’agneau demeure incertaine. Coceani et al. ont rapporté la
présence de COX-2 dans les cellules musculaires lisses (Coceani. 2001) comme cela est le
cas chez les porcelets immédiatement aprés la naissance (Guerguerian, 1998). De plus,
I’expression de COX-2 augmente chez le feetus en fin de gestation et le NN immédiatement
aprés la naissance. Cette induction de 1'expression de COX-2 pourrait €tre causée par les
médiateurs inflammatoires produits lors de l’accouchement et par |'oxygéne et
complémenterait COX-1 dans la production de PGE; ainsi que dans la relaxation du CA in
utero. Cependant, COX-1 demeure 1'isoforme dominant par rapport a COX-2 dans la
regulation du tonus du CA in vitro et in vivo chez le foetus d'agneau (Coceani, 2001;
Loftin, 2001). En effet, ’inhibiteur sélectif de COX-2, célécoxib, produit une faible
diminution du gradient de pression et de la résistance au niveau du CA foetal chez
I'agneau. Ces changements sont associés a une légére réduction des concentrations
plasmatiques de PGE; (Clyman, 1999). En revanche, I’indométhacine provoque une

diminution plus importante que le célécoxib du débit sanguin dans le CA et elle est plus
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efficace a augmenter la résistance du CA in vivo. Par conséquent, les effets de COX-2 sur

I"ouverture du CA in ufero demeurent modestes.

Afin de mieux comprendre la contribution relative de chacun des isoformes de COX
et des PGs qu’ils produisent a la fonction du CA, des souris “knockout” avec des génes de
Ptgsl et/ou Prgs2 inactifs ont été produites, ce qui empéche la production de COX-1 et/ou
de COX-2, respectivement (Loftin, 2001). Contre toute attente, ces €études ont révélé que
I’absence de I’un ou des deux isoformes de COX ne provoque pas la fermeture prématurée
du CA in utero, ce qui suggére la régulation positive de mécanismes alternatifs
vasodilatateurs indépendants des PGs. Cependant, 35% (20/57) des souris dont le CA
persiste ouvert (PDA) et qui ne possédent pas le géne de COX-2 décedent dans les 48
heures aprés la naissance. L’absence de COX-1 ne semble pas affecter la fermeture du CA.
Par contre. le taux de mortalité de 35% et la fréquence de PDA dues a 1'absence de COX-2
ont été significativement augmentés (79%, 26/33) quand une copie du géne de COX-1 était
également inactivée. De plus, 100% des souris qui ne possédent pas les 2 isoformes de
COX ont un CA ouvert et décédent 12 heures aprés la naissance, ce qui indique que le r6le
de COX-1 devient évident uniquement en absence de COX-2. L’ensemble de ces
observations établit I’implication de COX-1 et de COX-2 dans la transition de la circulation
cardio-pulmonaire entre la vie feetale et néonatale. De plus, 'absence de COX-2 en
présence de COX-1 déclenche des mécanismes complémentaires indépendants des

prostaglandines.

En résumé, D’expression de COX-2 joue un réle majeur dans le maintien de
'ouverture du CA chez le feetus en fin de gestation. Cependant, COX-1 exerce une

fonction importante sur le tonus du CA via la production de PGs périphériques. En effet.
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Pinhibition de COX-1 diminue significativement les niveaux de PGE, dans le plasma et
provoque une vasoconstriction importante du CA. L’utilisation de I’inhibition de COX-2
pour le traitement du travail préterme pourrait €tre plus sécuritaire pour le feetus que
I’inhibition non sélective des COX avec I’indométhacine malgré le fait que les risques
associés a I’inhibition périnatale de COX-2 restent a déterminer. Des études préliminaires
in vitro ont observé que I’expression de la forme inductible (PGESm) d’une nouvelle
famille d’enzymes impliquées dans la synthése de PGE, nommées PGES était induite par
les facteurs qui augmentent [’expression de COX-2 (Murakami. 2000: Il 2002). La
famille des PGES est donc d’un grand intérét pour le contrdle du tonus du CA et c’est pour

cette raison que nous |’avons caractérisée dans le CA.

4.3 PGE, synthases (PGES) dans le CA

L’enzyme spécifique de la synthése du PGE,, la PGE; synthase (PGES) a partir du
précurseur PGH, fourni par les COXs, a été récemment clénée (Forsberg, 2000; Filion,
2001) et caractérisée (Jakobsson, 1999) chez plusieurs especes dont I’humain. Deux
isoformes de PGES ont été identifiées. La forme constitutive qui est une protéine
cytosolique PGESc (Meyer, 1996) et la forme inductible qui est microsomiale PGESm
(Urade, 1995). Les deux isoformes de PGES dépendent du gluthation pour leur activité
enzymatique. Nous avons stipulé que des changements spécifiques des PGES dans le CA
du NN pourraient expliquer, au moins en partie, I’importante augmentation des niveaux de
PGE, durant la période périnatale. Notre étude a démontré par des études de type Western
que ’expression de COX-2 et de PGESm est augmentée de 5-7 fois dans le CA du NN (<
3h de vie) par rapport au feetus de porcelet (F: ~75-90% gestation) tandis que I’expression
de PGESc et de PLA2c ne semble pas étre régulée pendant le développement (Bouayad,

2003). Cette variation ontogénique de I’expression des enzymes de synthése de PGE; est
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associée a une plus grande production de PGE; chez le NN. Pendant la période périnatale,
les concentrations de certaines cytokines (II-4, II-10) incluant PAF augmentent
dramatiquement (Syed. 1988; Carding. 1989; Marzi. 1996; Lee, 2001 ; Ihe. “unl). PAF
joue un role dans I’embryogenese et la physio-pathologie cardiaques chez [I’humain
(Snyder, 1990; Montrucchio, 2000) mais sa (ses) fonction(s) dans le CA n’a pas encore été
étudiée. Nous avons investigué le role de ce médiateur dans la régulation enzymatique
précédante. PAF, dont les effets sont dépendants de la dose et du temps d’incubation,
régule ’expression protéique de PGESm et de COX-2, augmente la synthése de PGE, et
induit une vasorelaxation tardive d’anneaux du CA de NN de porcelet ex vivo 4-6 hours
aprés la contraction initiale (Bouayad, 2003). Le couplage fonctionnel entre PGESm et
COX-2 que nous avons observé dans le CA a été fortement suggéré dans d’autres systémes
in vitro de HEK293 et de fibroblastes en culture (Murakami, 2000; | fan. 2002). On pourrait
mettre & profit cette relation enzymatique exceptionnelle en ciblant simultanément les deux
enzymes afin de bloquer ou d’induire la synthése de PGE; dans le CA et donc de contrdler
le vaisseau selon la situation clinique. Jusqu’a ce jour, cette étude est la premiére a réveler
le profil dévelopmental de I’enzyme PGES et a I’associer & des concentrations €levées de

PAF dans des conditions physiologiques.

Jusqu'a ce jour, il n'existe pas d'inhibiteurs sélectifs et puissants de PGESm
disponibles. Nous avons donc du utiliser MK-886. Par conséquent, il devient tres difficile
d’évaluer |'importance de PGESm par rapport a PGESc et aux COXs ainsi que le couplage
de PGESm/COX-2 dans le maintien de l'ouverture du CA in utero a différents stades

gestationnels et immédiatement apres la naissance.
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Notre étude sur PGES et le CA se basait principalement sur une approche
pharmacologique, ce qui nous améne a envisager une étude génétique de I’importance de
PGESm/c par rapport aux COXs quand les souris KO pour le géne de PGES seront
disponibles. On pourrait alors suivre un protocole similaire & celui de Loftin et al. dans leur
etude /n vivo sur I'impact relatif des COX-1/COX-2 dans I’ouverture du CA (Loftin, 2001)
et comparer nos observations avec celles obtenues de fagon pharmacologique. Il serait
¢galement intéressant d’examiner ’expression de PGESm chez les souris déficientes en
COX-2 et voir si le couplage PGESm/COX-2 est remplacé par la coopération de PGESm
avec une autre enzyme ou un autre systeme d’enzymes fonctionnellement liées.
L’expression de COX-2 ainsi que les effets sur les circulations sytémique et cérébrale
seraient a déterminer chez les souris déficientes en PGESm. La méme démarche serait utile

chez les souris KO déficientes en récepteur de PAF qui sont disponibles (Ishii. 1998).

En résumé, il semblerait que I’équilibre entre les vasodilatateurs, principalement la
PGE,, et I’oxygéne (vasoconstricteur) soit modulé par PAF en faveur de la vasodilatation
afin d’assurer une perméabilité du CA durant la période cruciale de la parturition. Cette
derniére est caractérisée par la diminution de densité des récepteurs de PGE, qui médient
tous la vasodilatation. Par la suite, la chute rapide des prostaglandines en période postnatale
favorise la fermeture du CA car elle méne a une hypoxie puis ultimement au remodelage et
a la fermeture permanente du CA. Les facteurs qui causent I’augmentation périnatale du
niveau de PAF dans le CA ne sont pas encore déterminés, ce qui nous ouvre un nouveau
domaine de recherche. L'impact de ces facteurs sur PGESm/COX-2, les concentrations

périnatales de PGE; et ultimement sur le diameétre du CA sera a étudier.
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Conclusions

Dans le premier manuscrit. nous avons mis en évidence que PGE, dilate le CA du
feetus en fin de gestation par des voies de signalisation qui impliquent I"’AMPc (EP; et EP,)
ou les canaux Karp (EP3) tandis que les effets de la PGE, dans le CA du NN semblent
médiés exclusivement par les récepteurs EP, in vitro et in vivo. Nous avons donc élucidé un
nouveau mécanisme d’action vasorelaxante des récepteurs EP; via les canaux Kayp. De
plus, tous les récepteurs EP ont une action vasorelaxante sur le CA. il serait donc trés
difficile de les cibler tous afin de fermer le CA. Cette démarche. en plus d’étre trés
compliquée, serait associée a de nombreux effets secondaires étant donné la distribution
ubiquitaire de ces récepteurs dans |'organisme. Par conséquent. nous avons réorienté notre
recherche sur une cible moléculaire qui se voulait plus spécifique au CA. Des données
récentes avaient révélé I’existence d’une nouvelle famille d’enzymes impliquées dans la
synthése de PGE,, les PGES. De plus, il semblerait que les formes constitutive et inductible
de cette famille soient liées aux isoformes correspondantes de la famille des COXs. Etant
donné que les COXs jouent un role dans la synthése de PGE, dans le CA, nous avons
entrepris d’étudier les PGES dans le CA. Comme les niveaux de PAF sont présumés
augmentés durant cette période périnatale, nous nous sommes €galement intéressés a la

régulation des PGES par ce médiateur.

Notre étude sur les PGES dans le CA est la premiére a révéler un role physiologique
des concentrations élevées de PAF chez le nouveau-né et suggére que la régulation de la
formation de PGE, via PGESm constitue une approche nouvelle et plus spécifique que
I"inhibition des COXs ou le ciblage collectif des récepteurs EP pour le contrdle vasotonique

du canal artériel.
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Perspectives futures

Une étude préliminaire (Bhattacharya. 1999) ainsi que la premiére partie de cette
these (chap 2) nous a permis de démontrer une variation développementale des récepteurs
EP puisque la densité totale de ces récepteurs dans le CA diminue significativement aprés
la naissance (détection des EP, seulement). Nos résultats suggérent que la réduction de la
densité totale des récepteurs EP est impliquée dans la diminution de la sensibilité du CA
nouveau-n€ a la PGE,, ce qui nous amene a vérifier si une désensibilisation (homologue
et/ou hétérologue) des récepteurs EP est également impliquée. Nous stipulons également
que des agonistes sélectifs des récepteurs EP; maintiendraient le CA ouvert chez des
nouveaux-nés a terme et qui souffrent de certaines cardiopathies congénitales ou la
circulation est CA-dépendante. L’avantage de tels agonistes consisterait dans 1’absence
d’effets secondaires associés a !’administration des PGEs tels 1’apnée, la fiévre,
I’entérocolite nécrosante, les convulsions et I’hémorragie. Enfin, il serait important
d’étudier P’impact d’hormones qui augmentent beaucoup pendant la période périnatale
comme le NO', 'ANGII, le cortisol. I’adrénaline, la BK, ’ET-1, et certaines interleukines
sur I'expression des récepteurs EP. les niveaux de PAF et/ou de PGE,; et sur le diamétre du
CA. Nos observations ont révélé l'implication des canaux Karp dans le maintien de
I'ouverture du CA proche-terme apres la stimulation des récepteurs EP;, ce qui nous améne
a étudier plus en détail comment le couplage entre le récepteur et le canal ionique est

effectué ainsi que la voie de signalisation en aval des canaux Kartp.

La seconde partie de cette thése (chapitre 3) qui porte sur I’étude des PGES a
également permis d'identifier cette famille d’enzymes comme des nouvelles cibles

thérapeutiques potentielles pour un meilleur contrdle du tonus du CA. Ainsi, le CA du NN
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surexprime les formes inductibles des enzymes de la cascade de production de PGE,, soit
PGESm et COX-2, suite a I’augmentation importante des concentrations périnatales de
PAF. Par conséquent, tous les élements qui affectent la synthése et/ou le métabolisme de
PAF auront une conséquence sur PGESm-COX-2, sur les concentrations périnatales de
PGE, et ultimement sur le diamétre du CA. Il faudrait donc élucider I’ensemble de ces
facteurs afin d’identifier d’autres molécules-clé¢ de cette cascade. Il serait également
intéressant de voir comment ces facteurs régulent I’expression et/ou I’activité de la PAF
acétylhydrolase ou de la PAF acétyltransférase. De méme, il serait intéressant de voir si
PGE>, comme PAF, peut jouer le réle d’'un messager rétrograde et influencer un ou

plusieurs élements qui participent a sa synthése ou a celle de PAF.
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