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Résumé Français

L’endothéline-l (ET-1) est un puissant vasoconstricteur possédant une

activité pro-mitogénique. L’ET-l provient du clivage de son précurseur, la big

ET-1, par l’enzyme de conversion de l’ET (ECE). Plusieurs types d’ECEs ont

été identifiés. Certaines sont exprimées à la surface membranaire tandis que

d’autres sont retrouvées à l’intérieur de la cellule. L’ET-l interagit avec deux

types de récepteurs, ETA et ETB. Le récepteur ETA est localisé sur les cellules

musculaires lisses et provoque les effets vasoconstricteurs et pro

mitogéniques de l’ET-l. Le récepteur ETB est exprimé à la fois sur les cellules

endothéliales où il provoque une vasodilatation et la clairance de l’ET-l

circulante et à la fois sur les cellules musculaires lisses où il provoque des

effets vasoconstricteurs et pro-mitogéniques.

Les niveaux plasmatiques et tissulaires d’ET-l sont augmentés dans de

nombreuses pathologies cardiovasculaires, telle entre-autre l’hypertension

pulmonaire (HTP). Les antagonistes des récepteurs de l’ET, autants sélectifs

pour les récepteurs ETA que non-sélectifs, ont été démontrés bénéfiques

dans le traitement d’HTP. Le double rôle des récepteurs ETB soulève

cependant une problématique à savoir s’il est préférable ou non de bloquer

ces récepteurs. Puisque les récepteurs ETB endothéliaux provoquent une

vasodilatation et la clairance de l’ET-l, leurs blocages pourraient s’avérer

néfaste. Cependant, puisque les récepteurs ETB musculaires lisses

provoquent une vasoconstriction et des effets pro-mitogéniques, leurs

blocages pourraient s’avérer favorables.
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Nous avons donc premièrement évalué le rôle du récepteur ETB lors d’HTP

induite par injection de MCT. Nos résultats démontrent une diminution de

clairance de t’ET-l chez le rat MCT. Nous démontrons également que

l’administration aigue d’un antagoniste des récepteurs ETB diminue de façon

accentuée le débit sanguin pulmonaire chez le rat MOT, suggérant un rôle

protecteur de ces récepteurs lors U’HTP.

Nous avons ensuite évalué les modifications cardiopulmonaires de I’ET-l et

de ses récepteurs chez le rat MOT. Nous démontrons une augmentation des

niveaux plasmatiques et ventriculaires d’ET-l ainsi qu’une augmentation

sélective de la densité des récepteurs ETB ventriculaires droit chez le rat

MOT. Un traitement avec un antagoniste sélectit FIA améliore de façon

significative les niveaux d’FT-l ainsi que la densité des récepteurs ETB dans

le ventricule droit.

Nous avons ensuite effectué une étude comparative directe entre un

antagoniste sélectif FIA et un antagoniste non-sélectif dans le traitement

d’HTP. Nous démontrons que bien que les deux antagonistes améliorent de

façon similaire les pressions pulmonaires, l’antagoniste non-sélectif est le

seul a améliorer la survie et l’hypertrophie ventriculaire droite.
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Nous avons ensuite quantifié l’activité de l’ECE luminale dans les circulations

coronaires et pulmonaires. Nous démontrons qu’il n’y a aucune extraction et

hydrolyse décelable de big-ET-1 circulante dans un seul temps de passage

pulmonaire. Bien qu’il n’y ait pas d’hydrolyse de big-ET-1 circulante dans un

temps de transit coronarien, une extraction de 14±1% de big-ET-1 fut

observée.

Les résultats de la présente thèse suggèrent donc que le blocage additionnel

des récepteurs ETB est bénéfique dans le traitement de I’HTP et que les

ECEs luminales ne jouent pas de rôle important dans la conversion de la big

ET-1 et la modulation des niveaux circulants d’ET-l.

Mots clés; Endothéline, récepteur, hypertension pulmonaire, enzyme de

conversion de l’ET, antagoniste
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Résumé Anglais

Endothelin-l (ET-1) is a potent vasoconstrictors which also display pro

mitogenicity for various types of celis and stimulate the deposition of collagen.

The precursor big-ET-1 wiN be converted by the ET converting enzymes

(ECEs) in the active peptide of 21 a.a. named ET-1. Several ECEs have now

been identified: ECE-1, 2 and 3. The gene for ECE-l encodes four different

isoforms which preterentially cleaves big-ET-1. ECE-la, lc and lU are

predominantly located at the surface of the endothelium whereas ECE-lb is

mainly located intracellularly. ECE-2 preferentially cleaves big-ET-1 and is

located in intracellular compartments. An ECE-3 which preferentially cleaves

big-ET-3 has also been purified. ET-1 actions are mediated by two different

receptors named ETA and ETB. ETA receptors are located on smooth muscle

cells where they mediate vasoconstrictive and proliferative effects. ETB

receptors are mainly located on the endothelial cells where the mediate

vasodilatation and clearance of circulating ET-l. However, some ETB

receptors are also found on smooth muscle ceNs where they mediate

vasoconstriction, hypertrophy and proliteration.

Plasma and tissue levels of ET-l are increased in several cardiovascular

diseases as pulmonary hypertension (PH). ET receptor antagonists, either

selective for ETA receptor or non-selective, have been shown effective in the

treatment of PH. However, because of its dichotomous role, blockade of the
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ETB receptor could theoretically provide more or Iess benefit in addition to

ETA receptor blockade.

In a f irst study, we evaluated the role of ETB receptors in the regulation of

pulmonary vascular tone and clearance of ET-1 in rats with monocrotaline

(MCT)-induced PH. We showed a reduction in the clearance of 1251-ET-1 in

the MCT rats. We also demonstrated that an ETB receptor antagonist induced

a more pronounced reduction in pulmonary perfusion flow rate in the MCT

rats, suggesting an increase protective role of these receptors in PH.

In a second study, we evaluated the modifications of cardiopulmonary ET-1

and its receptors in MOT rats. We showed increased plasmatic and

ventricular levels of ET-1 and a selective increase in the density of right

ventricular ETB receptors in rats with PH. Treatment with a selective ETA

antagonist significantly reduced the right ventricular ET-1 levels and ETB

receptor density.

In a third study, we directly compared the effectiveness of a selective ETA and

a non-selective antagonist in treatment of MOT rats with established PH.

Even if both antagonists similarly improved pulmonary pressures and flow

pressures relationships, the non-selective antagonist was the only one to

improve survival and right ventricular hypertrophy.
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In a fourth study we evaluated the activity ot luminal ECEs in single

pulmonary and coronary transit times. Our resuits showed no detectable

extraction and hydrolysis of circulating big-ET-1 in a single pulmonary

passage. However, we showed that the heart extracted 14±1% of circulating

big-ET-1 without any detectable hydrolysis in a single transit time.

Our resuits therefore suggest that additional blockade of ETB receptors would

be beneficial in the treatment of PH and that luminal ECEs are unhikely to

convert circulating big-ET-1 in vivo.

Keywords; Endothelin, receptors, pulmonary hypertension, ET-converting

enzymes, antagonist
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J .O-INTRODUCTON

J. J-Endothélium

L’endothélium fut longtemps considéré comme une simple barrière statique

entre Je sang et les cellules musculaires lisses vasculaires. Il est maintenant

bien connu que l’endothélium maintient une sur[ace non-thrombogénique,

agit comme barrière sélective et est impliqué dans le contrôle du tonus

vasculaire par la sécrétion de plusieurs substances vasoactives. En effet,

lendothélium sécrète plusieurs vasodilatateurs tels le monoxyde d’azote, la

prostacycline et le facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium ainsi que

plusieurs vasoconstricteurs tels entre autres l’endothéline et la thromboxane

A2 (Figure 1).

7.7. 7-Prostacycline

Moncada et al. (1976) ont premièrement découvert la prostacycline (PGI2), un

puissant vasodilatateur possédant également une activité antagoniste sur

l’agrégation plaquettaire (1). La PGI2, produite surtout au niveau de

l’endothélium, provient de la cascade de l’acide arachidonique. La cyclo

oxygénase (CCX) transforme d’abord l’acide arachidonique en Prostaglandin

Endoperoxide H2 (PGH2) qui sera par la suite transformée en PGI2 par

l’enzyme membranaire prostacycline synthase (2;3). La PGI2, libérée des

cellules endothéliales se lie aux récepteurs IP (Prostaglandin 12-receptor)
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Canaux Ca2

Figure 1. Facteurs vasoactifs libérés de
1’ endothélium

Vasoconstriction Vasodilatation

ACE: Ang converting enzyme, Ach: Acétylcholine, ADP: Adénosine diphosphate,
Ang: Angiotensin, BK: Bradykinine, COX: Cyclo-oxygénase ECE: ET converting
enzyme ET: Endothelïn, GC:Guanylate cyclase, L-Arg: L-Arginine, NO: Oxyde
nitrique, PGH2: Prostaglandine H2, PGI2: Prostacycline, TxA2: Thromboxane
A2. Adapté de Uischer and Barton (1997).

Ang I Ang II Ach 5-HT ET Ach ADP BK

Canaux K

I F
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présents au niveau des cellules musculaires lisses sous-jacentes (4). La

liaison de la PGI2 à ce récepteur, taisant partis de la famille des récepteurs à

sept passages transmembranaires couplés aux protéines G, active

l’adénylate cyclase qui induira l’augmentation de 3’-5’-adénosine

monophosphate cyclique (AMPc) provoquant ainsi la relaxation de la cellule

musculaire lisse et l’inhibition de l’agrégation plaquettaire (5;6). La production

de PGI2 est stimulée par de nombreux facteurs à la fois physiques et

neurohormonaux tels entre autres ; l’hypoxie, les forces de cisaillements, la

bradykinine, l’angiotensine et l’endothéline (7-1 1).

7.7.2-Monoxyde d’azote

Furchgott et Zawadzky (1980) ont par la suite décrit un facteur relaxant dérivé

de l’endothélium (EDRF; Endothelium Derived Relaxing Factor) en

démontrant la vasodilatation dépendante de l’endothélium d’aorte de lapin

provoquée par l’acétylcholine (12). Ce facteur relaxant fut par la suite identifié

comme étant le monoxyde d’azote (NO) par Palmer en 1987 (13). Le NO est

synthétisé à partir de la L-arginine, qui sera clivée par l’enzyme NOS (Nitric

Oxide Synthase) en NO et L-citrulline. Il existe trois isoformes de NOS soit;

eNOS, nNOS et iNOS. La eNOS est une enzyme membranaire présente au

niveau des cellules endothéliales, du myocarde et des plaquettes (14;15). La

nNOS est une enzyme cytosolique retrouvée au niveau des neurones et du

muscle squelettique (16;17). La iNOS est retrouvée à la fois au niveau de

l’endothélium, du myocarde, des fibroblastes, des cellules musculaires lisses
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et des plaquettes (18-21). La eNOS et la nNOS sont des enzymes

constitutivement actives et dépendantes du Ca2, tandis que la iNOS est une

enzyme cytosolique, inductible et indépendante du Ca2 impliquée dans le

choc septique, le cancer, l’ischémie cérébrale et l’infarctus du myocarde (22-

29). Les gènes humains de chacunes des NOS ont maintenant été identifiés.

Ainsi, le gène de la eNOS se retrouve sur le chromosome 7, celui de la nNOS

sur le chromosome 12 alors que celui de la iNOS est situé au niveau du

chromosome 17 (30;31). Le NO, synthétisé dans les cellules endothéliales,

diffuse librement vers les cellules musculaires lisses sous-jacentes et se lie à

une enzyme cytosolique, la guanylate cyclase soluble. La guanylate cyclase

provoque l’augmentation du second messager 3’-5’-guanoside

monophosphate cyclique (GMPc) (32;33). Le GMPc active par la suite une

protéine kinase (PKG) qui ira phosphoryler les canaux calciques et

potassiques pour ainsi diminuer la concentration intracellulaire de Ca2 et

activer les canaux potassiques (34-37). La PKG active également la

phosphatase de la chaîne légère de myosine inhibant ainsi la phosphorylation

de celle-ci et par le fait même la contraction de la cellule musculaire lisse

(38;39). La production de NO est stimulée par de nombreux facteurs tels les

catécholamines, la bradykinine, la sérotonine (5-HT) et les oestrogènes (40-

43). Le NO est également relâché suite à des forces de cisaillement au

niveau de la paroi endothéliale et à de Ihypoxie (44-46).
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7.7.3- Facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium

Un facteur dérivé de lendothélium provoquant des relaxations indépendantes

du NO et associées à l’hyperpolarisation de la cellule musculaire lisse fut par

la suite décrit (47;48). Ce facteur fut nommé EDHF (Endothelium Derived

Hyperpolarizing Factor) puisque ses effets étaient médiés par une

augmentation de la sortie de potassium de la cellule. Divers candidats

possibles ont maintenant été identifiés comme étant l’EDHF. L ‘acide

époxyeicosatriénoïque (EET), un dérivé de l’acide arachidonique clivé par le

cylochrome P450, induit l’hyperpolarisation de cellules musculaires lisses en

activant les canaux potassiques dépendants du Ca2 (49) Les ions

potassiques (K) pourraient eux-mêmes représenter l’EDHF. En effet,

l’augmentation de K peut induire l’hyperpolarisation de la cellule musculaire

lisse en activant les canaux potassiques à rectification entrante et la

NaKATPase (50;51). Notons également que les jonctions myo

endothéliales pourraient également jouer un rôle important dans

l’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses. En effet,

l’hyperpolarisation des cellules endothéliales suite à un quelconque agoniste

pourrait être transmise directement à la cellule musculaire lisse via ces

jonctions (52;53).
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7.7.4- Thromboxane A2 et Prostaglandine ll2

L’endothélium peut également sécréter des substances vasoconstrictrices

telles la thromboxane A2 (TxA2) et la PGH2. Comme mentionné

précédemment, la PGH2 provient de la voie de l’acide arachidonique. La

PGH2 peut par la suite être transformée en TxA2 par une enzyme

microsomale nommée thromboxane A2-synthase (54). La TxA2 et la PGH2

agissent sur le même récepteur présent au niveau des cellules musculaires

lisses vasculaires (55;56). Le récepteur des TxA2, ou récepteur TP, est un

récepteur à sept passages transmembranaires couplé à la protéine Gq (57).

La liaison de la TxA2 ou de la PGH2 au récepteur active la protéine Gq qui

activera à son tour l’effecteur phospholipase C (PLC) menant ainsi à

l’augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2 nécessaire à la

contraction de la cellule musculaire lisse (58). En plus de leur activité

vasoconstrictrice, la TxA2 et la PGH2 ont des effets pro-mitogéniques sur

différents types cellulaires incluant les cellules musculaires lisses vasculaires

et favorisent également l’aggrégation plaquettaire (59-61).
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7.2-Système Endothéline

L’endothélium sécrète également l’endothéline (ET). L’ET fût isolée en 1988

par Yanagisawa à partir de milieu de culture de cellules endothéliales d’aorte

thoracique de porc (62). L’ET est un puissant vasoconstricteur possédant une

activité pro-mitogénique et favorisant également la déposition de collagène

(62).

7.2.7-Structure de I’ET

L’endothéline est un peptide de 21 acides aminés (a.a.) possédant 4 résidus

cystéines formant deux ponts disulfures dans la portion N-terminal (Figure 2).

Le domaine N-terminal détermine l’affinité de l’endothéline au récepteur

tandis que le domaine C-terminal contient le site de liaison au récepteur. L’ET

se retrouve sous trois isoformes, dérivées de trois gènes différents, l’ET-l,

l’ET-2 et l’ET-3: L’ET-l représente l’isoforme la plus importante au niveau

vasculaire (63). LET-2 et lET-3 diffèrent de lET-1 par respectivement

seulement deux et six acides aminés. L’ET possède également une forte

homologie structurale avec la Sarafotoxine, un peptide vasoconstricteur isolé

du venin du serpent Atractaspis engaddensis (64;65).
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Figure 2. Structures Primaires des Endothélines (ET)
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1.2.2-Biosynthèse de I’ET

Le gène de l’ET-l humaine à été cloné et est localisé dans la portion

télomérique du chromosome 6 (66). Les gènes humains de lET-2 et l’ET-3 se

retrouvent pour leur part respectivement au niveau des chromosomes 1 et 20

(66). Le gène de l’ET-l est transformé en un prépropeptide constitué de 212

acides aminés nommé prépro-ET-1. La prépro-ET-1 est par la suite clivée par

des endopeptidases de types furines ainsi que par des carboxypeptidases qui

clivent deux acides aminés supplémentaires dans la portion C-terminale pour

créer un peptide de 38 acides aminés nommé pro-ET-1 ou big-ET-1 (67). La

big-ET-1 sera par la suite clivée par l’enzyme de conversion de l’ET (ECE)

entre les résidus Trp73 et Val74, en peptide mature de 21 acides aminés

nommé ET-1 (Figure 3) (68). La big-ET-2 sera également clivée par l’ECE

entre les résidus Trp73 et Val74 tandis que la big-ET-3 sera clivée entre les

résidus Trp73 et lie74. Les ECEs font partis de la famille de

métalloendopeptidase membranaire zinc-dépendante tout comme

l’endopeptidase neutre (NEP) 24.11 et la protéine associée au groupe KelI

(Keli blood group protein) (69).

La première ECE fut purifiée par Takahashi et al. (1993) à partir de

microsomes de poumons de rats (70). De nombreuses ECEs ont maintenant

été identifiées et peuvent être distinguées selon leur localisation et le pH

auquel elles ont une activité maximale. Le gène de l’ECE-l humaine a été

identifié au niveau du chromosome 1 (1p36) et engendre quatres isoformes
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provenant de quatres promoteurs alternatits (71-73). L’ECE-lc, constituée de

754 acides aminés, est exprimée à des niveaux plus importants que l’ECE-la

(758 a.a.) et l’ECE-ld (767 a.a.) tandis que les niveaux de l’ECE-lb (770 a.a.)

ne représentent que 5% de l’ECE-l total. Les ECEs-1 sont des protéases

intégrales de type 2 liées à la membrane. Elles sont constituées d’un seul

domaine transmembranaire, de motifs de liaison au zinc, de sites de

glycosylation, d’une courte portion N-terminal cytoplasmique et d’une longue

portion C-terminal extracellulaire contenant le domaine catalytique. Les

quatre ECE-1 diffèrent l’une de l’autre dans leur portion N-terminal tandis qu’il

a une forte homologie dans le premier lier de la portion C-terminal. L’ECE-la,

l’ECE-lc et I’ECE-ld sont exprimées de façon prédominante à la surface

membranaire tandis que lECE-lb est localisée dans des compartiments

intracellulaires en association avec l’appareil de Golgi. Les quatre isoformes

d’ECE-l clivent préférentiellement la big-ET-1 que la big-ET-2 et big-ET-3

dans un ratio respectif de 1 .0/0.1/0.1.

Emoto et al. (1995) ont également purifié une ECE-2 bovine (74). L’ECE-2

provient d’un gène différent, hydrolyse la big-ET-1 de façon préférentielle et

se retrouve à l’intérieur de la cellule en association avec l’appareil de Golgi où

elle possède une activité maximale à un pH acide de 5.5 (74). L’ECE-2 serait

une protéine liée à la membrane et possédant un domaine catalytique C

terminal au niveau de la lumière des vésicules de sécrétion (74). Selon des

études in vitro et de transfections il fut démontré que l’ECE-2 était retrouvée

en grande quantité dans les tissus nerveux tels le cortex cérébral et le
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cervelet. L’ECE-2 est également retrouvée en plus faible quantité dans le

myomètre, les testicules, les ovaires et les cellules endothéliales en cultures.

Toutefois, la proportion d’ARNm de I’ECE-2 dans les cellules endothéliales en

culture ne représente que de 1 à 2 % l’expression de I’ARNm de I’ECE-l.

L’ECE-2 est cependant 250 fois plus sensible à l’activité du phosphoramidon

que l’ECE-l, ce qui est plus similaire aux NEP qu’à I’ECE-l. Récemment,

Ikeda et al. (2002) ont identifié quatre sous-isoformes de l’ECE-2 chez le

boeuf et la souris (75). Les sous-isoformes ECE-2a-1, 2a-2, 2b-1 et 2b-2

provenant de promoteurs alternatifs diffèrent les unes des autres dans leur

portion N-terminale. L’ECE-2a-1 et l’ECE-2a-2 sont exprimés dans plusieurs

tissus incluant le foie, les reins, les surrénales, les gonades et les cellules

endothéliales tandis que l’ECE-2b-1 et l’ECE-2b-2 sont exprimées en forte

majorité dans les tissus nerveux. Les quatres sous-isoformes d’ECE-2

demeurent toutefois toutes intracellulaires et associées avec le réseau

golgien. Le gène humain de l’ECE-2 a maintenant été localisé au niveau du

chromosome 3q28-q29 (76).

Hasegawa et al. (1998) ont récemment purifié une nouvelle ECE, l’ECE-3, à

partir de microsomes d’iris bovin (77). Cette ECE-3 clive préférentiellement la

big-ET-3 et possède une activité optimale à un pH de 6.6. La masse

moléculaire de I’ECE-3 est légèrement plus élevée (l4OkDa) que celle de

l’ECE-l et 2 (l3OkDa). L’activité de cette nouvelle enzyme est également

inhibée par le phosphoramidon.
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L’ET peut également être clivée par différentes autres enzymes. En effet, la

NEP 24-1 1, des chymases ainsi que la métalloprotéinase-2 matricielle (MMP

2) ont toutes été démontrées apte à cliver l’ET. Lebel et al. (1996) ont

démontré que l’incubation de parenchyme pulmonaire de cobaye avec le

thiorphan et le SQ 28603, deux inhibiteurs de la NEP, diminuait de façon

significative la contraction induite par la big-ET-1 et la big-ET-2 (78). Pour

leur part, Nakano et al. (1997) ont démontré que la chymase purifiée de

mastocytes humains clivait la big-ET-1 en ET de 31 acides aminés (1-31)

(79). Il fût par la suite démontré, dans des cellules musculaires lisses

d’artères coronaires d’humain, que lET 1-31 était dix fois moins puissante

que lET 1-21 pour induire une contraction (80). D’autre part, Fernandez

Patron et al. (1999) ont démontré, en incubant de la big-ET-1 avec la MMP-2

humaine, que cette dernière clivait la big-ET-1 entre les résidus Gly32 et Leu33

générant ainsi une endothéline de 32 a.a. (1-32) (81). lIs ont par la suite

démontré, chez l’artère mésentérique de rat, que cette nouvelle ET (1-32)

était un plus puissant vasoconstricteur que lET-1 (1-21). En effet, ils ont

remarqué que l’ED50, dose à laquelle 50 ¾ de l’effet est atteint, de lET (1-32)

était de 4.0 ± 1.1 pmol tandis que celui de lET-1 (1-21) était de 27.7 ± 8.2

pmol.

7.2.3-Sécrétion de PET

LET est sécrétée préférentiellement (80%) du côté abluminal lui conférant

ainsi une action surtout paracrine et locale alors que seulement 20% de celle-
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ci est sécrétée du côté luminale dans la circulation sanguine (82). La

synthèse et la sécrétion de l’ET sont contrôlées par différents mécanismes

autant stimulateurs qu’inhibiteurs. Il est généralement reconnu que cette

régulation à lieu au niveau de la transcription et de la traduction de l’ARNm et

qu’il n’y a pas de stockage de I’ET dans des vésicules de sécrétion. De

nombreux facteurs provoquent l’augmentation d’expression de l’ARNm de la

prépro-EI-1. L’angiotensine Il, la thrombine, le TGF-f3 (Transforming Growth

Factor-13), l’interleukine-l, l’adrénaline, la vasopressine et bien d’autres

facteurs favorisent tous la synthèse de l’ET (83). À l’opposé, le NO, la PGI2,

l’héparine, le peptide natriurétique de l’oreillette (ANP) et les estrogènes

diminuent la synthèse de l’ET.

Notons cependant que certains auteurs divisent les voies de sécrétion de lET

en voie constitutive et voie régulée. La voie constitutive représente la relâche

constante d’ET tandis que la voie régulée est constituée de vésicules de

sécrétion emmagasinant de l’ET, de fa big-ET et de l’ECE. En effet, il fût

démontré que les corps de Weibel-Palade emmagasinaient des substances

vasoactives telles l’histamine, le facteur de von Willebrand, de la P-sélectine

et du CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide). Ces corps de Weibel-Palade

contiendraient également de l’ET, de la big-ET et de I’ECE, permettant ainsi

une hydrolyse de la big-ET à l’intérieur même de ces corps et ainsi le

stockage d’ET (84).
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LET est libérée de façon constitutive et joue un rôle dans le contrôle du tonus

vasculaire. Haynes et Webb (1994) ont démontré par des études de

plethysmographie que l’injection intra-artérielle d’antagonistes des récepteurs

ETA de lET provoquait une augmentation du débit sanguin de l’avant-bras

chez l’humain (85;86). Ceci suggère donc que lET est libérée de façon

constitutive et maintient une contraction tonique basale. Le tonus basal

vasculaire est donc maintenu en équilibre par la sécrétion continue de

vasoconstricteurs, tel lET et de vasodilatateurs, tel le NO.

7.2.4-Inactivatïon de PET

L’ET possède une demie-vie plasmatique de seulement 7 minutes et est par

conséquent dégradée rapidement. Des enzymes dégradantes de l’ET (EDE5)

sont présentes et clivent l’ET en métabolites inactifs (87). La NEP 24.11

représente l’une de ces EDEs. En effet, Vijayaraghavan et al. (1990) ont

démontré que la NEP 24.11 clivait lET-1 en trois étapes. Le premier clivage

se fait entre les résidus Ser5-Leu6 suivi d’un deuxième clivage entre les

Asp18-11e19 et d’un troisième entre les résidus His16-Leu17. Puisque dans l’ET

2 et lET-3 les résidus Ser5-Leu6 sont respectivement remplacés par les

résidus Ser5-Trp6 et Thr5-Tyr6 le clivage de celles-ci par la NEP 24.11

s’effectue seulement en deux étapes (88).
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7.2.5-Récepteurs Vasculaires de I’ET

L’ET agît sur deux types de récepteurs désignés ETA et ETB. Les gènes

humains des récepteurs ETA et ETB ont respectivement été identifiés sur les

chromosomes 4 et 13 (89;90). Ces récepteurs sont de la famille des

récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G.

D’autres récepteurs ont été caractérisés chez différentes espèces, e.g. le

récepteur ET chez les mélanophores de la grenouille Xenopus Iaevis, mais

n’ont pas été identifiés chez les mammifères (91). Le récepteur ETA se situe

au niveau des cellules musculaires lisses où il induit la contraction,

l’hypertrophie et la prolifération de ces cellules (92;93). Ce récepteur possède

une affinité plus grande pour lET-1 que pour lET-2 et encore plus que pour

lET-3. Lorsque l’ET se lie au récepteur ETA, il y a activation de la protéine Gq

qui active à son tour l’effecteur PLC. La PLC clivera le phosphatidyl inositol

bi-phosphate (PIP2) en inositol tri-phosphate (lP3) et diacylglycérol (DAG).

L’1P3 induira la relâche de Ca2 du réticulum sarcoplasmique permettant ainsi

l’augmentation de Ca2 intracellulaire nécessaire à la contraction de la cellule

musculaire lisse. Le DAG pour sa part peut activer des canaux Ca2

membranaires ainsi que la protéine kinase C (PKC) qui phosphorylera

différentes cibles. L’entrée de Ca2 extracellulaire suivant l’activation du

récepteur ETA et provoquant ainsi la contraction a classiquement été

associée aux canaux Ca2 voltage-dépendants (94;95). Toutefois, certaines

études ont démontré que l’entrée de Ca2 extracellulaire s’effectuait

davantage par des canaux cationique non-sélectifs. D’ailleurs, Zhang et al.
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(7998) ont démontré, chez l’aorte thoracique de rat, que l’utilisation de

nitédipine, un antagoniste des canaux Ca2 voltage-dépendants de type L,

n’avait aucun effet sur la contraction induite par lET-1 mais que le SK & F

96365, un bloqueur des canaux cationiques non-sélectifs, inhibait de façon

concentration-dépendante la contraction induite par lET-1 (96). lIs ont

également démontré dans le même article que le NO inhibait l’augmentation

de Ca2 intracellulaire induite par lET-1 en supprimant l’entrée de Ca2 par

les canaux cationiques non-sélectifs. Le récepteur ETA peut donc également

être couplé à une protéine Gs qui activerait directement les canaux

cationiques non-sélectifs et permettrait l’entré de Ca2 nécessaire à la

contraction. Bien que le récepteur ETA soit généralement considéré comme

vasoconstricteur et pro-mitogénique, certaines études ont démontré que

l’activation de ce récepteur pouvait induire la relâche de prostaglandines

vasodilatatrices et l’augmentation de l’AMPc (97;98).

Le récepteur ETB est pour sa part majoritairement situé au niveau des

cellules endothéliales quoiqu’il soit également présent sur les cellules

musculaires lisses. Le récepteur ETB n’a pas d’affinité particulière pour les

trois différentes isoformes (99). Le récepteur ETB endothélial induira une

vasodilatation via la production de NO et de PGI2 qui diffuseront vers les

cellules musculaires lisses et relaxeront ces dernières. Le récepteur ETB

endothélial est également responsable de l’extraction de l’ET circulante par

internalisation du complexe récepteur-ET (100;1O1). Le récepteur ETB

musculaire lisse médie pour sa part les mêmes effets que le récepteur ETA et
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ceci via les mêmes voies de signalisations intracellulaires (102;103).

Certaines études ont également démontré que le récepteur ETB était

responsable de la synthèse de TxA2(104;105).

Plusieurs antagonistes soit sélectifs pour l’un ou l’autre des récepteurs ou

non-sélectifs ont été développés au cours des années. Les antagonistes

utilisés dans les études de la présente thèse sont le LU135252 et le

BSF420627. Le LU135252 est un antagoniste sélectif pour les récepteurs

ETA (Ki ETA: 1.4 nM, Ki ETB: 184 nM) possédant une biodisponibilité de 86

¾ et une demie-vie plasmatique de 10 heures. Le BSF420627 est pour sa

part un antagoniste non-sélectif (Ki ETA: 2.2 nM, Ki ETB: 5.8 nM) possédant

une biodisponibilité de 60 ¾ et une demie-vie plasmatique de 2 heures. Les

principaux antagonistes mentionnés dans la présente thèse sont le BQ788,

un antagoniste sélectif pour les récepteurs ETB, le BQ123, un antagoniste

sélectif pour les récepteurs ETA, et le bosentan, un antagoniste non-sélectif.

7.2.6-Effets Vasculaires de l’ET

Au niveau vasculaire, l’injection intra-artérielle ou intraveineuse d’ET-l induit

un effet biphasique constitué initialement d’une légère vasodilatation

transitoire suivie d’une vasoconstriction soutenue. La vasodilatation

transitoire initiale est attribuable à l’interaction de lET-1 avec les récepteurs

ETB endothéliaux tandis que la vasoconstriction soutenue est attribuable à
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l’interaction de lET-1 avec les récepteurs, ETA et ET8, présents au niveau

des cellules musculaires lisses.

Comme mentionné précédemment, lET-1 possède également une activité

pro-mitogénique, c’est-à-dire quelle peut induire la prolifération de différents

types cellulaires incluant les cellules musculaires lisses vasculaires, les

cellules endothéliales et les fibroblastes. Cette activité pro-mitogénique a été

démontrée dans de nombreuses études à la fois chez l’animal et chez

l’humain (106-113).

Hirata et al. (1989) ont premièrement démontré que lET augmentait

l’incorporation de H3-thymidine dans les cellules musculaires lisses d’aorte de

rat (106). lI fut également démontré que lET peut activer les voies des

“Mitogen Activated Protein Kinase” (MAPK) tels “Extracellular Signal-Related

Kinase 7-2’ (ERK1/2), “C-Jun N-terminal Kinase” (JNK) et p38 MAPK (107).

L’ET activerait la voie des MAPKs de plusieurs façons. Comme mentionné

précédemment, les récepteurs de lET sont couplés à une protéine Gq. Celle-

ci se subdivise en deux sous-unités, soit GŒq et GJ3y. Les MAPKs peuvent,

premièrement, êtres activées par la PKC qui elle-même est activée par la

voie de GŒq-PLC-DAG (108). Les MAPKs peuvent également être activées

par la phosphoinositide-3-kinase (PI3K) qui elle-même est stimulée par la

sous-unité G13y (108). De plus, Foschi et al. (1997) ont démontré que l’ET-l

provoquerait une phosphorylation tyrosine dépendante de Shc dans les
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cellules glomérulaires de rats (109). Shc se lie par la suite au Grb2 et Sosi

est recruté résultant ainsi en l’activation de p21Ras qui peut par la suite

stimuler la voie de ERK. Bien que l’activité pro-mitogénique fut classiquement

associée au récepteur ETA, différentes études ont démontré l’implication des

récepteurs ETB dans ce phénomène. Wang et al. (1994) ont démontré chez

des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) exprimant soit le récepteur ETA

ou ETB humain que les deux types de récepteurs provoquaient l’incorporation

de H3-thymidine et l’activation de MAPK (110). De plus, Davie et al. (2002)

ont démontré que dans les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires

humaines isolées avec une proportion égale de récepteurs ETA et ETB, l’ET-l

stimulait la synthèse d’ADN via les deux récepteurs (11 1).

De façon similaire, lET-1 induit également la prolifération des cellules

endothéliales. En effet, il tut démontré que lET-1 pouvait promouvoir la

prolifération, la migration et l’invasion de HUVEC5 de façon dose-dépendante

(112). Cet effet était bloqué par le BQ788 suggérant ainsi que les récepteurs

ETB étaient responsables de la réponse angiogénique à lET-1. LET-1 fut

également démontrée apte à augmenter l’effet angiogénique du VEGF

(Vascular Endothelial Growth Factor) (112).

LET-1 peut également induire la synthèse et la déposition de collagène. En

effet, Rizvi et al. (1996) ont démontré que l’ET-l stimulait la synthèse de

collagène de type I dans des cellules musculaires lisses d’artères coronaires

et d’aortes de porc. Ces effets semblent médiés en bonne partie par les
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récepteurs ETA puisque le BQ123 diminue de façon significative cette

synthèse de collagène (113).

12.7-Effets Cardiaques de I’ET

Les récepteurs ETA et ETB sont tous deux présents au niveau des

cardiomyocytes et des fibroblastes cardiaques. Les récepteurs ETA sont

toutefois majoritaires (90%) sur les cardiomyocytes. Au niveau cardiaque,

lET-1 induit des effets inotropes et chronotropes positifs via l’augmentation

de la concentration intracellulaire de Ca2 (114;115)

LET-1 favorise également le développement de l’hypertrophie cardiaque.

Bogoyevitch et al. (1994) ont démontré que lET-1 provoquait l’activation des

MAPKs dans les cardiomyocytes de rats néonataux (116). Le même groupe a

par la suite démontré, toujours dans les cardiomyocytes de rats néonataux,

que lET-1 stimulait l’activation de ERK et JNK (117). L’étude de Ueyama a

démontré que l’activation de p38MAPK par lET-1 dans les cardiomyocytes de

rats néonataux était bloquée par le BQ123, un antagoniste des récepteurs

ETA, et non pas par le BQ788, un antagoniste des récepteurs ETB, suggérant

ainsi que les récepteurs ETA étaient responsables de cette activation (118). Il

fut également démontré que l’induction de MAPK, de raf-1 et d’hypertrophie

des cardiomyocytes de rats néonataux par un stress mécanique était

complètement bloquée par le BQ123 et non pas par le BQ788 (119).
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Dans les fibroblastes cardiaques de rats l’ET-l augmente la synthèse de

collagène de type I et III (120). Cette synthèse n’est pas bloquée par un

antagoniste des récepteurs ETA suggérant ainsi un rôle possible des

récepteurs ETB dans la fibrose cardiaque. Katwa et al. (1993) ont d’ailleurs

démontré que le pourcentage de récepteur ETB était de 60 % dans les

fibroblastes cardiaques de rats (121). De plus, Hocher et al. (1999) ont

récemment démontré que la fibrose cardiaque dans les ventricules

hypertrophiés de rats avec hypertension réno-vasculaire était améliorée par

un antagoniste des récepteurs ETB mais non pas par un antagoniste ETA

(122).

7.2.8-L’ET dans I’Embiyogénèse

L’ET joue un rôle primordial dans le développement du foetus tel que

démontré par de nombreuses anomalies chez les souris knock-out pour lET.

En effet, des souris déficientes en ET-1 et ETA meurent à la naissance par

asphyxie dû à des malformations de la crête neurale (123;124). Ces souris

présentent également des malformations cranio-faciale importantes. Les

souris déficientes en ET-1, ETA et ECE-1 démontrent également des

malformations cardiaques tels que des défauts de septum ventriculaire, la

coarctation de l’aorte, l’absence d’artère sous-clavière droite et la présence

de crosse aortique du côté droit (125;126).
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1.2.9-Implications Physiopathologiques de l’ET

Une augmentation des niveaux circulants d’ET-l se retrouve dans diverses

conditions pathologiques cardiovasculaires chez l’humain, telles l’insuffisance

cardiaque, l’hypertension artérielle, l’athérosclérose et l’hypertension

pulmonaire de différentes étiologies (127-133). LET-1 jouerait également un

rôle dans la resténose, l’ischémie-repertusion, le diabète et le cancer (134-

136). Dans différents modèles animaux reproduisant ces conditions et

quelques études cliniques, les antagonistes des récepteurs de lET, autant

sélectifs pour les récepteurs ETA que non-sélectifs, se sont démontrés

efficaces à divers degrés suggérant ainsi qu’une activation du système ET

contribue, du moins en partie, à ces mécanismes physiopathologiques.

1.2.9.1-Insuffisance Cardiaque

En 1990, Margulies et al. démontraient que les niveaux plasmatiques d’ET-l

étaient doublés chez les chiens ayant subis 8 jours de surstimulation

cardiaque (137). Peu de temps après, McMurray et al. (1992) démontraient

que les niveaux d’ET-l plasmatiques étaient doublés chez 47 patients avec

insuffisance cardiaque (127). L’augmentation des niveaux plasmatiques et

tissulaires de lET-1 et de la big-ET-1 dans l’insuffisance cardiaque furent par

la suite démontré dans de nombreux modèles animaux ainsi que chez

l’humain (138-1 40). Une corrélation positive entre l’augmentation des niveaux

d’ET-l ainsi que de big-ET-1 et la sévérité de l’insuffisance cardiaque fut
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même démontrée (139). D’une part, l’augmentation des niveaux plasmatiques

d’ET-l démontre une corrélation négative avec la fraction d’éjection

ventriculaire gauche et l’index cardiaque et une corrélation positive avec la

classe fonctionnelle et la pression télédiastolique de ventricule gauche (139).

Omland et al. (1994) ont également établis que la concentration plasmatique

d’ET-l était un pronostic important de la mortalité un an après un infarctus du

myocarde (140). Pour sa part, l’augmentation des niveaux plasmatiques de

big-ET-1 fut corrélée négativement avec la fraction d’éjection et positivement

avec la pression télédiastolique ventriculaire gauche et la mortalité à court

terme f 141;142). L’augmentation des niveaux plasmatïques d’ET-l dans

l’insuffisance cardiaque semble dû à la fois à une diminution de la clairance

de lET-1 circulante ainsi qu’à une augmentation de sa production (138).

LET exerce plusieurs rôles dans l’insuffisance cardiaque. En effet, lET-1

peut contribuer au développement de l’insuffisance cardiaque en exerçant

des effets presseurs, en augmentant l’action de d’autres peptides vasoactifs

et comme mentionné précédemment en stimulant l’hypertrophie et la fibrose

cardiaque (143;144). De plus, des effets non-cardiaques de l’augmentation

des niveaux d’ET-l contribuent également au développement de

l’insuffisance cardiaque. Entre-autres, au niveau rénal, l’activation du système

ET diminue de façon importante le débit rénal et le taux de filtration

glomérulaire en plus d’augmenter la rétention de sodium et par conséquent le

volume circulant. Récemment, Ding et al (2002) ont d’ailleurs démontré, chez

des rats ayant subis un infarctus du myocarde, qu’un traitement de 8
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semaines avec le bosentan, un antagoniste non-sélectif, améliorait de façon

significative le débit plasmatique rénal et l’excrétion de sodium (145).

Les antagonistes de lET ont été démontrés efficaces dans divers modèles

animaux d’insuffisance cardiaque. Mulder et al. (1997) ont démontré, chez le

modèle d’infarctus chez le rat, qu’un traitement de neuf mois avec le

bosentan améliorait de façon significative la survie, la pression artérielle et le

débit cardiaque (146). Deux mois seulement après le début de ce traitement,

une diminution de la pression télédiastolique ventriculaire gauche, de la

dilatation du ventricule gauche, de l’hypertrophie cardiaque ainsi que de la

densité du collagène dans le ventricule gauche était déjà présente. Le même

groupe a par la suite démontré chez le même modèle qu’un traitement de dix

semaines avec le LUi 35252, un antagoniste sélectif pour les récepteurs ETA,

améliorait de façon significative les pressions systolique et télédiastolique du

ventricule gauche, le débit cardiaque ainsi que la fraction de

raccourcissement et la densité de collagène du ventricule gauche (147).

L’effet bénéfique du LU135252 fut également établi dans le modèle de chien

avec surstimulation cardiaque tel que démontré par l’amélioration de la

pression de l’artère pulmonaire, de la pression télédiastolique du ventricule

gauche et du débit cardiaque après trois semaines de traitement (148).

Quelques études cliniques ont également démontré l’efficacité des

antagonistes de lET, autant sélectifs pour les récepteurs ETA que non

sélectifs, dans le traitement de l’insuffisance cardiaque chez l’humain (149-
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154). Spieker et al. (2000) ont démontré l’efficacité du blocage aigu des

récepteurs ETA chez l’humain. Ils ont établis que des patients insuffisants

cardiaques de classe NYHA Il et III avec une fraction d’éjection inférieure à

35% recevant une seule dose de LU135252 démontraient une amélioration

dose-dépendante de l’index cardiaque, des pressions artérielles et

pulmonaires moyennes ainsi que des résistances vasculaires systémiques et

pulmonaires (752). D’autre-part, Sûtsch et al. (1998) ont démontré l’efficacité

aigu et à court terme du bosentan sur l’amélioration des pressions et

résistances vasculaires artérielles et pulmonaires ainsi que le débit cardiaque

chez des patients insuffisants cardiaques de classe fonctionnelle NYHA III

(151). Des études cliniques chroniques vérifiant l’efficacité des antagonistes

de lET ont également été réalisées au cours des dernières années. L’étude

REACH-1 (Research on Endothelin Antagonist in Chronic Heart failure) a

évalué l’effet à long terme d’une dose de 500 mg/bid de bosentan chez des

patients insuffisants cardiaques. Malgré une amélioration des symptômes,

cette étude fut arrêtée précocement puisqu’elle fut associée à une

augmentation des enzymes hépatiques et une diminution de l’hématocrite

chez près de la moitié des patients (154). Par la suite, l’étude OLE (Open

Label Extension), une extension de l’étude REACH-1 utilisant seulement une

dose de 125 mg/bid pendant six mois a démontré une amélioration de la

classe fonctionnelle NYHA chez les patients insuffisants cardiaques. Une

augmentation des enzymes hépatiques fut détectée chez un seul des

patients de l’étude OLE (155). Les résultats préliminaires de l’étude ENABLE

(Endothelin Antagonist Bosentan for Lowering Cardiac Events in Heart
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Failure) ont récemment été présentés (156). Le critère primaire de mortalité

ou de ré-hospitalisation pour insuffisance cardiaque fut rencontré dans 40%

des patients placebo et 39% des patients recevant le bosentan (125 mg/ 2

fois par jour). De plus, dans cette étude, le bosentan semblait provoquer une

rétention accru de liquide peu après le début du traitement. Une autre étude,

utilisant des doses intérieures, est en voie de réalisation.

72. 9.2-Hypertension artérielle

Étant donné ses propriétés vasoconstrictrices et prolifératives pour les

cellules musculaires lisses vasculaires, lET-1 pourrait être un médiateur

important dans l’hypertension artérielle (HTA). Larivière et al. (1993) ont

d’ailleurs démontré une augmentation de l’expression de l’ARNm de la

prépro-ET-1 dans l’aorte et l’artère mésentérique de rats déoxycorticostérone

acétate (DOCA)-sel (157). Une étude ultérieure a démontré que le bosentan

atténuait de façon significative la pression systolique artérielle ainsi que

l’hypertrophie vasculaire et le remodelage d’artères mésentériques de rat

DOCA-sel, suggérant ainsi que lET contribuait au développement

d’hypertension dans ce modèle (158). La contribution de lET-1 à l’HTA fut

suggérée dans d’autres modèles animaux. D’Uscio et al. (1997) ont démontré

que le rat Dahi sensible au sel démontrait une augmentation de la pression

systolique artérielle, de l’épaisseur de la média et du ratio média/lumière des

artères basilaires et mésentériques. De plus, cette étude a démontré qu’un

traitement de 8 semaines avec le LU135252 diminuait de façon significative
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la pression systolique artérielle ainsi que les changements structuraux des

artères basilaires et mésentériques (159). Une augmentation d’expression fut

également démontrée dans le coeur et l’aorte de rats Goldblaff, qu’il s’agisse

du modèle un rein! une agrafe (one kidney/one clip) ou du modèle deux reins!

une agrafe (two kidneys/one clip) (160). Cependant les niveaux d’expression

de lET-1 n’ont pas été démontrés différents des rats normaux chez le rat

SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) suggérant que lET n’était pas

impliquée dans ce modèle d’HTA (161). De plus, l’étude de Li et Schiffrin

(1995) n’a démontré aucune amélioration de la pression systolique artérielle

et du remodelage vasculaire d’artères coronaires, rénales, mésentériques et

fémorales suite à un traitement de quatre semaines avec le bosentan chez le

rat SHR (162). Toutefois, Miyauchi et al. (1989) ont démontré que la réponse

maximale à une dose de 2000 pmol!kg d’ET-l était significativement

augmentée chez le rat SHR comparé au rat wistar Kyoto (163). L’implication

du système ET dans le modèle d’hypertension génétique du rat SHR reste

donc toutefois à être clarifiée.

Chez l’humain, quelques études ont démontré une augmentation des niveaux

plasmatiques d’ET-l chez les patients atteints d’HTA modérée à sévère. En

effet, dès 1990 Saito et al. démontraient que les niveaux d’ET-l plasmatiques

étaient pratiquement doublés chez 20 patients avec HTA (128). De plus, ces

niveaux d’ET-l corrélaient de façon positive avec la classe d’HTA (selon la

classification du World Health Organization). Schiffrin et al. (1997) ont

démontré une augmentation de l’expression de l’ARNm de lET-1 dans les
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petites artères de résistances sous-cutanés lorsqu’il y avait présence d’HTA

modérée et sévère (129). Par la suite, il fut démontré que la vasoconstriction

induite par lET-1 était augmentée dans la circulation de patients HTA

comparé aux normotensifs (164). Il fut également démontré que le blocage

aigu des récepteurs de lET augmentait le débit sanguin et améliorait la

réponse vasodilatatrice à l’acétylcholine dans l’avant-bras de patients avec

HTA (165). L’administration de bosentan à des patients avec HTA pour

quatre semaines améliore de façon significative les pressions artérielles

systoliques et diastoliques (166). Des études cliniques à plus long terme sont

donc à prévoir dans les années à venir.

7.2.9.3-A thérosclérose

De nombreuses études ont démontré des niveaux plasmatiques et tissulaires

d’ET-l augmentés ceci à la fois chez différents modèles animaux que chez

l’humain atteint d’athérosclérose. Entre-autres, Miyauchi et al. (1992) ont

démontré l’augmentation des niveaux d’ET-l plasmatiques chez les rats

nourris avec une diète riche en cholestérol (167). D’autre part, une étude de

Lerman a retrouvé des niveaux plasmatiques et tissulaires d’ET-l augmentés

chez des patients atteints d’athérosclérose (130). Iwasa a récemment décris

qu’il y avait augmentation de lET-1 et des récepteurs ETB dans les cellules

musculaires lisses vasculaires, les cellules spumeuses, les macrophages et

les lymphocytes T dans les lésions athérosclérotiques de l’humain (168).

Minamino et al. (1997) ont pour leur part démontré une augmentation de
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l’expression de l’ECE-l dans les cellules musculaires lisses vasculaires et les

macrophages, à la fois chez le rat ayant subi une désendothélisation avec un

ballon que chez la plaque athéromateuse humaine (169). Une augmentation

des LDL (Low Density Lipoproteins) oxydés semble jouer un rôle primordial

dans l’augmentation des niveaux d’ET-l. L’étude de Boulanger et al. (1992) a

démontré une augmentation concentration-dépendante de l’expression de

l’ARNm de la préproEl-1 et de la relâche d’ET-l dans les cellules

endothéliales d’aorte porcine et humaine suite à une stimulation avec les LDL

oxydés (170).

L’ET peut exercer plusieurs rôles dans le développement d’une plaque

athérosclérotique. L’ET peut premièrement exercer un effet de

chemoattraction sur les monocytes circulants, activer les macrophages et

augmenter l’expression de molécules d’adhésions sur les cellules

endothéliales (171;172). De plus, comme décris précédemment, (‘ET peut

induire la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires et des

fibroblastes et promouvoir la production de collagène contribuant ainsi à la

formation de la plaque athéromateuse.

Les antagonistes des récepteurs de (‘ET ont été démontrés efficaces dans

différents modèles animaux associés avec le développement

d’athérosclérose. Kowala et al. (1995) ont démontré une diminution du

nombre et de la taille des cellules spumeuses de respectivement 81 % et 36%

chez le hamster recevant une diète riche en cholestérol suite à un traitement
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de 21 jours avec le BMS-182874, un antagoniste sélectif pour les récepteurs

ETA (173). L’efficacité du LU 135252 fut démontrée dans un modèle de souris

déficientes en apolipoprotéine E (174). En effet, le traitement de ce type de

souris avec le LU135252 pendant 30 jours améliore la relaxation NO-

dépendante de l’aorte ainsi que les niveaux circulants de nitrates. De plus, ce

traitement diminue l’aire occupée par des plaques athéromateuses de 31%

ainsi que la grosseur des lésions de 20%.

7.2.9.4-Hypertension pulmonaire

Par ses effets presseurs, pro-mitogéniques et pro-fibrotiques, lET-1 peut

contribuer au développement de l’hypertension pulmonaire (HTP). Une

augmentation des niveaux plasmatiques et tissulaires d’ET-l fut d’ailleurs

démontrés dans différents modèles animaux d’HTP, tels le rat monocrotaline

(MCT), le rat hypoxique, le rat insuffisant cardiaque et le chien avec embolie

pulmonaire (175-179). lI tût également démontré, dès 1991, que les niveaux

plasmatiques d’ET-l étaient augmentés dans l’HTP humaine. En effet,

Stewart et al. identifiaient que les niveaux plasmatiques d’ET-l étaient

doublés chez 27 patients dont 7 étaient atteints d’HTP primaire et 20 d’HTP

secondaire (131). Une augmentation des niveaux plasmatiques et tissulaîres

d’ET-l fut par la suite démontrée dans différents types d’HTP, tels l’HTP

primaire, l’HTP secondaire à l’insuffisance cardiaque gauche, l’HTP

persistante du nouveau-né, l’HTP associée à la haute altitude, l’HTP foetale et

ITHTP associée aux maladies pulmonaires obstructives chroniques (MPOC)
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(132;133;180-183). L’augmentation des niveaux d’ET-l chez les patients

hypertendus pulmonaires pourrait être due en partie à une diminution de la

clairance pulmonaire d’ET-l (184). Une augmentation des niveaux

plasmatiques de big-ET-1 tut également décrite dans l’HTP (185;186). De

plus, il fut récemment démontré que les niveaux de big-ET-1 et d’ET-l

corrélaient de façon positive avec les pressions et résistances vasculaires

pulmonaires et de façon négative avec le débit cardiaque, l’index cardiaque et

la tolérance à l’effort (186).

Plusieurs études ont également démontré des changements d’expression des

récepteurs de JET lors d’HTP. Une augmentation de l’expression des

récepteurs ETB dans les artères et veines pulmonaires fut démontrée dans le

modèle de rats hypoxiques (177;187). Une diminution de l’expression des

récepteurs ET8 pulmonaires fut toutefois démontrée dans les modèles de rats

monocrotalines et de rats insuffisants cardiaques (175;179). Notons toutefois

que cette diminution d’expression du récepteur ETB fut observée dans le

poumon entier (voie aérienne + parenchyme + voie vasculaire) et non pas

dans les artères et veines pulmonaires isolées. L’étude de Li et al. (1994) a

d’ailleurs démontré que bien qu’il y ait augmentation de l’expression du

récepteur ETB sans changement de celle du récepteur ETA dans l’artère

pulmonaire de rats hypoxiques, l’expression du récepteur ETA était

augmentée et celle du récepteur ETB inchangée dans le poumon entier (177).

Chez l’humain, une augmentation de l’expression du récepteur ETB fut

démontrée dans les artères pulmonaires de patients atteints d’HTP associée
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à des thromboembolies (185). Une augmentation des récepteurs FIA sur les

artères et veines pulmonaires fut identifiée chez le rat hypoxique (187;188).

Une diminution de la densité du récepteur ETA sur l’aorte et l’artère

pulmonaire fut toutefois démontrée chez l’humain atteint de cardiomyopathie

dilatée, de maladies cardiaques ischémiques et d’HTP primaire (189). Cette

diminution de densité fut suggérée comme une réponse adaptative du

récepteur ETA suite à l’élévation des niveaux d’ET-l. La modulation de

l’expression pulmonaire des récepteurs de l’ET semble donc différer selon le

modèle d’HTP. Une augmentation à la fois des récepteurs ETA et ETB dans le

ventricule droit fut établie dans différents modèles animaux, tels les modèles

hypoxique et monocrotaline (177;190).

Les antagonistes des récepteurs de l’ET, autant sélectifs pour les récepteurs

FIA que non-sélectif, ont été démontrés efficaces dans différents modèles

animaux d’HTP. Dans le modèle de rats hypoxiques, Bonvallet et al. (1994)

ont d’abord établis que le BOl 23 atténuait de façon significative

l’augmentation des pressions et résistances vasculaires pulmonaires ainsi

que le développement d’hypertrophie ventriculaire droite (93). lI fut par la

suite démontré chez le même modèle que le B0123 pouvait également

renverser l’HTP déjà bien établie et atténuer la progression de l’hypertrophie

ventriculaire droite lorsque l’administration de celui-ci était commencée deux

semaines après le début de la stimulation hypoxique (191). De façon similaire

le bosentan a été démontré efficace autant pour prévenir le développement

d’HTP que pour renverser l’HTP déjà établie dans le modèle de rats
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hypoxiques (192). Dans le modèle de rat MCT, le LU135252 atténue

l’augmentation de la pression systolique ventriculaire droite ainsi que le

développement d’hypertrophie du ventricule droit de respectivement 42% et

28% sans toutefois améliorer l’hypertrophie des petites artères pulmonaires

(193). Une amélioration de la pression systolique ventriculaire droite et de

l’hypertrophie du ventricule droit de respectivement 39% et 23% tut

également démontré lorsque le LU 135252 était débuté deux semaines après

l’injection de MCT (194). Le bosentan fut lui aussi efficace dans le modèle

MCT tel que démontré par l’amélioration de la pression systolique et de

l’hypertrophie du ventricule droit ainsi que de l’hypertrophie des petites

artères pulmonaires (195). Dans cette même étude, le bosentan améliorait

l’hypertrophie du ventricule droit même lorsque son administration était

débutée dix jours après l’injection de MCT. Dans le modèle de rats avec HTP

secondaire à un infarctus du myocarde, le LU 135252, débuté 24 heures

après la ligature coronarienne, améliore de façon significative les pressions

pulmonaires et l’hypertrophie ventriculaire droite sans toutefois améliorer la

fonction ventriculaire gauche (196). Les antagonistes des récepteurs de lET

furent également démontré efficaces dans différents autres modèles animaux

d’HTP, tels le porc et l’agneau hypoxiques, le porc avec pontage

cardiopulmonaire (déviation de la circulation sanguine du coeur et des

poumons par l’installation d’un circuit permettant au sang de passer de la

veine cave ou l’oreillete droite à l’aorte), le chien avec embolie pulmonaire, le

porc avec choc endotoxique, le chien avec surstimulation cardiaque, et le

chien déhydromonocrotaline (197-203).
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Quelques études ont également évalué l’efficacité des antagonistes des

récepteurs de l’ET dans le traitement de l’HTP chez l’humain. Une étude

aigue avec le sitaxsentan, un antagoniste sélectif pour les récepteurs ETA, a

d’abord démontrée l’amélioration des pressions systoliques et des

résistances vasculaires pulmonaires après six heures d’infusion intraveineuse

chez 48 patients avec HTP secondaire à l’insuffisance cardiaque (204). Une

administration de 6 heures de bosentan chez 7 femmes atteintes d’HTP

primaire ou isolée a également améliorée les pressions et résistances

pulmonaires tout en diminuant cependant les pressions et résistances

systémiques (205). Une étude chronique de 12 semaines a récemment

démontré l’efficacité du sitaxsentan chez 20 patients atteints d’HTP

artériolaire (206). En effet, les patients recevant le sitaxsentan présentaient

une amélioration de leur capacité à l’exercice telle qu’évaluée par le test de

six minutes de marche en plus de présenter une amélioration des pressions

et des résistances pulmonaires. Une récente étude, contenant cette fois-ci

213 patients atteints d’HTP arlériolaire, a démontré l’efficacité de bosentan

sur une période de 12 semaines (207). Les patients de cette étude

présentaient une amélioration de la capacité à l’effort, de la dyspnée et de la

classe fonctionnelle comparé au groupe placebo. Les patients recevant le

bosentan avaient également un taux de réhospitalisation plus faible que les

non-traités.
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7.2.9.5-Autres pathologies

LET-1 est également impliquée dans le phénomène de resténose. En effet,

l’administration d’antagonistes des récepteurs de lET fut démontrée efficace

pour prévenir la formation de néointima dans de nombreux modèles animaux

de resténose. Dans le modèle de resténose induite par angioplastie dans des

artères coronaires de rats, les antagonistes de lET ont diminué d’environ

50% la formation de néointima (134). De façon similaire, les antagonistes de

l’ET diminuent la formation de néointima ainsi que la déposition de collagène

dans les modèles d’angioplasties des artères iliaques et artères carotides de

porc (208). De plus, les antagonistes de lET diminuent également

l’hyperplasie de l’intima induite par l’installation d’endoprothèse chez le porc

(209).

LET-1 joue également un rôle dans l’ischémie-reper[usion. Chez le rat ayant

subi une occlusion d’une heure suivie de 24 heures de reperfusion, le TAK

044, un antagoniste non-sélectif, réduit de façon dose-dépendante la taille de

l’infarctus (135). Brunner et al. (1998) ont par la suite démontré qu’un

antagoniste sélectif pour les récepteurs ETA ou un antagoniste non-sélectif

pouvait tous deux améliorer la relaxation diastolique, le débit cardiaque ainsi

que la pression développée par le ventricule gauche chez les coeurs de rats

ayant subi de l’ischémie-reperfusion (210). Chez le chien subissant 90

minutes d’occlusion coronaire suivie de 180 minutes de reperfusion, le

LU 135252 a amélioré le débit cardiaque et l’étendue de la zone myocardique
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à risque (211). Les effets cardioprotecteurs des antagonistes de lET dans

l’ischémie-reperfusion seraient en parties provoqués par le NO. En effet,

Gourme et al. (2001) ont démontré que le LU135252 diminuait la taille de

l’infarctus par rapport à la taille de la zone à risque de 79% à 43% chez le

porc soumis à l’ischémie-repertusion. L’addition de L-NNA (N(G)-nitro-L

arginine), un bloqueur de la NOS, augmentait ce rapport à 76% alors que

l’addition de la L-arginine diminuait ce rapport à 56% (212). L’addition de L

arginine peut diminuer la taille de l’infarctus en réduisant l’accumulation de

neutrophiles, en inhibant la formation de radicaux libres et en préservant la

fonction endothéliale après l’ischémie (213). De plus, les antagonistes de lET

se sont démontrés efficaces pour prévenir l’adhésion des neutrophiles lors

d’ischémie-reperfusion (214).

L’ET-l jouerait également un rôle dans les complications du diabète telles

entres-autres l’hypertension, l’athérosclérose, la néphropathie, la rétinopathie

et les maladies cérébrovasculaires. Notons que le rôle de l’ET-i dans

l’hypertension et l’athérosclérose a été décrit en détails dans les sections

précédentes. Chez le modèle de rats avec injection de streptozotocine,

induisant ainsi un diabète de type I, les antagonistes de l’ET ont diminué

l’excrétion urinaire de protéines, la clairance de créatinine ainsi que

l’expression glomérulaire du collagène I, III et IV, de la laminine Bi et B2, du

TNF-Œ, du TGF-f3, du bFGF et du PDGF-B (215). Chez ce même modèle, les

antagonistes de I’ET diminuent également la pression artérielle systolique,
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l’excrétion rénale d’albumine, l’expression rénale d’ET-l ainsi que l’excrétion

urinaire d’ET-l (216;217). D’autre part, le BOl 23 fut démontré efficace pour

contrer la diminution du flot sanguin de la rétine de rats diabétiques (218).

Une augmentation de l’expression de l’ET-l, de l’ET-3, du récepteur ETA et

du récepteur ETB fut également notée dans la rétine de rats streptozotocine

(219). Notons également que dans ce modèle de diabète de type I, le

bosentan améliore le poids des artères mésentériques, le ratio paroi-lumière

ainsi que l’infiltration de mastocyles (220). Les antagonistes de l’ET

améliorent même la vélocité de conduction des nerfs moteurs chez ce type

de rats (221). Dans un modèle de diabète de type Il tel le rat Goto Kakïzaki,

les antagonistes de l’ET sont efficaces pour diminuer la concentration

plasmatique de glucose de 225±19 mg/dl à 101±8 mg/dl et pour rétablir la

clairance du glucose (222).

L’ET-l fut également impliquée dans le développement de plusieurs cancers.

L’expression d’ET-l et des récepteurs ETA et ET8 ainsi que la production

d’ET-l furent détectées dans des cellules provenant de patients atteints du

sarcome de Kaposi (223). De plus, l’utilisation de BQ788 ou de BQ123 se

sont tous deux avérés efficaces pour réduire le taux de croissance de ces

cellules. L’expression d’ET-l fut également démontrée dans des cellules

provenant de cancer de la prostate (136). L’application exogène d’ET-l à ces

cellules induit la prolifération du cancer prostatique. Cette prolifération fut

inhibée par un antagoniste des récepteurs ETA. Il fut également démontré

que le BQ788 mais non pas le BQ123 pouvait inhiber la croissance de
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cellules provenant de mélanomes humains (224). La production d’ET-l ainsi

que l’expression des deux types de récepteurs fut également décrite dans le

cancer colorectal (225). Chez ce type cellulaire, l’ET-l augmentait de façon

dose dépendante le nombre de cellules. Notons que cette prolifération

pouvait être inhibée par le BQ123 mais non pas par le BQ788. Une

augmentation de l’expression de l’ET-l fut également décrite dans les

cancers ovariens et les cancers du col utérin (226;227).

Notons qu’une augmentation des niveaux plasmatiques et tissulaires d’ET-l

fut également notée dans la cirrhose hépatique, le vasospasme cérébral,

l’asthme et l’insuffisance rénale (228-234). D’ailleurs, les antagonistes de l’ET

ont été démontrés efficaces pour diminuer l’hypertension portale et

l’expression de collagène hépatique chez les rats cirrhotiques (235). Chez les

chiens et les lapins avec vasospasme cérébral suite à une hémorragie

subarachnoïdienne, les antagonistes de l’ET diminuent le rétrécissement et la

vasoconstriction des artères basilaires (236;237). De plus, chez le modèle de

souris avec asthme allergique, les antagonistes de l’ET réduisent

l’accumulation de macrophages et l’infiltration d’éosinophiles (238).

Finalement, chez le rat avec insuffisance rénale algue, le BQ123 augmente la

survie de 75% en améliorant la réabsorbtion de sodium, l’excrétion de

potassium et le taux de filtration glomérulaire (239).
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7.3-Hypertension Pulmonaire

La circulation pulmonaire est un système à faible pression avec une pression

moyenne de l’artère pulmonaire se situant à environ 12-15 mmHg. Cette

circulation doit cependant accommoder tout le débit cardiaque. Ceci est donc

possible grâce à la faible résistance vasculaire de la circulation pulmonaire.

L’hypertension pulmonaire (HTP) est définie comme l’augmentation des

pressions artérielles pulmonaires suites à différentes pathologies. L’HTP est

un problème hémodynamique pouvant résulter en la défaillance cardiaque

droite ainsi que la mort subite. On définit une HTP légère lorsque la pression

artérielle pulmonaire moyenne se situe entre 26 et 35 mmHg, une HTP

modérée lorsqu’elle se situe entre 36 et 45 mmHg et une HTP sévère

lorsqu’elle se situe à plus de 45 mmHg.

7.3. 7-Classification de I’HTP

L’HTP fut classiquement divisée en HTP primaire et HTP secondaire. L’HTP

primaire ou de type idiopathique est une HTP sans cause connue et peu

fréquente, tandis que l’HTP secondaire est beaucoup plus répandue.

L’étiologie la plus importante d’HTP secondaire est l’insuffisance cardiaque

ventriculaire gauche. De nombreuses autres conditions peuvent aussi en être

responsable telles la sténose valvulaire mitrale, la maladie thromboembolique

et la maladie pulmonaire obstructive chronique.
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Cependant, depuis le congrès du WHO 1998 (World Health Organization) sur

l’HTP primaire, l’HTP est maintenant classifiée en cinq classes définies selon

la pathobiologie du développement de l’hypertension: (240)

1) La première classe est désignée comme hypertension pulmonaire

artérielle. Cette classe comprend l’HTP primaire ou idiopathique

sporadique et familiale ainsi que l’HTP associée à des maladies du

collagène, à des fistules artério-veineuses congénitales, à l’infection au

HIV, à l’hypertension portale, à l’ingestion de médicaments ou de toxines

tels les anorexigènes (aminorex, fenfluramine) et à l’HTP persistante du

nouveau-né.

2) La deuxième classe est désignée comme hypertension pulmonaire

veineuse et comprend l’HTP secondaire à des pathologies ventriculaires

etlou auriculaires gauche, à des pathologies des valves cardiaques

gauche, à des tumeurs, à des compressions des veines pulmonaires et à

des maladies pulmonaires veno-occlusives.

3) La troisième classe est désignée comme HTP associée avec des

dysfonctions du système respiratoire et/ou avec l’hypoxémie. Cette classe

comprend donc l’HTP secondaire à des situations telles les MPOC, des

maladies pulmonaires interstitielles, des désordres d’hypoventilation

alvéolaire, des maladies pulmonaires néonatales, des dysplasies alvéolo

capillaire et l’exposition chronique à la haute altitude.
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4) La quatrième classe est désignée comme HTP secondaire à des maladies

thrombotigues et/ou emboligues.

5) La dernière classe est désignée comme HTP secondaire à des désordres

affectant directement la circulation pulmonaire tels des maladies

inflammatoires et des hémangiomatoses capillaires.

7.3.2-Épidémiologie de l’HTP primaire

L’HTP primaire est une maladie rate retrouvée seulement chez 1-2

personnes par millions (241). La plupart des cas d’HTP primaire sont

sporadiques quoique 6 à 12% des cas soient héréditaires de façon

autosomale-dominante (242). L’HTP primaire est retrouvée de deux à trois

fois plus fréquemment chez les femmes que chez les hommes pour des

raisons qui restent encore inconnus (243). L’HTP primaire héréditaire

démontre de l’anticipation génétique, c’est-à-dire que l’HTP apparaît à un

plus jeune âge à chaque génération (243). Newman et al. (2001) ont

récemment suggéré que le gène responsable de l’HTP familiale se

retrouverait au niveau du chromosome 2q31-32 (244). En effet, une mutation

du gène BMPR2 (Bone Morphogenetic Protein Receptor Il) serait

responsable de l’HTP familiale tel que démontré par leur étude comprenant

67 familles affectées de cette pathologie. Environ 25% des cas d’HTP

considérés comme sporadiques posséderaient une mutation du BMPR2. Les

“bone morphogenetic proteins font partis de la superfamille du TGFf3 et
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module la croissance et la réparation des tissus. La liaison du ligand au

BMPR2 entraîne une cascade intracellulaire de phosphorylation menant à la

modulation de la transcription de l’ADN. Au niveau de la circulation

pulmonaire, la fonction du BMPR2 serait antiproliférative et une mutation de

son gène entraînerait une prolifération excessive. Toutefois, puisque

seulement 10 à 20% des gens possédants une mutation du BMPR2

développent de l’HTP d’autres facteurs environnementaux et/ou d’autres

mutations inconnues sont nécessaires pour développer cette pathologie.

7.3.3-Pathobïologie de I’HTP primaire

Les artères pulmonaires de patients avec HTP primaire démontrent de la

prolifération de l’adventice, de l’hypertrophie médiale et de la prolifération et

de la fibrose intimale résultant en l’oblitération de la lumière du vaisseau

(245). La plupart de ces patients développeront également des lésions

focales nommées lésions plexiformes (246). Celles-ci sont constituées d’une

prolifération des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses

créant ainsi une néointima et formant une structure ayant la forme d’un

glomérule rénal. Ces lésions plexiformes pourraient représenter une réponse

angiogénique locale à de l’ischémie et/ou de l’hypoxie (246). Cependant, Lee

et al. (1998) ont proposé que ces lésions représenteraient plutôt une forme

de lésion néoplasique reflétant une dysfonction de la croissance des cellules

endothéliales avec prolifération monoclonale de celles-ci (247). L’oblitération
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partielle des artérioles augmente par conséquent les résistances vasculaires

pulmonaires et impose l’augmentation des pressions artérielles pulmonaires.

Un débalancement entre les vasodilatateurs et les vasoconstricteurs est

également présent dans l’HTP primaire. En effet, comme mentionné

auparavant (section 1 .2.9.4) les niveaux circulants d’ET-l sont augmentés

dans différents modèles animaux d’HTP artériolaire ainsi que chez les

patients avec HTP primaire. De plus, une augmentation de l’excrétion des

métabolites de la thromboxane A2 et une diminution de l’excrétion des

métabolites de la PGI2 a été démontrée chez les patients atteints d’HTP

primaire (248). Bien qu’une diminution d’expression de la NO synthase

endothéliale teNDS) pulmonaire soit également notée chez les patients avec

HTP primaire, la production pulmonaire de NO est préservée ou augmentée

(249-251). Les niveaux plasmatiques de sérotonine (5-HT) sont également

augmentés dans l’HTP primaire tandis que les concentrations de 5-HT dans

les plaquettes sont diminuées (252). Une étude de Herve et al. (1995) a

suggéré qu’une dysfonction de stockage de la 5-HT dans les plaquettes

pourrait expliquer leurs niveaux élevés dans l’HTP primaire (252).

Une augmentation des niveaux d’angiopoiétine, un facteur angiogénique

provoquant le recrutement, la migration et la division des cellules musculaires

lisses, fut également démontrée chez les patients avec HTP primaire (253).

En effet, Du et al. (2003) ont démontré que les patients avec HTP de

différentes étiologies présentaient une augmentation d’angiopoiétine dans les
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cellules musculaires lisses pulmonaires ainsi qu’une augmentation de son

récepteur et une diminution du BMPR1A dans les cellules endothéliales

pulmonaires (253). Cette étude suggère donc une cascade moléculaire

commune à toutes les formes d’HTP, incluant l’HTP primaire familiale, par

laquelle une augmentation d’angiopoiétine résulte ultimement en une

diminution du BMPR1A.

Des altérations dans la dégradation de la matrice extracellulaire pourraient

également contribuer au développement de l’HTP primaire. En effet, la

dégradation de la matrice extracellulaire par la sérine élastase ainsi que par

les MMPs libère simultanément des facteurs de croissances pouvant stimuler

la prolifération des cellules musculaires lisses et des fibroblastes (254;255).

De plus, comme mentionné précédemment la MMP-2 peut cliver la big-ET-1

et ainsi contribuer à la formation d’ET-l (81). Deux études de Cowan et

Rabinovitch (2000) ont d’ailleurs récemment démontré que l’inhibition de la

MMP-2 ainsi que celle de la sérine élastase améliorait de façon significative

la survie, les pressions pulmonaires et l’épaississement de la média des

artères pulmonaires chez le modèle de rats MCT (256;257).

Plus récemment, des études électrophysiologiques ont permis d’associer des

canaux ioniques à l’HTP primaire. Effectivement, chez les patients avec HTP

primaire il a été démontré qu’il y avait diminution des niveaux de l’ARNm des

canaux potassiques “Kvl.5” dans les cellules musculaires lisses pulmonaires

(258). lI fut d’ailleurs démontré que les courants potassiques étaient
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significativement diminués chez les patients avec HTP primaire comparé à

ceux atteints d’HTP secondaire (259). Une diminution du courant potassique

retarde la repolarisation du potentiel d’action amenant ainsi une augmentation

de la contraction et contribue par conséquent au développement de l’HTP.

Une diminution d’activité des canaux potassiques activés par le Ca2 fut

également démontrée dans le modèle de rats MCT (260). Dans un modèle

d’HTP hypoxique, le groupe de Sato et al. (2000) a démontré que lET-1

supprimait l’activité des canaux potassiques dépendants de l’ATP “Kp” via

le récepteur ETA (261). L’augmentation des niveaux d’ET-l dans l’HTP

primaire pourrait donc contribuer au développement de l’hypertension en

partie par l’inhibition de canaux potassiques.

7.3.4-Traitements de I’HTP primaire

Malgré les différents traitements d’HTP primaire le pronostic demeure très

sombre. Puisque la mortalité de ces patients est souvent associée à la

défaillance cardiaque droite, les traitements utilisés dans l’insuffisance

cardiaque gauche ont premièrement été investigués (262). L’utilisation

chronique de digitale a été rapportée efficace chez certains patients sans

toutefois affecter de façon importante la mortalité (263).



47

7.3.4.7-Inhibiteurs de I’ECA

Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de I’angiotensine Il (ECA) ont

également été utilisés avec toutefois peu de succès. Différentes études

animales chez le modèle de rats MCI ont démontré des résultats

contradictoires. En effet, bien que le groupe de Molteni et al. ait démontré

que les antagonistes de l’EGA étaient efficaces pour réduire le remodelage

des artères pulmonaires, l’étude de van Suylen et al. (1998) démontre que le

captopril n’a aucun effet sur le remodelage de ces artères (264-266). De plus,

puisque les effets des inhibiteurs de l’EGA ne sont pas sélectifs pour la

circulation pulmonaire, des problèmes d’hypotension systémique peuvent se

présenter. D’ailleurs, l’une des rares études cliniques utilisant un inhibiteur de

l’ECA dans le traitement de l’HTP primaire chez sept femmes atteintes de

cette pathologie a démontré une diminution significative de la pression et de

la résistance vasculaire systémique trois mois après le début du traitement

sans toutefois avoir d’effets sur les pressions et résistances vasculaires

pulmonaires (267). Les inhibiteurs de l’EGA interfèrent également avec la

dégradation de la bradykinine pouvant ainsi créer une forte toux.

7.3.4.2-Bloqueurs des canaux calciques

Les bloqueurs de canaux Ca2 ont été démontrés efficaces pour améliorer les

pressions pulmonaires, le débit cardiaque ainsi que la mortalité chez les

patients atteints d’HTP primaire. L’étude de Rich et al. (1987) a démontré
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qu’un traitement de 24 heures avec de fortes doses de nifédipine et de

diltiazem réduisait de 48% la pression de l’artère pulmonaire et de 60% la

résistance vasculaire pulmonaire chez 8 de leur 13 patients (268). Les 5

patients retirés de l’étude ne répondaient pas aux bloqueurs de canaux

calciques ou éprouvaient des effets secondaires tels de l’hypotension

systémique, des nausées, des vomissements et de l’agitation. Par la suite, 5

des 8 patients ayant répondus à la nifédipine et le diltiazem furent enrôlés

dans une étude d’une année. 80% de ceux-ci démontraient une amélioration

significative de la pression de l’artère pulmonaire, de la résistance vasculaire

pulmonaire ainsi que de l’hypertrophie du ventricule droit après un an. En

1992, une autre étude de Rich et al. démontrait que seulement 26% de 64

patients enrôlés dans l’étude répondaient au traitement aigu avec le diltiazem

(269). Cinq ans après le début de l’étude le taux de survie chez les patients

répondant à la thérapie anti-calcique se situait à 94% alors qu’il n’était que de

55% chez les non-traités. Il est donc important de noter que bien que

différentes études aient démontré des effets positifs de la thérapie anti

calcique, peu de patients atteints d’HTP primaire répondent à cette thérapie.

De plus, l’hypotension systémique provoquée par les bloqueurs de canaux

calciques peut causer des réflexes de tachycardies, de l’oedème pulmonaire,

la défaillance cardiaque droite et la mort sLlbite. Une diminution de la fonction

ventriculaire suite à des effets inotropes négatifs à également été démontrée

suite à l’utilisation de bloqueurs de canaux calciques (270).
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7.3.4.3-Anticoagulants

Comme mentionné précédemment, l’HTP primaire est associée avec une

activation plaquettaire importante suggérant ainsi que les inhibiteurs de

plaquettes et les anticoagulants pourraient avoir des effets bénéfiques chez

ces patients. Des anticoagulants tel la wartarine (Coumadin®) utilisés de

façon chronique ont d’ailleurs été démontrés efficaces pour améliorer les

symptômes et la survie dans l’HTP primaire. Fuster et al. (1984) ont effectué

une étude rétrospective à long terme chez 120 patients atteints d’HTP

primaire (271). Seulement 21% de ces patients étaient toujours vivants 5 ans

après que l’HTP primaire ait été diagnostiquée. Chez 56 de ces patients

décédés, une autopsie des tissus pulmonaires révéla que 57% d’entre eux

présentaient des lésions de types thromboemboliques et que 32%

présentaient des lésions telles lartériopathie plexogénique. Ceci suggère

donc que plusieurs des patients classifiés comme hypertendus pulmonaires

primaires présentaient des problèmes thromboemboliques dans cette étude

et que l’utilisation d’anticoagulants pourrait s’avérer efficace dans le cas

échéant. Dans cette même étude, les investigateurs ont analysé

rétrospectivement l’effet de warfarine sur la survie de ces patients. Un patient

ayant été placé sous thérapie à la warfarine pendant les 12 premiers mois

suivant le diagnostic d’HTP primaire était considéré comme traité alors que

les autres constituaient le groupe témoin. Sur une période de trois ans, ils ont

noté que le taux de survie chez les patients ayant reçu la warfarine était
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augmentée de 19% à 46% (p=O.02). Une étude rétrospective de Frank et al.

(1997) a également démontré l’amélioration de la survie et de la qualité de

vie chez des patients avec HTP artériolaire ayant reçu de la warfarine (272).

7.3.4.4-Analogues de prostacycline

Puisqu’il y augmentation du rapport thromboxane A2! PGI2 dans l’HTP

primaire l’utilisation d’analogues de la PGI2 fut naturellement contemplée. Le

traitement de patients souffrants d’HTP primaire avec des analogues de la

PGI2 est d’ailleurs le plus courant et le plus efficace. L’epoprostenol f Flolan),

donné en infusion intraveineuse, améliore la tolérance à l’exercice, les

pressions pulmonaires et la survie chez ces patients. En effet, Barst et al.

(1996) ont démontré que des patients ayant une HTP primaire avec une

classe fonctionnelle NYHA III et IV et recevant de l’epoprostenol pour 12

semaines en plus de la thérapie conventionnelle (anticoagulants,

vasodilatateurs oraux, diurétiques, glycosides) démontraient une amélioration

de leur capacité à l’exercice suite au test de 6 minutes de marche comparé

aux patients recevant uniquement la thérapie conventionnelle (273). Douze

semaines après le début du traitement, les patients recevant l’epoprostenol

marchait 47 m de plus alors que les patients recevant seulement la thérapie

conventionnelle marchait 66 m de moins. Dans la même étude, les

investigateurs ont noté une amélioration signiticative de la pression

pulmonaire moyenne, de la résistance vasculaire pulmonaire ainsi que du
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taux de survie chez les patients recevant l’epoprostenol. Une étude

subséquente, dans laquelle les patients étaient suivis jusqu’à trois ans après

le début du traitement avec l’epoprostenol, a démontré une amélioration

significative de la survie à 1, 2 et 3 ans (274). Le traitement de patients

atteints d’HTP primaire avec l’epoprostenol a également amélioré le rapport

entre la clairance et la relâche d’ET-l pulmonaire ainsi que la réponse au NO

exogène (275;276). Toutefois, il fut démontré que les patients recevant

lepoprostenol développaient de la tolérance aux effets de la PGI2 ainsi que

des infections au site d’implantation des cathéters d’administration (273). Des

défectuosités transitoires du système d’administration pourraient également

priver le patient de sa médication pour un certain temps. De plus,

l’epoprostenol peut causer de nombreux effets secondaires comme des

diarrhées, des thrombocytopénies, des infections alvéolaires et des

insuffisances diastoliques du ventricule droit (277;278).

L’iloprost, un analogue de prostacycline disponible en inhalation qui devrait

offrir une sélectivité pulmonaire avec effets systémiques minimaux, est

présentement à l’étude. Hoeper et al. (2000) ont récemment démontré que

des patients atteints d’HTP primaire avec une classe fonctionnelle NYHA III et

IV et recevant l’iloprost en inhalation a une dose de 100-150 tg avaient une

amélioration de leur capacité à l’exercice ainsi que de leurs pressions et

résistances pulmonaires 12 mois après le début de la médication (279). Ces

patients pouvaient marcher en moyenne 85 m de plus en six minutes. La
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courte demi-vie de l’iloprost nécessite toutefois de nombreuses inhalations.

Dans l’étude de Hoeper, les patients devaient prendre en moyenne de 6 à 8

inhalations d’iloprost par jour. De plus, une fluctuation de la capacité à

l’exercice ainsi que des pressions pulmonaires entre chacune des inhalations

a été notée. L’iloprost cause de la toux lors des inhalations ainsi que des

maux de tête (279). Une diminution significative des pressions et résistances

vasculaires systémiques apparaît également chez les patients recevant

l’iloprost, suggérant ainsi que ce vasodilatateur n’est pas seulement

spécifique pour la circulation pulmonaire (279).

Des analogues de prostacycline qui possèdent une demi-vie plus longue et

qui sont administrés par voie sous-cutanée ont également été développés.

En effet, Simonneau et al. (2002) ont récemment démontré que

l’administration de Treprostinil, un analogue de prostacycline administré de

façon sous-cutané, chez 470 patients atteints d’HTP artériolaire améliorait de

façon significative l’hémodynamie, l’indice de dyspnée et la tolérance à

l’exercice après 12 semaines de traitements (280). Plusieurs patients (85%)

de cette étude ont toutefois ressentis des douleurs au site d’infusion et trois

patients ont été victimes d’hémorragies gastro-intestinales. Le Treprostinil fut

récemment approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) pour le

traitement de l’HTP artérielle (281).

Le beraprost, un analogue de la prostacycline disponible oralement, a

démontré des résultats préliminaires encourageant en améliorant
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l’hémodynamie et la tolérance à l’exercice chez les patients atteints d’HTP

primaire. Dans l’étude de Vizza et al. (2001), treize patients atteints d’HTP

sévère dont neuf d’HTP primaire ont reçu le beraprost pour un an (282).

Après un mois d’étude, 1 1 de ces patients démontraient une amélioration

significative de leur capacité à l’exercice évalué selon le test de 6 minutes de

marche (63 m de plus) ainsi qu’une diminution non-significative de 8 mmHg

de la pression de l’artère pulmonaire. D’autre part, Nagaya et al. (1999) ont

démontré, dans une étude rétrospective, une amélioration significative de la

survie chez les patients avec HTP primaire recevant le beraprost comparé à

ceux recevant la thérapie conventionnelle (283). La survie à 1, 2 et 3 ans des

patients traités avec le beraprost était augmentée à 96%, 86% et 76%

comparé à 77%, 47% et 44% chez les patients ayant reçus la thérapie

conventionnelle. Le beraprost cause des effets secondaires tels que des

rougeurs de la peau, de la diarrhée et des douleurs musculaires (282). De

plus, puisque le beraprost possède une courte demi-vie un dosage fréquent

est nécessaire. Les résultats de l’étude ALPHABET (Arterial Pulmonary

Hypertension and Beraprost European Study Group), une étude traitant 130

patients avec HTP artériolaire pendant 12 semaines avec le beraprost, ont

récemment été publiés (284). Une amélioration de la tolérance à l’exercice et

de l’indice de dyspnée fut notée alors que l’hémodynamïe cardiopulmonaire

et la classe fonctionnelle NYHA n’ont pas été modifiées de façon significative.



54

1.3.4.5-Monoxyde d’azote

Le NO, pour sa part, est surtout utilisé pour tester la réponse vasodilatatrice

des patients atteints d’HTP primaire, tout comme la prostacycline. Une

réponse positive au test du NO (ou de la PGI2) suggère fréquemment que ce

patient répondra favorablement aux bloqueurs de canaux calciques (285).

Toutefois, le NO en inhalation pourrait être un traitement chronique efficace

de l’HTP primaire puisque la vasodilatation serait plus spécifique pour la

circulation pulmonaire. Perez-Penate et al. (2001) ont d’ailleurs rapporté un

cas de traitement chronique au NO en inhalation chez un patient avec HTP

primaire (286). Après un an de traitement, on pouvait noter chez ce patient

une amélioration de sa classe fonctionnelle NYHA de IV à Il, une disparition

de l’oedème pulmonaire ainsi qu’une réduction de 9% de la pression moyenne

de l’artère pulmonaire. Notons cependant que la très courte demi-vie du NO

nécessite un système d’administration sophistiqué, coûteux et limitant la

mobilité des patients. De plus, une augmentation de la résistance vasculaire

pulmonaire a été notée chez des patients avec le Syndrome de Détresse

Respiratoire de l’Adulte après l’interruption d’un traitement avec le NO en

inhalation (287).

7.3.4.6-Inhibiteurs de phosphodiestérases

Les inhibiteurs de phosphodiestérases (PDE) empêchent la dégradation du

GMPc qui permettra l’ouverture de canaux potassiques dépendants du Ca2
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“KCa” au niveau de la cellule musculaire lisse et induira ainsi la relaxation de

cette cellule. L’efficacité d’un traitement chronique de l’HTP primaire aux

inhibiteurs de PDE reste toutefois à être démontrée. Le sildenafil (Viagra) qui

est un inhibiteur de PDE5 a démontré des effets positifs chez quelques

patients. Un patient de 21 ans souffrant d’HTP primaire et ayant une pression

systolique de l’artère pulmonaire de 128 mmHg a été placé sous 100 mg de

sildenafil cinq fois par jour (288). Trois mois après le début du traitement, ce

patient avait amélioré sa capacité à l’exercice et présentait maintenant une

pression systolique de l’artère pulmonaire de 90 mmHg. Une autre patiente

de 4 ans souffrant également d’HTP primaire avec une pression systolique de

l’artère pulmonaire de 79 mmHg et une pression systolique systémique de

seulement 55 mmHg fut placée sous 2 mg/kg de sildenatil 4 fois par jour

(289). Trois mois après le début de cette étude, cette patiente avait amélioré

sa capacité à l’exercice et avait maintenant une pression systolique de l’artère

pulmonaire de 76 mmHg et une pression systolique systémique de 87 mmHg.

Le traitement avec le sildenafil semble donc prometteur et avoir peu d’effets

secondaires. De plus grandes études prospectives randomisées sont

toutefois nécessaires afin d’évaluer l’efficacité et la sécurité d’un tel

traitement.

7.3.4.7-Transplantation et Septostomie

Face à un échec du traitement médical chez les patients de classe IV, la

transplantation pulmonaire ou la septostomie auriculaire peut être
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considérée. La transplantation pulmonaire a habituellement lieu chez des

patients avec classe NYHA III ou IV et ayant une pression artérielle

pulmonaire supérieure à 55 mmHg et une pression auriculaire droite

moyenne supérieure à 15 mmHg (290). Les patients ayant subis une

transplantation pulmonaire, qu’il s’agisse de transplantation coeur-poumon,

de transplantation pulmonaire simple ou double démontrent un taux de survie

de 61, 55 et 44% à respectivement 1, 2 et 5 ans après la chirurgie (297).

La septostomie auriculaire a également été démontrée efficace pour

améliorer la survie des patients atteints d’HTP primaire (292;293). Sandoval

et al. (1998) ont démontré que la septostomie auriculaire améliorait la

pression télédiastolique du ventricule droit, l’index cardiaque, la classe

fonctionnelle NYHA, la tolérance à l’exercice et la survie de 15 patients avec

HTP primaire (293). En effet, les patients ayant subis la septostomie

auriculaire marchait 110 mètres de plus, tel qu’évalué par le test de six-

minutes de marche, trois ans après l’opération. La survie des patients ayant

subis la septostomie à 1, 2 et 3 ans était de 92% alors qu’elle n’était que de

73%, 59% et 52% chez les patients n’ayant pas été opérés.

7.3.4.8-Antagonistes de I’ET

Les antagonistes des récepteurs de l’ET représentent une nouvelle avenue

dans le traitement de l’HTP primaire. Comme mentionné précédemment

(section 1.2.9.4), les niveaux plasmatiques et tissulaires d’ET-l sont
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augmentés chez les patients atteints d’HTP primaire (131;132). Les niveaux

d’ET-l et de big-ET-1 corrèlent même avec les pressions et résistances

vascujaires pulmonaires chez ces patients (186). Le bosentan, qui fut

récemment approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) pour le

traitement d’HTP artérielle et par Santé Canada pour le traitement de l’HTP

secondaire à la sclérodermie, a été démontré efficace pour améliorer la

classe fonctionnelle WHO, la dyspnée et la tolérance à l’exercice chez 213

patients (207). Récemment, un antagoniste sélectif pour les récepteurs ETA,

le sitaxsentan, fut également démontré efficace pour améliorer la tolérance à

l’exercice et les pressions et résistances vasculaires pulmonaires chez 20

patients avec HTP primaire (206).

7.3.4.9-Perspectives futures

Au cours des prochaines années, la thérapie génique pourrait nous permettre

de réguler l’expression d’un gène dans un organe spécifique. Par exemple, la

surexpression pulmonaire de la eNOS ou de la P612 synthase pourrait être

bénéfique aux patients atteints d’HTP primaire. De façon similaire,

l’administration d’antisense contre les récepteurs AT1 ou ETA pourraient

également améliorer l’HTP chez de tels patients. Dans le modèle de rats

MCT, Nagaya et al. (2000) ont démontré que le transfert intratrachéal du

gène de la PGI2 synthase humaine diminuait de façon significative les

pressions et résistances vasculaires pulmonaires, l’hypertrophie médiale des

artères pulmonaires et l’hypertrophie ventriculaire droite après trois semaines
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(294). Campbell et al. (2001) ont pour leur part démontré que le transfert de

cellules musculaires lisses surexprimant le VEGF dans le poumon de rats

MCT améliorait de façon significative les pressions pulmonaires,

l’hypertrophie médiale et l’hypertrophie ventriculaire droite après quatre

semaines (295). La possibilité de réactions inflammatoires et immunitaires en

réponse aux différents vecteurs utilisés devra toutefois être éliminée avant

d’utiliser la thérapie génique.

La combinaison de plusieurs traitements devrait aussi être envisagée afin

d’optimiser l’effet de plusieurs classes de médicaments. Chez le rat MCT, la

combinaison du beraprost et du TA-0201, un antagoniste sélectif pour les

récepteurs ETA, s’est démontrée supérieure à l’administration seule de l’un

ou l’autre de ces traitements pour améliorer les pressions pulmonaires,

l’hypertrophie ventriculaire droite et l’épaississement médiale des artères

pulmonaires (296). L’effet aigu de la combinaison de sildenafil et d’iloprost fut

également testé chez cinq patients avec HTP primaire (297). Bien que

l’administration de sildenafil ou d’iloprost diminue de façon significative la

pression moyenne de l’artère pulmonaire chez ces patients, la combinaison

des deux traitements s’est démontrée supérieure pour réduire ces pressions.

L’utilisation de statines, des inhibiteurs de HMG-CoA réductase, fut

également démontrée efficace dans le modèle de rats MCT avec

pneumonectomies (298). En effet, l’administration de simvastatin dans ce

modèle améliore de façon significative la pression de l’artère pulmonaire, la
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pression systolique du ventricule droit, l’hypertrophie ventriculaire droite, la

présence de lésions occlusives néo-intimales et l’expression pulmonaire de

eNOS (298). Les auteurs de cette étude suggèrent que le simvastatin

améliore l’HTP par des effets anti-proliférateurs, des effets anti-

inflammatoires et l’augmentation d’expression de eNOS.

7.3.5- Modèles animaux d’HTP

Plusieurs modèles animaux d’HTP ont été développés au cours des années,

notamment les modèles hypoxiques, infarctus et monocrotaline (MCT).

7.3.5.7-Modèle hypoxique

Le modèle hypoxique représente surtout l’HTP reliée à la haute altitude et

consiste à placer les animaux dans des conditions hypobariques en

diminuant la pression partielle d’oxygène dans l’air inspiré. Les changements

morphologiques principaux consistent en l’apparition de cellules musculaires

lisses dans les artères non-musculaires et en la différentiation de péricytes

et/ou cellules intermédiaires pré-existants en cellules musculaires lisses dans

tes artères partiellement musculaires (299). Ces changements mènent donc à

l’épaississement de la média des artères pulmonaires ainsi qu’au

développement d’HTP et d’hypertrophie ventriculaire droite. Notons

cependant que cette muscularisation des artères pulmonaires ainsi que l’HTP

et l’hypertrophie ventriculaire droite qui s’ensuivent peuvent être renversées
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si l’animal est replacé en conditions athmosphériques normales (300-302).

L’activation du système ET fut démontrée dans ce modèle d’HTP. En effet,

plusieurs études ont démontré l’augmentation plasmatiques et tissulaires

d’ET-l chez le rat hypoxique (178;303). Ces études ont également démontré

l’augmentation d’expression des récepteurs ETA et ETB à la fois dans les

artères pulmonaires et dans le ventricule droit. De plus, comme mentionné

précédemment (section 1 .2.9.4) les antagonistes de l’ET, autant sélectifs que

non-sélectifs se sont démontrés efficaces pour prévenir et renverser le

développement d’HTP et d’hypertrophie ventriculaire droite chez le modèle

de rats hypoxiques (93; 191 ;1 92).

7.3.5.2-Modèle infarctus

Puisque la cause d’HTP secondaire la plus importante chez l’humain est

l’insuffisance cardiaque gauche, le modèle infarctus est très représentatif de

l’HTP secondaire ou veineuse. Ce modèle consiste à effectuer une ligature

autour de l’artère coronaire inter-ventriculaire antérieure (IVA). L’occlusion de

l’IVA provoque l’infarctus du myocarde ventriculaire gauche suivi de

l’augmentation des pressions de remplissage du ventricule gauche et des

pressions pulmonaires. Une activation du système ET fut démontrée dans ce

modèle. En effet, une augmentation des niveaux plasmatiques et tissulaires

d’ET-l et de big-ET-1 fut démontrée chez le rat avec HTP secondaire à

l’infarctus (179;304). Une diminution des récepteurs ET8 pulmonaires fut

également notée chez ce modèle de rat (179). Les antagonistes de l’ET,
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comme mentionné précédemment (section 1 .2.9.4) ont été démontrés

efficaces pour diminuer l’HTP chez ce modèle d’infarctus. Nguyen et al.

(1998) et Lucas et al. (2001) ont démontré l’efficacité d’antagonistes sélectifs

ETA pour réduire les niveaux pulmonaires d’ET-l, l’HTP et l’hypertrophie du

ventricule droit chez le rat infarctus (196;305). Notons toutefois que certaines

études ont démontré des effets adverses des antagonistes de l’ET sur la

fonction et le remodelage ventriculaire gauche (305-307). En effet, l’initiation

précoce d’un traitement avec les antagonistes de l’ET semble intertérer avec

le remodelage ventriculaire et favoriser l’expansion de la cicatrice et la

dilatation du ventricule gauche. Il est donc important de débuter un tel

traitement seulement quelques jours (Z-10 jours) après la ligature de l’artère

coronaire.

7.3.5.3-Modèle monocrotaline

Le modèle à la monocrotaline est un modèle facilement reproductible

résultant en une HTP et une hypertrophie ventriculaire droite marquées et

mimant l’HTP artériolaire humaine. Lorsque injectée de façon

intrapéritonéale, la MCT, un aikaloide pyrrole isolé de la plante Crotalaria

spectabilis, est tout d’abord transformée en déhydro-monocrotaline (DMCT)

par une enzyme oxydante du foie. La DMCT passe par la suite dans la

circulation pulmonaire où elle cause un dommage endothélial diffus aigu. Les

lésions aiguès causées par la MCT s’apparentent au syndrome de détresse

respiratoire de l’adulte chez l’humain. Les lésions pulmonaires aux stades
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avancés ressemblent cependant beaucoup à celles de l’HTP primaire. Des

altérations ultrastructurales des alvéoles pulmonaires telles de l’oedème

alvéolaire interstielle, l’épaississement des cellules endothéliales, la formation

de thrombus dans les petites artères et l’augmentation du nombres de

mastocytes semblent précéder le développement d’HTP puisque celles-ci

furent démontrées seulement quelques heures après l’injection de MCT chez

le rat (308). Meyrick et al (1980) ont par la suite bien décrit le développement

temporel de ce type d’HTP (309). L’apparition de cellules musculaires lisses

dans les petites artères pulmonaires est premièrement détectée de façon

concomitante avec l’augmentation de l’index cardiaque et de la

consommation en oxygène suivie respectivement de l’augmentation des

pressions de l’artère pulmonaire, de l’épaississement de la média des petites

artères pulmonaires, de l’augmentation des résistances vasculaires

pulmonaires, de l’épaississement de la média des grosses artères

pulmonaires et du développement d’hypertrophie ventriculaire droite (309).

Une activation du système ET dans ce modèle d’HTP artériolaire fut

démontrée à maintes reprises. En effet, plusieurs études ont démontré

l’augmentation des niveaux plasmatiques et tissulaires d’ET-l chez ce

modèle (175;176;193;310). Une augmentation de l’expression de l’ET-l et

des récepteurs ETA et ETB dans le ventricule droit fut démontrée chez le rat

MCT (190). Une diminution de l’expression pulmonaire du récepteur ETB fut

toutefois constatée chez ce modèle de rat HTP (175). De plus, comme

mentionné précédemment (section 1 .2.9.4), les antagonistes de l’ET autant

sélectifs pour le récepteur ETA que non-sélectifs se sont démontrés efficaces
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pour prévenir et renverser le développement d’HTP et d’hypertrophie

ventriculaire droite chez le rats MCT (193-195). Ce modèle d’HTP artériolaire

sévère facilement reproductible et dans lequel le système ET est activé

représente donc un modèle de choix pour effectuer une étude comparative

des antagonistes de I’ET.

Notons également qu’il fut démontré qu’une pneumonectomie chez le rat

MCT provoquait une HTP artérielle encore plus marquée avec prolifération

intimale et oblitération des petites artérioles pulmonaires (298;311). La

combinaison de MCT et de pneumonectomie permet donc d’obtenir des

lésions identiques à celles des patients atteints d’HTP artérielle.
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2.0- RATIONNELLE

Le double rôle des récepteurs ETB mentionné précédemment soulève une

problématique importante à savoir s’il est préférable ou non de bloquer ces

récepteurs. Puisque les récepteurs ETB provoquent une vasodilatation et sont

responsables de la clairance de l’ET-l circulante, leurs blocages pourraient

s’avérer néfaste. En effet, plusieurs études ont démontré le rôle protecteur

des récepteurs ET3 (203;312). Ce récepteur serait responsable de

l’atténuation de l’augmentation des pressions pulmonaires chez les modèles

d’HTP induite par la DMCT et d’insuffisance cardiaque induite par tachycardie

chez le chien (203;312). Cependant, puisque les récepteurs ETB provoquent

également une vasoconstriction et sont impliqués dans la prolifération de

différents types cellulaires, leurs blocages pourraient s’avérer favorable. En

effet, certaines études ont démontré qu’il était nécessaire de bloquer les deux

types de récepteurs (ETA et ETB) pour contrer complètement l’action

vasoconstrictrice de l’ET-l (313;314). De plus, le récepteur ETB fut impliqué

dans la fibrose cardiaque et la relâche de TxA2(121;122).

Le premier objectif de cette thèse est donc d’évaluer le rôle du récepteur

ET3 lors d’HTP artériolaire. L’implication du récepteur ETB dans la régulation

du tonus vasculaire pulmonaire et la clairance de l’ET-l fut premièrement

investiguée à la fois chez des rats normaux et des rats avec HTP induite par

injection de MCT (Article # 1). L’activation cardiopulmonaire du système ET
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ainsi que la densité des récepteurs ETA et ETB cardiaques et pulmonaires

furent également évalués dans ce même modèle de rats (Article # 2).

L’efficacité d’un antagoniste sélectif pour les récepteurs ETA, le LU135252, à

la fois dans la prévention et la régression de l’HTP induite par la MOT fut bien

établie (193;194). De façon similaire, le bosentan, un antagoniste non

sélectif, fut également démontré efficace pour prévenir et régresser le

développement d’HTP suite à l’administration de MOT (195). Même si un

antagoniste non-sélectif semble efficace, il n’y a cependant aucune étude

comparant directement son efficacité à celle d’un antagoniste sélectif ETA.

Ainsi, même si l’effet net du blocage des récepteurs ETB endothéliaux et

musculaires lisses semble favorable, on ignore toujours s’il est supérieur ou

inférieur au blocage isolé de l’ETA.

Le deuxième objectif de cette thèse est donc d’évaluer l’effet chronique du

blocage des récepteurs ETB et d’ainsi départager s’il est préférable d’utiliser

un antagoniste sélectif ETA ou un antagoniste non-sélectif dans le traitement

chronique de l’HTP. Oeci fut réalisé en effectuant une étude comparative

directe entre un antagoniste sélectif ETA (LU135252) et un antagoniste non

sélectif (BSF420627) dans le traitement d’HTP induite par MOT (Article # 3).

Les effets du système ET peuvent donc être inhibés soit par le blocage de

ses récepteurs ou encore par l’inhibition de la synthèse d’ET. Oomme

mentionné précédemment, l’EOE est majoritairement responsable de la
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production d’ET. Le poumon possède un contenu élevé en ECEs localisées à

la fois à l’intérieur de la cellule et à la surface de l’endothélium (315).

Plusieurs études ont démontré que la big-ET-1 humaine pouvait être

hydrolysée par le poumon de différentes espèces (376-31 8). Cette hydrolyse

pourrait donc avoir lieu à l’intérieur de la cellule et/ou à la surface de

l’endothélium.

Le troisième objectif de cette thèse est donc de quantifier l’activité des

ECEs luminales dans le poumon isolé de rats en utilisant les principes de la

technique de courbes de dilutions à indicateurs multiples. La quantification

précise de l’activité des ECEs pourrait par la suite servir à la comparaison de

différents inhibiteurs de l’ECE (Article # 4).
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ABSTRACT

Background: Interaction between locally released endothelin-1 (ET-1) and

the endothelial ETB receptor could modulate pulmonary vascular tone. We

evaluated pulmonary ET-Ï clearance and ET-1-ETB receptor interaction in the

modulation of pulmonary vascular tone.

Methods and Resuits: Controls and rats with Monocrotaline (MCT)-induced

pulmonary hypertension (PH) were studied. Lungs were isolated and

perfused under constant pressure. The effect of the selective ETB antagonist

BQ-788 (1OE12-108 mole) on perfusion flow rate and 1251-ET-1 extraction was

determined. Baseline 125I-ET-1 extraction was reduced f rom 62±5% in

controls to 49±10% in PH (P=0.012). BQ-788 inhibited extraction with a

higher halt-inhibitory dose in the MCT group (-Log lD50= 8.9±0.4 vs. 9.5±0.1,

P=0.03). BQ-788 induced a mild reduction in perfusion flow rate of

0.7±0.3 mI/min in controls. In the MOT group, this occurred at a lower dose

and was more pronounced with a maximal reduction ot 3.3±0.7 mI/min

(P<0.01 vs. control). ET-1 was undetectable in the effluent at baseline but

was present in similar concentrations in both groups after ETB blockade.

Addition of 2 pg/mI ET-1 to lung perfusate did not modify pulmonary ET-1

clearance or the effect of BQ788 on perfusion flow rate in control Iungs.

Conclusion: In normal rat tungs, the ETB receptor plays a minor regulatory

role on vascular tone. In MOT hypertension however, despite a reduction in

ETB mediated extraction, luminal production of ET-Y attenuates the increase

in pulmonary vascular tone.
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INTRODUCTiON

The potent vasoconstrictor peptide endothelin-1 (ET-1) contributes to the

regulation of pulmonary vascular tone through the activation of two distinct

receptor subtypes.1 The ETA receptors are predominantly located on

vascular smooth muscle celis where they mediate vasoconstriction.2 The ETB

receptors are Iocated on both endothelial and smooth muscle cells where

they respectively mediate vasodilation3 and vasoconstriction.4 The

pulmonary endothelial ET8 is also responsible for circulating ET-1 clearance,

with close to 50% removal during the pulmonary transit in man.5

ET-1 is mainly produced by the vascular endothelium and preferentially

released towards the underlying smooth muscle cells in a paracrine tashion.6

A measurable amount of ET-1 is however also released into the circulation7 in

a so-called luminal tashion. The previously demonstrated absence of,58 or

minimal arteriovenous ET-1 gradient across the pulmonary circulation9

despite substantial clearance suggests that a significant proportion of

pulmonary ET-1 production is released toward the luminal side. Circulating

levels of ET-1 are increased in ail forms of pulmonary hypertension and

correlate well with the severity of the disease.9°

The objectives of this study were to define the interactions between

pulmonary production of ET-1 and the endothelial ET8, and their importance

in the regulation of pulmonary vascular tone in control rats and in rats with

Monocrotaline (MCT)-induced pulmonary hypertension.
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MATERIAL AND METHODS

Male Sprague-Dawley rats weighing between 275-375 g (Charles River,

Saint-Constant, Quebec, Canada) were randomly assigned into the control or

the MCT group. The animais received an intraperitoneal (i.p.) injection of

either 0.5 ml, 0.9% NaCl or 0.5 ml, 60 mg/kg MCT.

Experimental protocol

After 3 weeks, the animais were anesthetized with sodium pentobarbital (50

mg/kg, i.p.) followed by 2000 units 0f i.p. Heparin (Sigma Chemical Co, St.

Louis, MC). To confirm the presence of pulmonary hypertension, a catheter

(0.97 mm outer diameter, 0.58 mm inner diameter) was advanced into the

right ventricle through the right jugular vein for the measurement of right

ventricular pressure using a polygraph and recorder (Gould TA4000). The

trachea was cannulated and connected to a rodent ventilator (Harvard

Apparatus) and ventilated with room air with a tidal volume of 1 ml and 2 cm

H20 positive end-expiratory pressure.

A midiine sternotomy was pertormed to expose the heart and Iungs and

the pulmonary artery was cannuiated through an incision in the right ventricle.

Another cannula was inserted into the left atrium through an incision in the left

ventricle to collect the effluent from the lungs. The non-recirculating lung

periusion was initiated by infusing Krebs solution supplemented with Heparin

(100 units/ml) at 2.0 ml/min. The Krebs solution had the following

composition (mM): NaCI 120, NaHCO3 25, KC1 4.7, KH2PO4 1.18, MgSO4

1.17, CaCI2 2.5 and glucose 5.5. The Krebs solution was bubbled with 95%
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02 and 5% CC2 to maintain a pH 0f 7.4. The lungs were then rapidly isolated

and suspended in a chamber maintained at 37°C to be pertused by constant

pressure with the Krebs solution supplemented with albumin (3%) and kept in

a warmed (37°C) water-jacketed reservoir. The constant perfusion pressure

was set to maintain a similar flow rate of 9-10 ml/min in both control and MCT

rat Iungs. The pulmonary f low was continuously measured with a Transonic

flow probe (Transonic, New York, NY) connected to a Transonic flow meter

(model 208).

Effects of BQ-788 on pulmonary removal ot circulating ET-J

These experiments were performed in eight control and 5 MCT rat lungs.

Once the flow rate had reached a plateau, a 10-min stabilization period was

permitted before performing indicator-dilution experiments in each lung. The

ETB antagonist BQ-788 was injected into the pulmonary arterial line as a 100

pI-bolus of increasing doses (1012-1OE8 mole). After each dose of BQ-788,

single bolus indicator-dilution experiments were carried out by injecting a

bolus in the perfusion cannula immediately proximal to the lungs and

simultaneously collecting the lung effluent in a linear fraction collector

containing 30 glass tubes with a collection time of 28 sec. The indicator

dilution technique was utilized to quantify the pulmonary extraction of ET-1 as

previously described in detail.8 Briefly, a bolus containing trace doses of 1251..

ET-1 and a non-metabolizable vascular reference (Evans’ blue dye bound to

albumin) are injected in the pulmonary circulation and timed sequential

outf Iow samples are collected. The quantity of both tracers in each of the
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collected sample is determined and normalized to the total amount of activity

injected to obtain the fractional recovery of each tracer per ml of lung effluent.

The fractional recoveries can then be plotted as a function of time to construct

the indicator-dilution curve.

Tracer 1251 ET-1 extraction is calculated by the following equation:

S° ET(t)dt
Extraction 1 -

fAJb(t)dt

where the right term represents the difference in the areas ot the fractional

recovery vs. time curves of tracer ET-1 and albumin. Each tracer curve is

analyzed f rom appearance of tracer up to the time at which the concentration

of tracer albumin represents <2% of the curves’ peak. The injection mixture

was prepared by adding 0.5 pCi 1251-ET-1 (specific activity 2200 CUM, NEN,

Boston, MA) to 0.5 ml Evans’ blue dye (5 mg/ml) and 1.5 ml, 0.9 NaCI.

Bovine serum albumin was then added at a concentration of 4% (Sigma

Chemical Co). A volume of 100 pI of the mixture was injected. Dilutions of

the remaining bolus (1:100) were prepared to serve as standards for the

construction of the dilution curve. The tubes containing the lung effluent were

processed by adding 2.0 ml, 0.9 NaCI to each and vortexing. A 1-ml aliquot

f rom each tube was placed in a gamma counter to measure 1251 activity. In

another 1 ml aliquot, Evans’ blue dye absorbance (620 n minus 740 nM) was

measured. The fractional recovery of each tracer in each sample was then

determined and the indicator-dilution curves were constructed.
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Effects of BQ-788 on the pulmonary perfusïon flow rate

Experiments were per[ormed in six control and seven MCT isolated rat lungs

as described above. The effect cf increasing doses of BQ-788 on perfusion

flow rate was assessed after a 10-min stabilization period and with 5-min

intervals between bolus injections. Pulmonary flow rate was continuously

recorded and the maximal variation in flow atter each dose was noted. Only

one dose-response curve was obtained for each lung.

Measurement of ïmmunoreactïve ET-1 in plasma and lung perfusate

After anesthesia, blood samples (2.5-3.0 ml) from eight control and seven

MOT rats were simultaneously collected from the left carotid artery and right

ventricle in EDTA-containing tubes. AIl blood samples were immediately

centrifuged at 1800 g for 20 min and the plasma was stored at -80°C for

measurement of plasma immunoreactive ET-1. The lungs were then isolated

as above and effluent samples (3 ml) from six control and six MOT lungs

were collected before and after bolus injection of 1OE8 mole BQ-788 to

measure endogenous luminal production of ET-1 by the pertused lung.

Immunoreactive ET-1 in plasma and lung perfusate was measured using

a previously described radioimmunoassay.5 The limit of detection of irET-1

was 0.12 pg/tube (95% confidence). The intra- and interassay coefficients of

variation were 9% and 12% respectively, at the midpoint of the standard

curve. Heparin in concentrations exceeding those achieved in pharmacologic

use did flot interfere with the assay. High-pressure liquid chromatography of
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the plasma extract showed a dominant peak of immunoreactive ET-1 co

eluting with synthetic endothelin-1.

Effect of the additïon of ET-1 to the lung pertusate on pulmonary

removal ot ET-1 and on B0788-induced variations in perfusion flow rate

To determine if the presence of ET-1 in the lung pertusate, reproducing in

vivo situation, could influence clearance and vascular reactivity, additional

experiments were performed in 5 control rats. Lungs were isolated as

described above, but pertused in a recirculating fashion. A first indicator

dilution study was performed ta determine pulmonary ET-1 clearance.

Synthetic ET-1 was then added ta the perfusate ta a concentration of 2 pglml

and 15 minutes later a second study was performed. Cumulative dose

response curves were then obtained by injecting increasing doses of BQ-788.

Drugs

MCT was purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis, MD). The ETB

antagonist BQ-788 and synthetic ET-1 were purchased from American

Peptide Company (Sunnyvale, CA). The MCT was dissolved in 1.0 N HCI

and the pH was adjusted ta 7.4 with 0.5 N NaOH. The ETB antagonist BQ

788 was dissolved in methanol (0.5 mg/ml).

Statistïcal analysis

The effects of BQ-788 on pulmonary perfusion flow rate and 1251-ET-1

extraction were evaluated by repeated-measures analysis of variance
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foilowed by multiple comparisons using Bonterroni correction. Dose

response curves for 1251-ET-1 extraction were fitted using a five-parameter

iogistic function with Sigmaplot curve-fiffing software to determine the amount

of BQ-788 inhibiting ET-1 removal by 50% (1D50). Where appropriate, two

taiied unpaired t tests were used to compare parameters between the control

and puimonary hypertension groups. Paired t tests were used to compare

aortic and mixed venous ET-1 levels within each experimentai group. Ail

values are presented as mean±SD. A P value of iess than 0.05 was

considered significant.

RESULTS

The animais treated with MCT deveioped puimonary hypertension as

reflected by a markedly elevated right ventricular systolic pressure of 56±11

mm Hg compared to the normal value of 27±1.9 mm Hg found in controis

(P<0.01).

Effect of BQ-788 on pulmonary removal of 1251-ET-f

At baseline, isolated iungs from control rats removed 62±5% of 1251-ET-1.

This was reduced in the MOT group to 49±10% (P=0.012, Fig. 1). The

specitic ETB antagonist BQ-788 dose-dependently reduced percent

extraction in both groups reaching, at the highest dose of 1OE8 moie, values of

4±3% and 8±9% in the controi and MOT groups respectively. The

haif-inhibitory dose was slightiy but significantly higher in the MOT group f-
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Log 1D50=8.9±0.4) compared to the control group (-Log ID50 =9.5±0.1,

P=0.03).

Effect of BQ-788 on puimonary fiow rate

In the control group, the specific ETB antagonist BQ-788 did flot modify f iow

until the highest dose ot 10.8 moie was reached (Fig. 2). At this dose, a mild

flow reduction of 0.7±0.3 mi/min occurred, P=0.02 vs. 108. In the MOT

group, BQ-788 caused a significant reduction in f iow beginning at the iower

dose of i- moie (P=0.04), and a marked reduction of 3.3±0.7 ml/min

(P<0.01) at the highest dose of 1OE8 moie.

Plasma ET-f levels and production by the Iungs

Mean venous and aortic ET-1 ieveis more than doubled with the deveiopment

of puimonary hypertension (Fig. 3). The arteriai levels tended to be Iower

than the mixed venous leveis in both groups, causing a negative ET-1

gradient of 22% and 23% across the control and MOT lungs respectively.

The net ET-1 gradient across the iungs was 0.16±0.54 pg/mI in the control

group and 0.42±0.92 pg/mi in the MOT group (P=0.53). Betore the infusion of

BQ-788, endothelin-1 leveis were not detectable in the isoiated lung effluent

of both control and MOT animais. After the injection of 10.8 mole BQ-788

however, they became detectabie at a concentration of 0.12±0.02 pg/ml in

controls and 0.12±0.03 pg/mi in the MOT group.
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Effect of the addition of ET-7 in the lung perfusate

Addition of 2 pg/ml ET-1 in the lung pertusate to reproduce in vivo situation

did flot modify 1251-ET-1 removai which was 54.2±1.6% before and 54.0±2.1%

atter, P=NS. BQ-788 caused a significant reduction in perfusion fiow rate

which was apparent after the first dose (1012 mole). The reduction was of

0.46±0.09 ml/min (P<0.01) and was flot modified with increasing doses of

BQ-788. The change in fiow induced by BQ-788 was flot difterent from that in

the control group in the absence of synthetic ET-1 in the perfusate (P=0.14).

DISCUSSION

This study provides new insights into the roles and interactions between the

puimonary endothelial ETB receptor and the local production of ET-1. It

further supports a protective raie for the endotheliai ETB receptor iii

pulmonary hypertension.

Role of the pulmonary ETB as a clearance receptor

The puimonary circulation is a major site for ET-1 clearance in ail mammals

studied to date, including man with a 50% ET-1 removal during a single

pulmonary transit time.5 This ciearance is mediated by the endothelial ETB

receptor as it can be completeiy blocked by administration of the specific ET8

afltagonist BQ-788.11 in the present study, we more preciseiy characterize

for the f irst time the kïnetics of the removal process and demonstrate its

alterations in MCT-induced pulmonary hypertension. Animais with pulmonary
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hypertension showed a reduced baseiine puimonary ET-1 ciearance. The

dose-response curves demonstrated graduai inhibition of ET-1 removal as

the dose of BQ-788 was increased, with almost complete inhibition at the

highest dose of 108 mole in both groups. The dose inhibiting 50% of 1251-ET-

1 removal (-Log 1D50) was mildly higher in the MCT group. These data

confirm the unique roie of the ETB receptor in the removal process and

demonstrate a reduced capacity for ET-1 ciearance in the MOT model of

pulmonary hypertension. A reduced capacity of the lung to clear ET-1 from

the circulation is however not unique to this model. it was also found in rats

with myocardiai infarction and miid pulmonary hypertension12 as weIl as in

humans with pulmonary hypertension of various etioiogies.’°

The tindings of reduced ETB expression in the lung tissue from both

MOT’3 and infarct rats14 suggest that reduced ETB receptor density is a

contributing mechanism. The puimonary mediai hypertrophy observed in the

MCT model’5 couid indeed reduce the vascular surface area available for ET

1 clearance. Reduced receptor affinity may also contribute since dogs with

pulmonary hypertension secondary to tachycardia-induced heart failure also

demonstrate a reduced pulmonary ET-1 clearance with markedly depressed

ET-receptor binding affinity in the lung tissue.16 Our findings of reduced

baseline ET-1 clearance together with a higher ID50 suggests that both

mechanisms are operative in the MOT model of puimonary hypertension.
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Role of the endothelial ET8 receptor in the regulation of pulmonary

vascular tone

In control animais, blockade of the ET3 receptor had minimal effect on

pulmonary blood flow. Only at the highest dose of BQ-788, almost

completeiy biocking the receptor as assessed f rom ET-1 removal, did we find

a modest reduction in perfusion flow rate. Experiments performed with

addition of 2 pg/mI ET-Ï in the lung perfusate did flot significantly modify the

variation in f low rate after BQ-788, with the exception that the effect was

observed after the first dose of lOE12moIe. Since those addïtionai

experiments were pertormed in a recirculating circuit, saturation of the ETB by

recirculating BQ-788 may explain this lower threshold etfect with no

subsequent reductions in flow rate at higher doses.

In the MCT-treated group there was a mild reduction of flow at a lower

dose ot moie but a marked reduction of close to 30% at the highest dose

of 1 OE8 mole. 0f note, is that even though the reduction of flow was greater in

pulmonary hypertension, a high degree of ETB blockade was necessary since

clearance studies using 1251-ET-1 demonstrated that more than 50% of

clearance had to be blocked before any effect couid be detected. Our resuits

therefore demonstrate that the endothelial ETB plays a minor role in the

regulation ot pulmonary vascular tone in the absence of pulmonary

hypertension; at least as it can be estimated during an acute blockade. With

pulmonary hypertension however, the ETB receptor plays a protective role by

attenuating the increase in pulmonary vascular tone. It does not appear,

however, that the ETB is a sensitive regulatory mechanism since more than
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50% of clearance needs to be blocked betore a significant effect is detected.

This potential protective role of the ETB receptor in conditions of increased

pulmonary vascular tone has also been suggested in vivo by attenuation of

the increase in pulmonary pressure of beagles with dehydromonocrotaline

induced pulmonary hypertension17 and of dogs with tachycardia-induced

heart failure.’8

Role of local production of ET-f by the lungs

ET-1 levels were not detectable in the effluent of isolated lungs. Yet they

became measurable atter ETB blockade in both controls and MCT-treated

lungs. Thus, although luminal release of ET-1 is quantitatively small, we

demonstrate for the first time that ET-1 produced by the pulmonary

vasculature binds to the adjacent ETB in a paracrine fashion ta modulate

pulmonary vascular tone. Our resuits also suggest that the increase in

circulating ET-1 levels found after non-specific ETNB or specific ETB blockade

may flot only resuit from reduced ET-1 clearance, but also by dispiacement of

locally produced ET-1 trom the endothelial ETB. The respective importance

of these twa mechanisms in various models or conditions associated with

pulmonary hypertension remains to be demonstrated.

In the normal humans there is minimal9 or no5 arteriovenous ET-1

gradient across the Iungs despite substantial clearance of ET-1 of close ta

50% suggesting that an amount of ET-1 quantitatively similar ta the amount

extracted is released into the systemic circulation by the lungs. In the present

study, we found arleriovenous differences in ET-1 levels of 22% and 23% in
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the control and MCT animais respectiveiy. Single pass ET-1 extraction was

however much higher in the isoiated lungs at 62% and 49% respectively:

thus, one has to postulate a significant release of ET-7 f rom the Iungs to the

systemic circulation to account for this difference. Consequently, these

suggest that the iuminaily released ET-1 binds in a paracrine fashion to the

local endothelial ET8 as weII as being reieased in the systemic circulation.

CONCLUSION

Should the ETB be left alone in pulmonary hypertension?

The dichotomous role of the ET8 receptor is presently fueling a debate

concerning the use ot mixed ETNB versus specitic ETA antagonist for the

therapy of heart failure and puimonary hypertension. In this study we have

shown that the ETB, through stimulation by localiy reieased ET-1, has little

regulatory role on the pulmonary vasculature of normal rats. Although there

is reduced ET8 activity (demonstrated by reduced ET-1 ciearance) in MCT

induced pulmonary hypertension, its regulatory roie in the affenuation of

pulmonary tone becomes more important in that condition. The high degree

of ET8 biockade needed (more than 50% reduction in ET-1 clearance) to

induce an effect on the pulmonary circulation, however suggest that the ET8

is not a very sensitive regulator of puimonary vascular tone in that model.

Our conclusions are however oniy applicable to acute blockade of the ETB

and studies with longer durations of ETB blockade are necessary before

definitive conclusions can be done. Since the mixed ET receptor antagonists

have widely different ETA vs. ETB seiectivity, head to head comparisons with
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knowledge of the proportion of ETB biocked are therefore required to define

the optimal approach to the therapy of pulmonary hypertension ot various

etiologies.
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FIGURE LEGENDS

Figure f Effect of increasing doses of the specific ETB receptor antagonist

BQ-788 on pulmonary ET-7 removal in controls and in rats with

MCT-induced pulmonary hypertension. * P<O.05 vs. control; 4

P<O.O5vs. 1012.

Figure 2 Variation of perfusion flow rate with increasing doses of the

specitic ETB receptor antagonist BQ-788 in isolated lungs from

controls and MCT-induced pulmonary hypertensive rats. ** P<O.O1

vs. control; f P<O.05 and 4 P<O.O1 vs. 1012.

Figure 3 Immunoreactive ET-7 levels measure in plasma taken from the

right ventricle (venous) and the aorta (arterial) of controls and of

rats with MCT-induced pulmonary hypertension. ** P<O.O1 vs.

control.
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ABSTRACT

Objectives: Although activation of the endothelin system contributes to

pulmonary arterial hypertension, modifications of the cardiopulmonary

endothelin system, and its responses to chronic endothelin receptor blockade

are flot weIl known.

Methods and Results: Rats were injected with monocrotaline (60 mg/kg i.p.)

or saline, followed with treatment with the selective ETA receptor antagonist

LU 135252 (50 mg/kg/day) or with saline. After 3 weeks, hemodynamics,

cardiac hypertrophy, ET-1 levels, and cardiopulmonary endothelin receptor

binding profile were evaluated. Monocrotaline (n=7) elicited marked

pulmonary arterial hypertension and right ventricular hypertrophy compared

to controls (n=8). Both variables were substantially attenuated by LU 135252

therapy (n=8, P<0.05 for both). After monocrotaline, right ventricular ET-1

levels were significantly more increased than in the left ventricle (+198%

versus +127%, P<0.05). ETB receptor density was augmented (3 fold) in the

right ventricle while that of ETA receptors was flot affected. LU135252

treatment also significantly attenuated these alterations (P<0.05). In the

lungs, ET-1 levels were flot increased after monocrotaline, while the balance

of ETB versus ETA receptors was altered, with a trend toward a lower

percentage of ETB than in the control rats. LU 135252 treatment did flot affect

these variables in the lungs.

Conclusions: Monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension and

right ventricular hypertrophy are associated with upregulation of ET-1 and

ETB receptors in the right ventricle. These alterations are attenuated with the
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reduction of pulmonary hypertension and right ventricular hypertrophy after

chronic blockade of the ETA receptors, supporting the role of the endothelin

system in right ventricular hypertrophy.

Keywords: Cardiac hypertrophy; Endothelin; Endothelin receptors;

Pulmonary arterial hypertension
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INTRODUCTION

Plasma levels of endothelin-1 (ET-1), a potent vasoconstrictor and pro

mitogenic peptide, are elevated in patients with primary and secondary

pulmonary hypertension [1-4], and in experimental models of these conditions

such as chronic hypoxia [5], administration of monocrotaline (MCT) [6,7], or

infarction-induced congestive heart failure (CHF) [8,9]. This is usually

associated with an increased expression of ET-Y in the Iungs [9-1 Y].

Moreover, we and others have shown that ET-1 importantly contributes to the

pathophysiology ot pulmonary hypertension as chronic ET receptor

antagonism markedly reduced both pulmonary pressures and right ventricular

hypertrophy in pulmonary hypertension induced by hypoxia [5], MCT [6,7,12]

or infarction-induced CHF [13]. However, the alterations ot ET-1 and of its

receptors in the lung and heart in pu!monary hypertension, as weIl as the

responses of the cardiopulmonary ET system to chronic ET receptor

blockade, are not weII known in this setting.

The effects ot ET are mediated by two distinct receptors termed ETA and

ETB [14,15]. The ETA receptors are localized on vascular smooth muscle

celis and mediate the constrictive and proliferative effects. The ETB receptors

are mainly expressed on vascular endothelium and mediate vascular

relaxation as well as clearance ot circulating ET-1 [16]. More recently, ETB

receptors were also demonstrated on vascular smooth muscle ceils where

their occupancy has a constrictor effect [17]. In the cardiomyocytes, over

90% of ET receptors belong to the ETA subtype [18,19] and their stimulation

has a positive inotropic effect. However, the role of cardiac ETB receptors
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remains unclear. Durîng cardiac hypertrophy, they may contribute to cardiac

fibrosis [20,21]. lnterestingly, increased gene expression ot both ETA and

ETB receptor in the right ventricle (RV) was shown in animal models such as

MCT and hypoxia-induced pulmonary hypertension [22,23].

in the present experiments we studied the alterations of ventricular and

pulmonary ET, its receptors, as well as their responses to chronic treatment

with the selective ETA receptor antagonist LU135252 (LU) in rats with MCT

induced puimonary arterial hypertension (PAH).

METHODS

This study comply with the guidelines tor the Care and Use of Laboratory

Animais (Canadian Council for Animal Care) and was approved by the Animai

Research Committee of the Montreal Heart Institute. Maie Sprague-Dawley

rats (275-375 g, Charles River) were randomly assigned to received an i.p.

injection of either 0.5 mi 0.9% saline or 0.5 ml of MCT (60 mg/kg). This was

foliowed by twice daiiy gavage with either 1 ml 0.9% saline or 1 mi of LU

(50 mg/kg/day), starting 48 hrs betore i.p. injection and continued for 3

weeks. This resuited in four groups: controi+saiine (Ctr, n=8), controi + LU

(n=7), MCT÷saiine (MCT, n=7), and MCT÷LU (n=8). The MCT was dissoived

in 1 N HC1, and its pH adjusted to 7.4 with 0.5 N NaOH. LU was dissolved in

1 N NaOH, and its pH adjusted to 7.4 with 0.5 N HC1. LU was generousiy

donated by Dr. M. Kirchengast, Knoll AG, Germany.
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Experimental Protocol

Gavages were stopped 48 h before anesthesia with xylazine (10 mg/kg) and

ketamine (50 mg/kg). The right jugular vein and carotid artery were then

isolated, incised and polyethylene catheters (PE 50; 0.97 mm OD, 0.58 mm

1D) were advanced in the right and ieft ventricies (RV and LV). RV and LV

pressures were measured and recorded using a polygraph (Gould TA 4000).

Blood sampies were then coiiected from the RV and from the carotid artery to

measure plasma ET-7 levels.

Measurement ot ET-1 levels

Plasma ET-7 was measured with a radioimmunoassay after extraction on

SepPak C18 cartridges (Waters Limited) as previousiy described [9]. To

measure tissue (ventricies, lung) ET-7, dissected ventricies and iungs were

briefiy rinsed in ice-cold saline and immediately frozen in Iiquid nitrogen to be

stored at -80°C. Pieces of ventricies (approximately 100 mg) and Iungs (30-

50 mg) were then processed as previously described [24]. In brief, the

sampies were homogenized with Poiytron (Brinkman) in 4 M guanidine

thiocyanate/0.1% trifluoroacetic acid, an aliquot taken for protein

determination, and the homogenate centrifuged at 5000 g for 20 min at 4°C.

The supernatant was Ioaded on a SepPak C18-cartridge. Atter washing with

4 ml of H20 and 4 ml cf 20% methanoi, the absorbed peptides were eluted

with 4 ml of 90% ethanol. Recovery cf the whole procedure was 66% as

assessed with tissue sampies spiked with native ET-1. ET-1 content is
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expressed in fg/mg wet tissue weight (ventricles), or in pglmg wet tissue

weight (Iungs).

ET receptor assessment by radioligand bindïng

Tissue samples were homogenized on ice in 2 ml of TRIS buffer (in mM: 25

TRIS.HCI, 2 MgCI2, 250 sucrose, 5 HEPES, pH 7.4) with Polytron at 13,000

rpm with six bursts ot 15 s each. Membranes were then prepared and

experiments pertormed as previously described [25]. In brief, the

homogenate was centrifuged at 1000 g for 10 min at 4°C, the supernatant

collected and centrifuged at 35,000 g for 30 min at 4°C. The pellet was

resuspended in TRIS buffer, aliquoted and stored at -80°C. The membrane

protein was determined by the dye-binding method (Biorad) with bovine

serum albumin (BSA) as the standard. The density, type, and affinity of ET

receptors were assessed by competitive binding experiments.

Radioiodinated ET-1 (125I-ET1) (50 pI, 12-25 pM) was added to each tube

containing 50 pI of Tris buffer or increasing concentrations of unlabeled ET-1

(3x1OE11 M to 3x1OE9 M), a selective ETA-antagonist (BQ123, 1011-1OE5 M) or a

selective ETB-antagonist (sarafotoxin S6c, 1 0 2 OE6 M). Non-specitic binding

was determined at the saturating concentration of ET-1 (2x1OE7 M) and it was

always <1.5% of the total radioactivity. The reaction was started by adding

100 pI ot the membrane protein (0.8-1 pg for the lungs, 4-6 pg for the

ventricles). After 3 h at room temperature, the reaction was stopped by the

addition of 1 ml of ice-cold phosphate-buffered saline with 0.5% BSA and a

rapid centrifugation at 12,000 g for 3 min. Radioactivity of the resulting
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pellets was counted in an automated gamma-counter. The dissociation

constant (Kd) and maximum binding capacity (Bmax) were obtained using an

iterative non-linear regression analysis of bound and f tee radioactivity data

(Inplot, Graphpad Software Inc.). 1251-ET-1 was purchased f rom Perkin Elmer

Life Sciences. Unlabeled ET-1, BQ-123 and Saratotoxin were purchased

from American Peptide Company.

Statistical analysis

Ail results are presented as mean±S.E.M. The comparisons among groups

were pertormed with ANOVA tollowed by Bonferroni correction. The

comparisons of ET-1 levels and ET receptor binding data between the RV

and LV, as weII as plasma ET-1 levels in venous and arterial samples were

pertormed with paired Student’s t-test or Wilcoxon non-parametric test as

applicable. Statistical significance was assumed when P<O.05.

RESULTS

Hemodynamics and cardiac morphology

Similarly as in our previous studies [7,13,261, right ventricular systolic

pressure (RVSP) was markedly increased 3 weeks after the administration 0f

MCT (Fig. 1) documenting severe PH in this group. This was associated with

a marked RV (but flot LV) hypertrophy as assessed by RV and LV weight

(Table 1) and by the ratio ot RV/LV+ septum (S) weight (Fig. 1). The

increases in both RVSP and RV/LV+S ratio were significantly attenuated by

LU treatment in the MCT rats, while this treatment had no effect in the Ctr
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group (Fig. Ï). Systolic blood pressure was equivalent in ail four groups,

while heart rate was higher in MCT+LU than in Ctr+LU (P<O.02, Table 1).

Plasma ET-7 levels

Both venous and arterial ET-1 leveis were signiticantiy higher (2.Ï-fold and

2.6-fold, respectively) in MCT rats than in Ctr rats (Fig. 2). The high ET-1

levels in MCT rats were not affected by LU treatment. In each of the four

groups, there was a negative concentration gradient across the Iungs

suggesting a net pulmonary extraction of ET-l. This however, achieved

significance only in Ctr rats (P=O.047).

Cardiac ET system

ET-1 levels in the RV and LV are presented in Fig. 3A. MCT administration

ied to a marked increase in LV ET-1 (+127% as compared to Ctr rats), and

RV ET-1 (+198%). After MCT, RV ET-Ï was significantly higher than LV ET

Ï. In no other group was there any difference between the LV and RV ET-1

Ievels. The increases in ventricuiar ET-Ï were significantly attenuated by LU

treatment in the RV, but not in the LV. In the competition binding

experiments, affinity of ET receptors to ET-1 (Kd) was equivaient in ail four

groups, both in the RV and LV (Table 2). As well, the density (Bmax) of ETA

was not different among the groups in the LV and RV. In contrast, the density

of ETB was significantly increased after MCT in RV but not in LV, and this was

markedly attenuated with LU treatment. The selective increase in RV ETB

receptors was even more evident when their density was expressed as the
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percentage of the total ET binding sites (Table 2). In the control ventricles,

ETB receptors represented only 6-9% of ET binding sites. In the MOT rats,

this increased 3-fold in the RV, without any change in the LV. This increased

relative density of ETB in the RV was also attenuated by LU treatment though

the difference vs. MOT failed to achieve the level ot significance (P=O.076).

Pulmonary ET system

In both groups of rats which received MOT (with or without LU treatment),

there was a tendency to lower pulmonary ET-7 levels, without achieving the

level of signiticance (Fig. 3B). ET-7 levels were not affected by LU treatment

in either group. The ETA receptor density (Table 2) tended to be higher in

both MOT groups, without achieving the levels of significance, and without a

change in ETB receptor density. Thus, the percentage of ETB receptors was

Iower in both MOT groups, without any effect of the LU treatment.

DISCUSSION

The major findings ot this study are that in the MOT model of PAH and RV

hypertrophy; 1) ventricular ET-1 is markedly increased in the hypertrophic RV

but much less so in the non-hypertrophic LV; 2) RV hypertrophy is associated

with an increase in local ETB receptors density; 3) both RV ET-1 levels and

ETB receptor density are reduced by chronic ETA antagonist therapy with

concomitant reduction of PAH and RV hypertrophy; 4) pulmonary ET-1 levels

and the relative density of pulmonary ETB receptors tend to be lower after
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MOT, and neither of these parameters is affected by the chronic LU treatment

in spite of the significant reduction of PAH.

The ET system is activated in cardiac hypertrophy of various origins,

such as pressure-overload, norepinephrine administration, or coronary

Iigation-induced CHF [9,27-29]. Furthermore, studies in which these

conditions were improved by chronic administration of ET receptor

antagonists confirmed the direct role of this paracrine/autocrine system in the

development of cardiac hypertrophy [8,28-30]. Our present results in which

ET-Y and ETB receptors were selectively augmented in the hypertrophied RV

strongly supports this concept. Furthermore, we now show that the

regression of cardiac hypertrophy is associated with attenuation or

normalization of the alterations in the ventricular ET system. In cardiac

hypertrophy induced by infarction, hypoxia or MOT, in addition to ET-Y

[9,22,23,29,3 1 ,32J, both ETA and ETB receptors were found to be augmented

[22,23,29,31,32]. In the present study, we have observed a selective

increase in RV ETB receptors. In the ventricles of the control rats, the

proportion of ETB was 10w (<10%), in very good agreement with the results of

others in the rat ventricular membranes [33] and in the rat or human isolated

cardiomyocytes [18,19]. Whether the selective increase in the RV ETB

receptors is a specific feature of the MOT model remains to be clarified. The

role of ventricular ETB receptors is not clear. Those expressed in the

cardiomyocytes may contribute to the hypertrophic and inotropic effects of ET

[34,35], while ETB receptors 0f cardiac fibroblasts appear to be involved in the

regulation of collagen metabolism [20]. Interestingly, in the hypertrophied
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ventricle, chronic blockade of ETB but flot of ETA receptors could attenuate

interstitial and perivascular fibrosis [211 typically associated with cardiac

hypertrophy afld remodeliflg. Siflce RV ETB receptor density was reduced by

a selective ETA receptor afltagoflist, it suggest that this effect was secondary

to RV pressure overload afld that the reduction in RV ETB deflsity was flot a

direct myocardial effect of the drug. However, siflce LU is flot a highly

selective ETA antagonist (Ki of 1 ,4 nM for ETA versus 184 nM for ETB

receptor) we canflot exciude that some of the effect could have been drug

dependant. Comparison of more selective ETA antagonists afld non-selective

antagonists would be needed to resolve this issue.

In the Iungs, we have foufld strikiflgly similar ET-1 levels as those

reported by Miyauchi et aI. [6] although the method of extractiofi afld the

assay technique were quite differeflt (RIA vs. a sandwich-type enzyme

immunoassay). In both of these studies, pulmonary ET-1 levels were not

increased after MCT, yet the chronic administration of an ETA antagonist

markedly reduced pulmonary pressure. In the present study, we have also

analyzed the profile of pulmonary ET receptors in MCT-induced pulmonary

hypertension. In the whole-Iung membranes of the control rats, the

proportion of ETB receptors was 39%, strikingly similar to the proportions of

45% and 41% that we previously observed in the isolated rat pulmonary

arteries and veins, respectively [25]. This suggests that the whole-Iung

membrane preparation represents reasonably weII the ET receptor profile in

the pulmonary vascular bed. Atter MCT, the proportion of ETB receptors was

lower although the absolute density of either receptor subtype was flot
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signiticantly altered. Functional importance of this altered ETB to ETA balance

remains unclear, as it may reflect a Iower ETB expression in the pulmonary

vascular endothelium, vascular smooth muscle cells, or in the

tracheobronchial tree, as well as a higher expression of the vascular ETA

receptors. As the contractile response of the pulmonary vasculature to ET-1

is reduced in this model of PH [6], it is possible that a lower expression of the

constrictor ETB receptors on the pulmonary vascular smooth muscle would

contribute to it.

The pulmonary ETB receptor is the main pathway of the clearance of

ET-1 in the lungs [16]. Thus, its lower relative density in pulmonary

endothelium after MCT may well contribute to the reduced pulmonary

clearance of ET-1 that we recently observed in this model [36], and in fact, to

the increases in circulating ET-1 levels.

In conclusion, MCT-induced PH which elicits a selective RV hypertrophy

is associated with a selective increase in right ventricular ET-1 and in ETB

receptors. Chronic treatment with LU135252 which reduced pulmonary

hypertension and RV hypertrophy, markedly attenuated these alterations in

the cardiac ET system, thus supporting a significant role of the ET system in

right ventricular hypertrophy. MCT-induced PH is also associated with an

altered balance of ETB vs. ETA receptors in the lungs, which may contribute to

the abnormal pulmonary vascular reactivity and the reduced ET-1 clearance

in this setting.
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Table 1

Morphologic and hemodynamic parameters

Ctr Ctr+LU MCT MCT+LU

n 8 7 7 8

Bodyweight, g 320.5±6.8 321±12 316±9.2 287±5.9a

Heari rate, bpm 359±21 303±12 340±19.6 384±13.3c

SBP, mmHg 108±11 85±3.2 116±9 110±9.4

RV weight, mg 234±14 225±6.8 520±34a

LVweight, mg 889±31 819±37 745±33.5 675±34.2

Ail data are mean±S.E.M. “n” indicates, number of rats in each group; Ctr,
control; LU, LU135252; MCT, monocrotaline; SBP, systolic blood pressure;
RV, right ventricle; LV, lett ventricle. asignificantly different from Ctr.
bsignificantiy different from MCT. csignificantiy different f rom Ctr+LU.
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Table 2

Kinetic parameters of 1251-ET-J binding in cardiac ventricles and in the

Iungs

Left ventricle

Kd, pM

ETA, Bmax, fM/mg

ETB, Bmax, fM/mg

ETE, % of total

Lungs

189±15

1250±180

115±28

8.4±0.9

192±14

1495±190

142±35

8.7±1.0

195±15

1522±280

156±36c

9.3±1.00

186±14

1561±265

168±32

9.7±1.2

167±13.4 169±11.1 169±4.7 189±18.2

2636±190 2909±196 3271±295 3792±181

1693±128 1734±105 1572±166 1470±118

39.2±3.0 38±0.5 32.8±4.2

Ail data are presented as mean±S.E.M. Ctr indicates, control; LU, LU135252; MCI,
monocrotaline; Kd, dissociation constant. ‘n is 5 to 6 for the ventricies, 4 to 5 for the lungs.
aSignificantly different trom Ctr. bsignificantiy different f rom MCT. Csignificantly different f rom
the corresponding value in the right ventricle. dsignificantiy different from Ctr÷LU.

Right ventricle

Ctr Ctr+LU MCT MCT+LU

Kd, pM 197±24 188±1 1.8 197±13.9 197±20.6

ETA, Bmax, fM/mg 1453±159 1328±233 1421±116 1341±253

ETB, Bmax, fM/mg 94±22 123±16 309±62a 16330b

ETE, % of total 5.9±0.8 9.2±1.2 17.8±3.ya 11.3±1 ja

Kd, pM

ETA, Bmax, fM/mg

ETB, Bmax, fM/mg

ETB, % of total
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Right ventricular systolic pressure (panel A), and the ratio

RV/LV÷S (panel B), in control rats (empty bars, n=8), control rats

treated with LU (dotted bars, n=7), MOT rats (full bars, n=7), and

LU-treated MOT rats (hatched bars, n=8). *Significantly ditferent

from control; + significantly different f rom MOT.

Figure 2. Venous (dotted bars) and aortic (full bars) plasma ET-1 levels in

Otr (n=7), Ctr+LU (n=6), MOT (n=7), and MOT÷LU (n=6) rats. &

Significantly different from venous; * Signiticantly different from Otr;

+ significantly different f rom Otr+LU.

Figure 3. Ventricular (panel A) and pulmonary (panel B) ET-1 levels. Panel

A: Left (empty bars) and right (hatched bars) ventricular ET-1 in

control rats (Otr, n=8), LU-treated control rats (Otr+LU, n=6), MOT

rats (MOT, n=7), and LU-treated MOT-rats (MOT+LU, n=8). *

Significantly different from Ctr; + significantly different f rom MOT; &

significantly different f rom left ventricle. Panel B: Pulmonary ET-1

in Otr (n=7), Otr+LU (n=8), MOT (n=7), and MOT+LU rats (n=8).
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ABSTRACT

Background: Both non-selective ETNB receptor and selective ETA receptor

antagonists can reduce pulmonary hypertension (PH) and right ventricular

hypertrophy (RVH) in various animal models. Depending on their net etfects

after blockade of endothelial and smooth muscle ETB receptors, non-selective

ETNB antagonists could be more or less effective than selective ETA

antagonists.

Methods and Resuits: Two weeks after injection of saline or 60 mg/kg

monocrotaline (MCT), rats received 50 mg/kg/day of a selective (LUi 35252)

or non-selective (BSF420627) antagonist for 3 weeks. This resulted in four

groups; control (n=15), MCT (n=60), MCT+ETA (n=39) and MCT+ETNB

(n=40). Five weeks survival was 35% in the MCT group; this was increased

to 56% in MCT+ETA group (P=0.10) and to 67% in the MCT+ETNB group

(P=0.0015). Drug administration was stopped 48 hours before hemodynamic

measurements to evaluate chronic etfects of therapy: PH in the MCT group

(RV systolic pressure: 87±1 mm Hg) was similarly improved in both

MCT+ETA and MCT+ETNB groups [72±3 mm Hg and 70±3 mm Hg,

respectively (P<0.05)]. Severe RVH in the MCT group (RV/Left

Ventricule+Septum weight ratio: 73±1 %) was not affected by the selective

antagonist (70±2%) but reduced to 54±2% in the MCT+ETNB group (P.c0.01).

Pulmonary resistive properties, assessed from isolated lungs pressure-flow

relationships, were similarly improved in survivors f rom both treated groups.
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Conclusions: Both the non-selective ETNS antagonist BSF420627 and the

selective ETA antagonist LUi 35252 are effective in this model of PH. Similar

direct comparative studies in other models of pulmonary hypertension and

with various dosage regimens are warranted to define the optimal

pharmacological approach of PH when using ET receptor antagonists.

Key Words: receptors, pulmonary hypertension, pulmonary heart

disease, endothelium-derived factors



120

CONDENSED ABSTRACT

The selective ETA antagonist (LU135252) and a non-selective ETNB

antagonist (BSF420627) were evaluated in the treatment of monocrotaline

(MCT) pulmonary hypertension (PH). Survival was increased f rom 35 to 56%

in the MCT+ETA group (P=O.ÏO) and to 67% in the MCT+ETNB group

(P=O.0015). In survivors, the 2 antagonists provided similar improvement of

PH and isolated Iungs pressure-f 10w curves, but only the non-selective ETNB

antagonist reduced right ventricular hypertrophy (P<O.O1). We conclude that

both drugs were effective in this model of PH. Further studies are needed to

compare the eftectiveness of selective versus non-selective antagonists.
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INTRODUCTION

The endothelin (ET) system is activated in human pulmonary hypertension ot

various etiologies.14 ET-1 could contribute to the development of human

pulmonary hypertension through its strong vasoconstrictive and pro-mitogenic

properties. The effectiveness of ET receptor antagonists has been

convincingly demonstrated in various animal models of pulmonary

hypertension.57 The interpretation of these studies is however complicated

by the pharmacology ot the ET system consisting of 2 receptor subtypes

demonstrating opposite actions.

The ETA receptors are Iocated on smooth muscle ceils where they

mediate vasoconstrictive8 and proliferative effects.9 The ETB receptor is the

only sub-type found predominate on the vascular endothelium where it

promotes vasodilation through the release of nitric oxide and prostacyclin.1°

There is also evidence that the ETB receptor indirectly modulates ET-1

synthesis through negative feedback under the action of nitric oxide.11 The

endothelial ETB receptor is also responsible for the clearance of circulating

ET-Ï 12 In man, the pulmonary circulation clears 50% 0f circulating ET in a

single pulmonary transit time.13 Acute selective ETB receptor blockade

causes adverse hemodynamic effects in animaIs with pulmonary

hypertension14’15 suggesting that this receptor attenuates the severity of

pulmonary hypertension. The ET system is further complicated by the

presence ot smooth muscle ETB receptors which, like the ETA receptors,

cause vasoconstriction upon stimulation.16 The ETB receptor is theretore
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present on both the endothelium and on the smooth muscle where it

mediates opposite effects.

The endothelin receptor antagonists demonstrate various affinities and

selectivities for the ETA and the ETB receptors.17 Both selective ETA and non

selective ETNB receptor antagonists have been shown effective in the therapy

of pulmonary hypertension in animal modeis. However, no direct comparison

of a selective versus a non-selective antagonist has been accomplished. The

net effect of non-selective ETNB antagonists could be to provide greater

benefits by blocking ail of the ET-1 induced vasoconstriction, or less benefit

by removing the potentially protective role of the endotheliai ETB receptor.

Since ET antagonists are presently under clinicai development for conditions

associated with pulmonary hypertension, it becomes important to resolve this

issue. This study was designed to directly compare the effectiveness of a

selective ETA (LU135252) versus a non-selective ETNB (BSF420627)

receptor antagonist in treatment of rats with established pulmonary

hypertension. To facilitate comparison, we used the monocrotaline model of

puimonary hypertension since it causes severe pulmonary hypertension with

high reproducibiiity.

METHODS

Maie Sprague-Dawiey rats (Charles-River, St-Constant, Quebec, Canada)

weighing between 150 to 200 g received an intraperitoneal (i.p.) injection of

either 0.5 mL 0.9% saline or 0.5 mL 60 mg/kg MCT. Two weeks iater, they

were randomly assigned to receive oral therapy with either the selective ETA
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antagonist LU 135252 (50 mg/kg/day) or the non-selective ETNB antagonist

BSF420627 (50 mg/kg/day) for a 3-week period. The antagonists were mixed

with rat chow. This resulted in the tollowing 4 groups: Control (n=15), MCT

(n=60), MCT+ETA (n=39) and MCT+ETNB (n=40).

Experimental Protocol

Forly-eight hours after stopping active treatment, surviving rats were

anesthetized with xylazine (10 mg/kg)-ketamine (50 mg/kg) followed by 2000

units of heparin (Sigma Chemicals, St-Louis, Missouri). Study drugs were

stopped 48 hours betore hemodynamic measurements in order to obtain an

evaluation of the chronic effect of therapy with no active medications in

plasma. After stable anesthesia was obtained, the right jugular vein and the

right carotid artery were isolated and incised, polyethylene catheters (PE 50;

0.97 mm OD, 0.58 mm (D) were advanced in the right and left ventricles for

hemodynamic measurements. The right and Ieft ventricular pressures were

measured and recorded by a polygraph (Gould TA 4000, ValIey View, Ohio).

Venous blood samples were collected for circulating ET levels determination

as previously described in detail.13

The trachea was then cannulated with tubing connected to a rodent

ventilator (Harvard Apparatus, South Natick, Massachuseifs) and ventilated

with room air at a tidal volume of 1 mL and a 2 cm H20 positive end

expiratory pressure. Following a midline sternotomy, the heart and lungs

were exposed. The pulmonary artery was cannulated through an incision in

the upper portion of the right ventricle. The Iungs were initially pertused with
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Krebs solution supplemented with 100 U/mL heparin at 2.0 mLlmin. The

Krebs solution had the following composition (mmol/L) : NaCI 120, NaHCO3

25, KCI 4.7, KH2PO3 1.18, MgSO4 1.17, CaCl2 2.5 and glucose 5.5. This

solution was bubbled with 95% 02 and 5% C02 and pH adjusted to 7.4. The

Iungs were rapidly removed and suspended in a water-jacketed chamber

maintained at 37°C. Lung perfusions were pertormed with Krebs solution

supplemented with 3% albumin. Following a 10-minute equilibration period,

the relationship between perfusion pressure and flow rate was assessed by

increasîng the flow rate in the range 5 to 25 mUmin and recording the

corresponding perfusion pressure (P-Q curves). Atter completing the in vitro

experiments, the heart was dissected and weighted to determinate right

ventricular hypertrophy {right ventricle/(left ventricle÷septum) weight]. To

evaluate the presence of pulmonary oedema, the right lower lobe was gravity

drained and weighted to determine its wet weight, and then set aside for later

determination of dry weight.

Drugs

The MCT was purchased from Sigma Chemical Co. (St-Louis, MO). The

MCT was dissolved in 1.0 N HCL and the pH was adjusted to 7.4 with 1.0 N

NaOH. The endothelin receptor antagonists LU135252 and BSF420627 were

kindly provided by Dr. M. Kirchengast (Knoll AG, BASF Pharma,

Ludwigshafen, Germany). The Ki for LU135252 is 1.4 nM for the ETA

receptor and 184 nM for the ETB receptor. The Ki for BSF420627 is 2.2 nM

for the ETA receptor and 5.8 nM for the ETB receptor.
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Statistical Analysis

Ail values were expressed as mean±SEM. Differences in Kaplan-Meier

survivai curves between groups were evaluated by using the Log-Rank test.

Differences between ail other parameters for the 4 groups were evaluated by

analysis of variances tollowed by multiple group’s comparisons using the

Bonferroni correction. Pressure-flow relationships were compared using

repeated measures analysis of variance. The individual P-Q relationships for

each group were f itted using linear regression to determine their siope and

intercept. Statistical significance was assumed at P<0.05.

RESULTS

Effect of ET Receptor Antagonists on Survival

There were no deaths in the control rats (Figure 1). Five weeks survival was

only 35% in the MCT group with 21 rats alive out of 60. Chronic ET receptor

antagonist therapy started 2 weeks after MCT injury non-significantly

increased survival to 56.4% in the MCT+ETA group (n=22/39, P=O.1O) but

further and significantly improved survival to 66.7% in the MCT+ETNB group

(n=27/40, P=0.001 5).

Chronic Hemodynamïc and Morphologïc Effects of ET Receptor

Antagonists

The MOT group developed severe PH with a right ventricular systolic

pressure (RVSP) of 86.5±0.4 mm Hg compared to 24.7±0.5 mm Hg in the
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control group (P<0.01, Figure 2). Both MCT+ETA and MCT+ETNB groups

demonstrated a significant and similar improvement in RVSP with 72.1±2.5

mm Hg and 69.7±2.4 mm Hg respectively (P<0.0l). This translated into

higher right ventricular end-diastolic pressure in the MCT group (8.5±0.1

mm Hg) compared to the control group (1 .9±0.2 mm Hg, P<O.O1), which was

also significantly and similarly reduced to 5.9±0.3 mm Hg in the MCT+ETA

group and to 5.5±0.5 mm Hg in the MCT+ETNB group (P<0.01, Table 1).

Central venous pressure and indices of right ventricular contractility (dP/dt)

behaved similarly with an increase in the MCT group which was similarly

reduced in both groups receiving the ET antagonists (Table 1).

The MCT group developed severe right ventricular hypertrophy

manifested by a RV/(LV+Septum) ratio of 73±1 % compared to 24±1 % in the

control group (P<0.01, Figure 3). This marked right ventricular hypertrophy

was flot modify by the selective ETA antagonist (70±2%) but was significantly

reduced to 54±2% in the MCT+ETNB group (P<0.01 versus MCT and

MCT+ETA groups).

Systemic hemodynamic parameters are also presented in Table 1.

Heari rate did flot differ between the 4 groups. Mean arterial pressure (MAP)

was lowered to 66±4 mm Hg in the MCT group compared to 120±4 mm Hg in

the control group (P<0.01). The MAP non-signiticantly increased to 77±6 mm

Hg in the MCT+ETA group but was signiticantly higher at 88±7 mm Hg in the

MCT+ETNB group (P<0.05 versus MCT). Indices of left ventricular

contractility and relaxation were signiticantly depressed only in the MCT



127

group. There was no evidence of pulmonary oedema as assessed by the

dry/wet lung weight ratio in any of the groups.

Immunoreactive ET-1 levels measured in a subset cf the animais were

non-significantly elevated in the MCT group as welI as in both ET antagonists

groups (Table 1).

Effects of ET Receptor Antagonists on Vascular Resistive Properties of

Isolated Lungs

A common source of difficulty in the evaluation of pulmonary vascular

resistance using single time points resides in the passive variation induced by

modifications in pulmonary blood flow and pressure. Analysis of numerous

points with construction of the P-Q relationships provides greater insight into

pulmonary vascular resistive properties. The P-Q relationship of isolated

iungs from the MCT group was shifted upward with an increase in both the

siope (2.34±0.13 mm Hg/mLIs versus 0.44±0.13 mm Hg/mUs in controls,

P<0.01) and the intercept (6.28±0.62 mm Hg versus -0.10±0.60 mm Hg,

P<0.01). In the animais treated with the ET antagonists, there was a similar

improvement in the P-Q relationship with iowering ot the siope to 1.69±0.13

mm Hg/mUs in the ETA-group and 1.59±0.13 mm Hg/mUs in the ETNB group

(P<0.05 versus MCT). In these 2 groups, the intercept was similar to that in

the MCT group.
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DISCUSSION

We evaluated the efficacy 0f a selective ETA (LU 135252) and non-selective

ETNB (BSF420627) antagonist in the treatment of MCT-induced PH in rats.

Our resuits demonstrate for the f irst time the efficacy of both treatment

strategies in a side by side comparison.

Although both selective ETA and non-selective ETNB receptor

antagonists have been successfutty used in the treatment of pumonary

hypertension in various animal models, no direct comparison of the 2

strategies had been performed. Because of its dichotomous role, blockade of

the ETB receptor could theoretically provide more or Iess benefit in addition to

ETA receptor blockade. Studies supporting a protective role demonstrate that

acute selective ETB blockade increases pulmonary pressures in dogs with

dehydromonocrotaline-induced PH14 and with tachycardia-induced heart

failure.15 Another concern with chronic ETB antagonist therapy is the

inhibition of ET-1 clearance, which is mediated by the endothelial ETB

receptor,12 since the ultimate physiological significance and impact of this

function is presently unknown. There is also evidence that the ETB receptor

indirectly modulates ET-1 synthesis though negative feedback under the

action of nitric oxide.H We have previously shown that chronic ETA blockade

with LU 135252 in the MCT model not only improved pulmonary hypertension,

but also improved endothelium-dependent pulmonary vasodilation to

acetylcholine)8 This additionally suggests potentially important interactions

between the ET-1 and the nitric oxide system to which the endothelial ETB

receptor may contribute.
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On the other hand, other studies have shown that blockade of both

ETA and ETB receptors are necessary to achieve optimal inhibition of ET-1

induced vasoconstriction in both systemic19’2° and pulmonary16’21 vascular

beds. Since these studies used acute administration ot the ET antagonists,

they fail to provide accurate insight into the role of the ETB receptor in the

deveiopment of pulmonary hypertension which is usuaiiy a slow and chronic

process. From previous studies using chronic administration of either

selective or non-selective ET antagonists, it is evident that both strategies are

effective in various models of PH. in the MCT model, the selective ETA

antagonists LU135252 and BQ1235’22 as weii as the non-selective ETNB

antagonsist Bosentan23 have shown their efficacy. The net ettect atter ETB

receptor blockade therefore seems favourabie, but the points raised above

suggest that combined biockade couid provide more or iess benefits than

seiective ETA biockade. The present study was designed to try to resolve this

issue.

In certain aspects, our resuits demonstrate differences in the effect of a

non-selective ETNB versus a seiective ETA antagonist in the treatment of

MCT-induced PH. The non-selective antagonist doubied survival compared

to the untreated animais and increased it by 10% compared to the animais

receiving the selective antagonist. There was aiso a reduction of right

ventricuiar hypertrophy oniy in the animais receiving the non-seiective

antagonist. These 2 findings were however not accompanied by a greater

reduction of right ventricuiar systoiic pressure measured in vivo in the

surviving animais. Additionaiiy, the pressure-fiow curves, which are a very
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accurate way cf evaluating the resistive properties of the lungs, were similarly

improved in both treated groups. We cannot therefore conclude that one

agent is clearly superior to the other.

The MOT model of PH is associated with initial severe damage to the

pulmonary vascular endothelium. Thus, it could be argued that blockade of

the remaining and possibly non-functional endothelial ETB would have very

littie pharmacological effect. This is however flot supported by studies in

dogs with dehydromonocrotaline PH sifice endogenous ET attenuates the

increase in pulmonary pressure through the ETB receptor.14 Recent data

from our laboratory also support functionality of the endothelial ETB atter

monocrotaline injury since pulmonary ET-Ï clearance is only slightly reduced

but maintained.24 We have also recently demonstrated preservation of

endothelium-dependant pulmonary vasodilation to acetylcholine 3 weeks after

MOT injury in rats.18 These therefore suggest at least partial preservation of

some endothelial functions after MOT injury, including that of the ETB

receptor.

Many studies suggest an important role of the ETB in ET-1 induced

pulmonary vasoconstriction. Combination cf the selective ETA antagonist

BQ123 and the selective ETB antagonist BQ788 inhibits ET-1 induced

pulmonary vasoconstriction more effectively than BQÏ 23 alone.2’ The

selective ETB agonist IRL-1 620 caused pulmonary vasoconstriction and

edema, both of which were completely inhibited by BQ788.21 ET-1 is a potent

thromboxane-dependent pulmonary constrictor in the guinea pig Iung25 with
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an important role of the ETB in thromboxane A2 release in the normal guinea

pigs26 and in endotoxin treated rats.27

Limitations of this Study

The MCT model of pulmonary hypertension has no human equivaient.

Activation of the ET system is however present in ail forms of human

puimonary hypertension and in ail animal models, including the MCT model.

We choose the MCT modei because of the severe and reproducible PH

obtained that more easiiy allows comparison ot 2 treatment regimens.

The ETA selective antagonist LU135252 (K1 ETA 1.4 nM, K ETB 184 nM)

has a bioavaiiability of 86% with a plasma hait-lite ot 10 hours (KnoiI

investigator’s Brochure). The non-selective ETNB antagonist BSF420627 (K1

FIA 2.2 nM, K1 ETB 5.8 nM) has a 60% bioavailability with a 2-hour haif-life

(knoll lnvestigator’s Brochure). The lower bioavaiiability and hait lite of

BSF420627 may have resulted in lower plasma concentrations ot the

non-selective antagonist. Our results therefore cannot be generaiized to

other endotheiin antagonists as weii as to other modeis of PH.

CONCLUSIONS

Chronic administration of the non-selective ETNB antagonist BSF420627 or

the selective antagonist LU135252 is effective in the treatment of MCT

induced PH. Similar direct comparative studies in other modeis of pulmonary

hypertension and with various dosage regimens are warranted to define the



132

optimal pharmacological approach ot PH when using ET receptor

antagonists.
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TABLE 1. Hemodynamc and Morphologic Parameters

Parameters Control MCT MCT+ETA MCT+ETNB

(n=15) (n20) (n=22) (n=27)

CVP 1.5±0.9 7.8±O.4 5.5±O.5t

(mm Hg)

RVEDP 1.9±0.2

(mm Hg)

RV(+)dP/dt 1460±29 3688±ll2f 2938±99

(mm Hg/s)

RV(-)UP/dt 906±25 21 9O±86

(mm Hg/s)

Heart Rate 262.9±4.6 275.7±3.4 266.2±4.3 273.0±7.6

(beats/min)

MAP 120±4 88±7*

(mm Hg)

LVEDP 10±2 8±1 7±1 6±1

(mm Hg)

LV(÷)dP/dt 7415±337 5656±253 6211±549 6156±435

(mm Hg/s)

LV(-)dP/dt 4801±322 3375±212 3438±374 4594±475

(mm Hg/s)

5 weeks BW 447±9 319±1 O 330±1 3

(g)
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TABLE f. Hemodynamic and Morphologic Parameters fcont’d)

Parameters Control MCT MCT+ETA MCT+ETNB

(n=15) (n=20) (n=22) (n=27)

LUNG 0.201±0.002 0.203±0.003 0.202±0.002 0.21 1±0.006

(dry/wet weight)

ET-1 1.6±0.3 3.4±1.2 4.1±0.7 3.1±0.6

(pg/mL) (n=7) (n=9) (n=9) (n=9)

CVP indicates central venous pressure; RVEDP, right ventricular end-diastolic pressure;

MAP, mean arterial pressure; LVEDP, left ventricular end-diastolic pressure; BW, body

weight; Puim Art, pulmonary artery.

P<0.05 vs Control, fP<0.01 vs Control, *p<o 05 vs MCT, P<0.01 vs MCT.

For ET-1, the number of samples analysed is indicated for each group.



141

FIGURE LEGENDS

Figure 1 Kaplan Meier Survival curves of controls and monocrotaline

(MOT) pulmonary hypertensives treated with a selective ETA (LU135252) or

non-selective ETNB (BS F420627) antagonist.

Figure 2 Effects of selective ETA and non-selective ETNB antagonists on

the Right Ventricular Systolic Pressure (RVSP) of monocrotaline (MOT)

induced pulmonary hypertensive rats. 1P<0.01 versus Control, **D<J.

versus MOT.

Figure 3 Effects of selective ETA and non-selective ETNB antagonists on

the Right Ventricular Hypertrophy (RVH) of monocrotaline (MCT)-induced

pulmonary hypertensive rats. tP<0.01 versus Control, P<0 versus MOT,

§P<0.01 versus MCT+ETA.

Figure 4 Relationship between the perfusion pressure and the flow rate in

isolated Iungs of controls rats and monocrotaline (MCI) pulmonary

hypertensive rats treated with a selective ETA (LUi 35252) or non-selective

ETNB (BSF420627) antagonist. tP<0.01 versus Oontrol, *p<005 versus

MOT.
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ABSTRACT

Objectives: The endothelin-converting enzymes are distributed on both the

surface of the endothelium and intracellularly. Whether circulating big

endothelin-1 can be hydrolyzed in plasma by lumen-bound endothelin

converting enzymes is unknown. The lung is the major site for hydrolysis of

angiotensin-l to angiotensin-Il by the angiotensin-converting enzyme:

because of its high content in endothelin-converting enzymes, we

hypothesized that the lung could similarly hydrolyze circulating big-endothelin

1. Since big-endothelin-1 produced by the lung can modulate coronary

vascular tone, the heart may also have the capacity to hydrolyze circulating

big-endothelin-1.

Methods: lsolated lungs and hearis trom Sprague-Dawley rats were

per[used at 10 ml/min. Clearance of trace doses of human

1125big-endothelin-1 was quantified using the indicator-dilution curves

technique with labeled albumin as a vascular reference. Single-pass

hydrolysis was assessed by bolus injection of human big-endothelin-1

(24 fmol) followed by serial ELISA determinations cf big-endothelin-1 and

endothelin-1 levels in effluent samples. To exclude possible uptake of

produced endothelin-1, 1 06 M BQ788 was added to the perfusate.

Results: The injections had no effect on perfusion pressures. There was no

detectable clearance of 1125big-endothelin-1 in the lung, however the heart

extracted 14±1% of the injected tracer. There was no detectable big

endothelin-1 hydrolysis in the pulmonary as well as in the coronary

circulations.
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Conclusions: The pulmonary circu’ation does flot clear or hydrolyze

circulating big-endothelin-1 suggesting that endothelin-converling enzymes

are predominantly used for intracellular conversion of Iocally produced big

endothelin-1. MiId coronary uptake of big-endothelin-1 suggests that this

circulating peptide could modulate coronary vascular tone.

Keywords: Experimental, vasculature, organ, pharmacology,

Endothelial tunction, endothelins, pulmonary circulation, pharmacokinetics,

microcirculation
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INTRODUCTION

Endothelins (ET) are potent vasoconstrictors. These 21 amino acid peptides,

which also display pro-mitogenicity for various celis types, were first identified

by Yanagisawa in 1988 from bovine aortic endothelial cells [1]. The ETs exist

in three distinct isoforms named ET-1, 2 and 3. ET-1 is considered the most

important in the cardiovascular system and is activated in several

cardiovascular diseases as evidenced by increased circulating levels in

congestive heart failure, myocardial infarction, atherosclerosis, essential

hypertension and pulmonary hypertension [2-10].

The precursor of ET-1, prepro-ET-1, is a 212 amino acid peptide

cleaved by endopeptidases and carboxypeptidases to pro-ET-1, more

commonly called big-ET-1 (38 amino acid) [11]. Big-ET-1 is subsequently

cleaved by the ET-converting enzymes (ECE5) into the active peptide known

as ET-l. There are several types of ECE5 distinguished by their localization

and their optimal pH for activity. ECE-1 was first purified f rom pulmonary

microsomes of rats [12]. ECE-1 is a type II integral membrane protease

which preferentially cleaves big-ET-1. The gene for ECE-1 encodes four

different isoforms formed by four alternative promoters [13,14]. ECE-la,

ECE-ic and ECE-ld are predominantly located at the surface of the

endothelial celis whereas ECE-lb is mainly located into intracellular

compartments, probably in close association with the Golgi apparatus. An

ECE-2 has also been purified; it also preferentially cleaves big-ET-1 and is

located in intracellular compartments with an optimal pH activity of 5.5 [15].
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More recently, an ECE-3, which preterentially hydrolyze big-ET-3, has been

purified f rom bovine iris microsomes [16].

Because of its important vascular surface area receiving the whole

cardiac output, the lung plays an important role in the modulation of

circulating levels of numerous vasoactive peptides. For example,

Angiotensin-1 is converted into Angiotensin-Il by the angiotensin-converting

enzyme present at the luminal surface of the pulmonary vascular

endothelium. This process is very fasi and can be detected within a single

pulmonary transit time in vivo [17,18]. Whether luminal big-ET-1 hydrolysis

could occur within a single pulmonary transit time and could modulate

circulating ET-1 levels is however currently unknown. Big-ET-1 levels are

increased in cardiovascular pathology. lnterestingly, in heart tailure they may

even better predict prognosis than ET-1 levels [19,20]. The lung has a high

ECE5 content located both intracellularly and at the luminal surface of the

endothelium [21]. In vitro as weIl as in vivo studies have shown that human

big-ET-1 can be hydrolyzed by pulmonary ECEs of several species [22-24].

Thus, big-ET-1 hydrolysis could occur either at the luminal surface of the

pulmonary endothelial celis or intracellularly.

The capacity to hydrolyze circulating big-ET-1 may not be limited to the

lung. Investigators have also shown that pulmonary big-ET-1 present in the

effluent of isolated rabbit lung induced a decrease in coronary blood flow as

weII as an increase in coronary ET-1 production in isolated rabbit hearts. This

would suggest that the coronary circulation could also cleave circulating

big-ET-1 and modulate circulating ET-1 levels [25].
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Therefore, the aim of this study was to quantify the clearance and the

hydrolysis cf circulating big-ET-1 during a single transit time in both

pulmonary and coronary circulations.

MATERIAL AND METHODS

Male sprague-dawiey rats (Charles River) weighing between 450-550 g were

anesthetized with xylazine (10 mg/kg) and ketamine (50 mg/kg) followed by

2000 U of heparin (Sigma Chemical Co.). After stable anesthesia, either the

lung or the heari was isolated. The study protocol was approved by the

animal ethics and research committee cf the Montreal Heart Institute and

conducted according to guidelines from the Canadian council for the care of

Iaboratory animais.

Isolated lung preparation

The trachea was cannulated and connected to a rodent ventilator (Harvard

Apparatus). Lungs were ventilated with room air at a tidal volume of 1 ml and

a positive end-expiratory pressure of 2 cm H20. After a midline sternotomy,

the pulmonary artery was isolated, incised and cannulated. The lungs were

initially perfused with Krebs solution (NaCI 120 mM, NaHCO3 25 mM, KCI

4.7 mM, KH2PO3 1.18 mM, MgSO4 1.17 mM, CaCI2 2.5 mM, glucose 5.5 mM,

95% 02, 5% CC2 and pH 7.4) supplemented with 100 U/ml heparin at 2.0

ml/min. Then the lungs were rapidly removed and suspended in a water

jacketed chamber maintained at 37°C. Lungs were perfused with Krebs

solution supplemented with 3% albumin at a constant flow cf 10 ml/min.
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Isolated heart preparation

After tracheal intubation and ventilation, a midline sternotomy was made and

the heart exposed. The aorta was isolated, incised and cannulated while the

pulmonary artery was incised to avoid overstretching of the right ventricle by

continuous blood f low. The heart was initially perfused with Krebs solution

(NaCI 120 mM, NaHCO3 25 mM, KCI 4.7 mM, KH2PO3 1.18 mM, MgSO4 1.17

mM, CaCl2 1.25 mM, glucose 5.5 mM, 95% 02, 5% C02 and pH 7.4)

supplemented with 100 U/ml heparin at 3.0 ml/min. Then the heart was

rapidly removed and suspended in a water-jacketed chamber maintained at

37°C and retrogradely perfused with Krebs solution at a constant perfusion

pressure between 65 and 70 mmHg.

Clearance of big-ET-1 by the pulmonary and coronary circulations

Pulmonary and coronary clearances of circulating human big-ET-1 were

quantified using the single bolus dual label indicator-dilution curve technique.

A bolus made of 1.0 Ci of human l125big-ET-1 (Peninsula Laboratories), 0.5

ml of bovine serum albumin (Sigma Diagnostics) labeled with evans-blue dye

(EBD) as a vascular reference and 1.5 ml cf 0.9% saline was prepared. One

hundred pi of this mixture was injected into either the pulmonary artery of

isolated lungs (n=8) or the aorta of isolated hearts (n=8). The effluents from

the lungs or the hearts were collected with an automatic linear fraction

collector (30 tubes in 28 s). Afterwards, 2 ml of 0.9% saline was added to

each tube and vortexed. One ml aliquot from each tube was used to
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determine 125 activity in a gamma counter while the other 1 ml aliquot was

used to measure EBD absorbance with a spectrophotometer. The tracers

activities in standards from the injectate mixture were also determined and

indicator-dilution curve were constructed by plotting the fractional recovery of

each tracer, in each sample, as a function of outflow time.

Hydrolysïs of 1125bïg-ET-1 by the pulmonary and coronary cïrculatïons

Pulmonary and coronary hydrolysis of circulating human big-ET-1 were also

determined by using indicator-dilution principles. A 100 pi bolus made of 70

pi H20, 10 pi I125albumin (Perkin Elmer Life Science) and 24 fmol human big

ET-1 in 20 !Il (American Peptide Company) was injected in either the

pulmonary artery (n=9) or the aorta (n=9). Thirly tubes were then collected

over 28 s with an automatic linear collector. Afterwards, 1 ml 0.9% saline was

added to each tube. The tubes were then put in a gamma counter to

determine the shape ot the curve with the help of the l25albumin as a

vascular reference. Afterwards, big-ET-1 and ET-1 concentrations were

measured in the corresponding samples using ELISA kits (Biomedica).

Those ELISA kits had a detection range ot 0.05-15.6 fmol/mI for big-ET-1 and

0.05-10 fmol/ml for ET-1. The big-ET-1 ELISA kit had a cross-reactivity of

100% with human big-ET-1, <6% with rat big-ET-1 and <1% with ET-1, 2, 3

and big-ET [22-38]. The ET-1 ELISA kit had a cross-reactivity of 100% with

ET-1 and ET-2, <5% with ET-3 and <1% with big-ET (1-38) and big-ET (22-

38).
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Prior to and during the clearance and hydrolysis experiment, the lungs and

the heart were perfused with the ETB receptor antagonist BQ788 (1 06 M) at a

constant flow of 1 mI/min. The BQ788 was used to avoid any possible

clearance of produced ET-1 by the ETB receptor since it would mask possible

hydrolysis [261. The use of BQ788 did flot alter pulmonary and coronary flows

and pressures. Furthermore, to avoid any hydrolysis of big-ET-1 in the

collection tubes they were pretreated with the ECE inhibitor phosphoramidon

(1OE4M).

Statistical Analysïs

Ail values are expressed as mean±SEM. Differences between lung and heart

extraction were evaluated by paired Student’s t-test. Statistical significance

was assumed at p<O.05.

RESULTS

Big-ET-1 clearance

Typical examples ot the outflow profiles for human 1125big-ET-1 and its

vascular reference, EBD-labeled albumin, in Iungs and heart are shown in

Fig. lA and lB respectively. In pulmonary circulation, we found no detectable

extraction ot tracer 1125big-ET-1 (0.03±0.01%) as demonstrated by perfect

superposition with albumin curves (n=8). However, in coronary circulation,

we found 14±1% of extraction of the circulating 1125big-ET-1 (n=8, p.<0.001 vs

lung extraction).
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Luminal ECE activity

Examples of big-ET-1 and ET-1 levels from outflow samples after injection of

unlabeled human big-ET-1 in the Iungs and the heart are shown in Fig. 2A

and 2B respectively. Big-ET-1 levels were measurable in both Iungs and

heart and displayed a typical indicator-dilution curve shape. In the Iungs, ET-

1 levels were detectable at 1.3±0.3 fmol/ml and remained unchanged with

oufflow time (n=9). In the heart, ET-1 levels were at the Iower limit of

detection of the assay (n=9). There was consequently no detectable

hydrolysis of human big-ET-1 during single pulmonary and coronary transit

times.

DISCUSSION

The present study revealed no detectable clearance and no hydrolysis of

big-ET-1 during a single putmonary transit time. In the coronary circulation

we found 14% clearance but also no detectable hydrolysis of circulating big

ET-1. Therefore, the luminal ECEs present in the pulmonary and coronary

circulations do not seem to convert circulating big-ET-1 and are unlikely to

modulate circulating ET-1 levels through hydrolysis of circulating big-ET-1.

Endothelin-converting enzymes are membrane-bound proteases

containing a single transmembrane-spanning domain, N-glycosylation sites,

zinc-binding motifs, an N-terminal cytoplasmic tau and a C-terminal

extracellular portion containing the catalytic domain. ECEs are present at

both the surface of the endothelium and intracellularly [21]. ECE-la, ic and

lU are predominantly expressed on the surface of the endothelial ceils with
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their catalytic domain facing the luminal side while ECE-lb and ECE-2 are

mainly intracellular [13,14]. ECE-ic has been shown to be expressed at

higher levels than the other ECE-1 isoforms [13].

Previous studies have shown that human big-ET-1 could be converted

to ET-1 and exerts pressors effects in several species including the rat

[23,24]. However, in the present study, we clearly showed no detectable

hydrolysis of human big-ET-1 in rat pulmonary and coronary circulations.

Nevertheless, our resuits are not in complete contradiction with these

previous reports of pharmacological effects of human big-ET-1. In these

studies, release of ET-1 and pressors effects of big-ET-1 were seen atter

several minutes of continuous perfusion of pharmacological doses of human

big-ET-1. However, in the present study we assessed the effect of a single

physiological bolus of human big-ET-1 during single pulmonary and coronary

transit times. This could suggest that the effects of human big-ET-1 seen in

previous studies could results f rom slow extraction followed by intracellular

hydrolysis. lnterestingly, in the present study we found a small uptake but no

hydrolysis of big-ET-1 by the coronary circulation, thus suggesting that the

big-ET-1 could be converted intracellularly. However, the time scale of the

present experiment being limited to a single coronary transit time may flot

allow us to detect any production of ET-1 and the subsequently pressor

effects. Slow extraction of circulating big-ET-1 is also supported by a recent

study showing that clearance cf human l125big-ET-1 was markedly slower

than clearance of 1125ET-1 in male wistar-kyoto rats with a half life of 3.9±0.2

min compared to 7.5±0.2 s [27]. This same study reports that big-ET-1
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extraction was mainly confined to the liver and kidneys and essentially non

receptor-mediated. This is compatible with a human study demonstrating that

significant fractional extraction cf big-ET-1 in healthy man volunteers was

present mainly in the kidneys and the liver with an in vivo haif life of

6.6±0.3 min [28].

In vitro studies support the concept that hydrolysis of big-ET-1 occurs

mostly intracellularly. Incubation cf human umbilical vein endothelial ceils

(HUVECs) with big-ET-1 revealed a modest increase in the concentration of

ET-1 atter 2 h [29]. However, permeabilization of these ceils with 0.1% Triton

X-100 resulted in a markedly greater increase of the conversion of exogenous

big-ET-1, suggesting that intracellular hydrolysis amounts for almost 85% of

total ECE activity. Furthermore, Xu et aI. (1994) have shown thattranstection

0f bovine ECE-1 in chinese hamster ovary (CHO) ceils secreting only big-ET

1 resulted in a conversion et 50-90% cf the endogenous big-ET-1. In

contrast, cc-culture cf CHO cells Unes secreting big-ET-1 with others

expressing the bovine ECE-1 resulted in only 5-10% of hydrolysis of big-ET-1,

suggesting that exogenously applied big-ET-1 was Iess efficiently hydrolyzed

than endogenous big-ET-1 [30].

Early in vivo studies also suggested that circulating blood may flot be a

major site cf big-ET-1 conversion. After 15 mm, only about 2% of an

intravenous injection cf big-ET-1 (2 tg) was converted to ET-1 in rats [31].

Studies in the human forearm have also shown that conversion of big-ET-1 by

local ECEs was <10% [32,33]. Furthermore, this modest conversion was
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detectable only at a dose of 50 pmol/min and flot at the lower doses of 5 and

15 pmol/min. Although the authors suggested that the modest increase in

ET-1 could be ascribed to immediate binding ot newly synthesized ET-1 with

its high affinity receptor, data f rom the present study demonstrates that

blockade of these receptors do flot result in any detectable increase of ET-1.

Several studies have even shown that conversion of big-ET-1 could be

independent of the vascular endothelium [34,35]. Indeed, removal of the

vascular endothelium in isolated porcine coronary arteries do flot affect the

concentration-dependent contractions induced by human big-ET-1 [34].

CONCLUSIONS

The pulmonary circulation does flot clear or hydrolyze circulating big-ET-1

during a single transit time. Mild coronary uptake of big-ET-1 also without

detectable hydrolysis however suggests that this circulating peptide could

modulate coronary vascular tone. Pulmonary and coronary ECEs are

therefore predominantly used for intracellular conversion of locally produced

big-ET-1. This suggests that the luminal ECEs present in the lung and the

heart are unlikely to convert circulating big-ET-1 in vivo. Slow extraction of

circulating big-ET-1 followed by intracellular hydrolysis is more likely to

explain the pressors effects of big-ET-1.
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FIGURE LEGENDS

Figure f Outtlow profiles ot human 1125big-ET-1 and its vascular

reference, EBD-labeled albumin, in isolated lungs (A) and heart (B). Fr/mI is

fractional recovery ot tracer per ml of per(usate.

Figure 2 Big-ET-1 and ET-1 levels from oufflow samples after a bolus

injection of unlabeled human big-ET-1 in isolated Iungs (A) and heart (B).



166

Figure J

A Pulmonary Extraction ot 1125big-ET-1
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4.0-DISCUSSION

4.1-Rôle du récepteur ETB dans l’HTP

4.7.7-Clairance de 17’25ET-7

Nos résultats démontrent une clairance de l’1126ET-1 de 62±5% chez le

groupe de rats contrôles. Trois semaines après l’injection de MCT, cette

clairance est réduite de façon significative à 49±10%. Une diminution de la

clairance fut également démontrée dans différents modèles animaux d’HTP

ainsi que chez l’humain atteint d’HTP primaire et secondaire (184;319). Une

diminution de la clairance pulmonaire de l’1125ET-1 pourraient être due à 1)

une diminution d’expression du récepteur ETB pulmonaire, 2) une diminution

de l’affinité du récepteur ETB pulmonaire, ou encore 3) une augmentation de

la compétitivité avec l’ET-l endogène suite à des niveaux élevés d’ET

plasmatique.

Une diminution d’expression du récepteur ETB pulmonaire fut démontrée

dans les modèles de rats MCT et de rats insuffisants cardiaques (175;179).

Cependant, une augmentation d’expression des récepteurs ETB fut notée

dans les artères et les veines pulmonaires de rats hypoxiques (177). Notons

toutefois, que dans le modèle de rats hypoxiques, une augmentation

d’expression des récepteurs ETB est retrouvée au niveau de l’artère
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pulmonaire alors que l’expression est inchangée lorsqu’il s’agit du poumon

entier (177). lI semble donc très important de considérer s’il s’agit d’artères

pulmonaires ou encore de poumons entiers. Chez l’humain, une étude

récente de Bauer et al. (2002) a démontré une augmentation d’expression du

récepteur ETB dans les artères pulmonaires de patients atteints d’HTP

associée à des thromboembolies (185). Nos présents résultats démontrent

une diminution quoique non-significative du pourcentage total de récepteur

ETB dans le poumon entier de rats MCT (32±4 ¾ vs 39±3% chez les rats

contrôles). Une diminution d’expression du récepteur ETB pulmonaire chez le

rat MOT pourrait donc être responsable, du moins en partie, de la réduction

de clairance d’1125ET-1 dans ce modèle d’HTP.

Bien qu’une diminution d’affinité des récepteurs ETB pulmonaires ait été

démontrée dans d’autres modèles d’HTP (320), nos résultats ne démontrent

pas de changements d’affinité de ces récepteurs chez le modèle de rats

MCT. La réduction de clairance de l’l125big-ET-1 dans le modèle MCT ne

semble donc pas être dû à une diminution d’affinité.

Nos résultats démontrent une augmentation des niveaux plasmatiques

(artériels et veineux) d’ET-l chez les rats MOT. Cette augmentation d’ET-l

plasmatique fut également démontrée dans de nombreux autres modèles

d’HTP ainsi que chez l’humain atteint d’HTP primaire et secondaire (131-

133;175-177;179). Une augmentation des niveaux circulants d’ET-l pourrait

donc compétitioner avec l’1125ET-1 et ainsi réduire la clairance de celle-ci. Nos
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résultats démontrent cependant que la clairance de l’1125ET-1 n’est nullement

modifiée par l’ajout de 2 pg/ml d’ET-l à la solution de perfusion chez des rats

contrôles.

4.7.2-Régulation du tonus vasculaire pulmonaire

Dans le poumon isolé de rats contrôles, l’administration de BQ788 diminue le

débit sanguin pulmonaire de 0,7±0,3 ml/min seulement à la plus forte dose

d’antagoniste (W8 mole). Dans le poumon isolé de rats MCT, le BQ788

diminue le débit sanguin pulmonaire de façon plus importante (3,3±0,7 ml/min

vs 0,7±0,3 ml/min, p<0.01) et cette diminution débute à la dose de 10 mole.

Nos résultats suggèrent donc un rôle protecteur du récepteur ETB lors d’HTP.

Un rôle protecteur accru des récepteurs ETB via l’atténuation de

l’augmentation des pressions pulmonaires lors d’HTP fut également démontré

dans d’autres modèles tels le chien DMCT et le chien avec insuffisance

cardiaque induite par tachycardie (203;312). Il est toutefois important de noter

que la diminution de débit sanguin pulmonaire suite à l’administration de

BQ788 est transitoire et significative seulement lorsque plus de 50 ¾ des

récepteurs ET8 sont bloqués. Ceci suggère donc que le récepteur ETB

endothélial pulmonaire ne représente pas un mécanisme très sensible pour le

contrôle du tonus vasculaire pulmonaire, ceci autant chez les rats sains que

les rats avec HTP.
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4.7.3-Profil cardiaque des récepteurs de l’ET

Au niveau des cardiomyocytes, les récepteurs ETA représentent environ 90%

des récepteurs (321 ;322). La stimulation de ces récepteurs induit des effets

inotropes et chronotropes positifs et favorise l’hypertrophie des

cardiomyocytes (115;116;118;119). Le rôle des récepteurs ETB cardiaques

demeure toutefois imprécis. Lors d’hypertrophie cardiaque, l’activation des

récepteurs ETB pourrait contribuer à la fibrose cardiaque (121 ;122). En effet,

les récepteurs ETB représentent 60% des récepteurs au niveau des

fibroblastes cardiaques et semblent impliqués dans le métabolisme du

collagène (121). Guarda et al. (1993) ont d’ailleurs démontré que

l’augmentation de synthèse de collagène de type I et III induite par l’ET-l et

l’ET-3 ne pouvait être bloquée par un antagoniste sélectif ETA dans les

fibroblastes de rats (120). De plus, Hocher et al. (1999) ont récemment

démontré que le blocage chronique des récepteurs ETB mais non celui des

récepteurs ETA pouvait réduire la fibrose chez le coeur hypertrophié de rats

(122).

Nos résultats démontrent une augmentation significative des niveaux d’ET-l

à la fois dans le ventricule droit et le ventricule gauche. Cette augmentation

est toutefois significativement plus importante dans le ventricule droit (+198

% vs +127 ¾ pour le ventricule gauche, p<0.05). Une augmentation

d’expression cardiaque de l’ET-l fut établie dans de nombreux modèles

d’HTP (305;323;324). Nos résultats démontrent également une augmentation
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de la densité du récepteur ETB dans le ventricule droit alors que sa densité

demeure inchangée dans le ventricule gauche. Pour sa part, la densité du

récepteur ETA est inchangée à la fois dans le ventricule droit et le ventricule

gauche. Le pourcentage de récepteur ETB dans le ventricule droit augmente

donc de 6±1 % à 18±3 ¾. D’autres études ont toutefois démontré une

augmentation d’expression des deux types de récepteurs (ETA et ETB) dans

le ventricule droit chez différents modèles animaux d’HTP (178;190;323;324).

L’augmentation sélective du récepteur ETB dans le ventricule droit pourrait

donc être spécifique au modèle d’HTP induite par la MCT. Les effets d’une

augmentation des récepteurs ET ventriculaires droits sur la fibrose et

l’hypertrophie cardiaque restent toutefois à être démontrés. Il pourrait être

favorable de bloquer les récepteurs ETB afin de contrer la synthèse de

collagène de type I et III provoquée par ces derniers.

Nos résultats démontrent également que le blocage sélectif des récepteurs

ETA, avec le LU135252, diminue de façon significative les niveaux d’ET-l

dans le ventricule droit mais non dans le ventricule gauche. Le LU135252

diminue également de façon significative la densité des récepteurs ETB dans

le ventricule droit. La diminution des niveaux d’ET-l et de la densité du

récepteur ETB dans le ventricule droit provoquée par le LU135252 pourrait

être secondaire à l’amélioration des pressions pulmonaires et donc de la

post-charge ventriculaire droite. Toutefois, puisque le LU135252 n’est pas un

antagoniste très sélectif (Ki de 1,4 nM pour le récepteur ETA vs 184 nM pour

le récepteur ETB) nous ne pouvons exclure un effet direct de cet antagoniste
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sur la densité du récepteur ET3 ventriculaire droit. Des études futures utilisant

un antagoniste possédant une sélectivité supérieure pour les récepteurs ETA

que celle du LUi 35252 serait donc nécessaire pour exclure cette possibilité.

4.2- Comparaison d’antagonistes sélectif et non-sélectif

Prié et al. (1997) et Dupuis et al. (1999) ont démontré qu’un antagoniste

sélectif pour les récepteurs ETA, le LU135252, pouvait être efficace pour

prévenir et faire régresser le développement d’HTP et d’hypertrophie

ventriculaire droite chez le rat MCT (193;194). De façon similaire, Hill et al.

(1997) ont démontré qu’un antagoniste non-sélectif était également efficace

pour prévenir et faire régresser le développement de l’HTP et de

l’hypertrophie ventriculaire droite chez ce même modèle (195). L’efficacité

d’antagonistes autant sélectifs pour les récepteurs ETA que non-sélectifs fut

également démontrée dans de nombreux autres modèles d’HTP

(93;19i;192;196).

Bien que l’utilisation d’un antagoniste non-sélectif soit efficace, on ne sait

toujours pas si le blocage supplémentaire des récepteurs ETB est supérieur

ou inférieur au blocage seul des récepteurs ETA. Pour tenter de résoudre

cette problématique, nous avons effectué une étude comparative directe

entre un antagoniste sélectif ETA (LU135252) et un antagoniste non-sélectif

(BSF420627) dans le traitement de l’HTP chez le rat MCT.
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4.2.7-Effets surfa survie

La survie des rats MCT à 5 semaines n’était que de 35 %. Le traitement avec

l’antagoniste sélectif ETA a augmenté, quoique de façon non-significative, ce

taux de survie à 56 % alors que le traitement avec l’antagoniste non-sélectif a

augmenté de façon significative (p=O.0015) la survie à 67 ¾. Bien qu’il n’y ait

pas de différence significative entre le taux de survie des rats traités avec l’un

ou l’autre des antagonistes (67% vs 56%), le BSF420627 semble supérieur

pour prévenir la mortalité des rats MCT.

4.2.2-Effets Hémodynamiques

Nos résultats démontrent que les deux types d’antagonistes sont efficaces et

ceci de façon similaire pour améliorer la tension veineuse centrale, les

pressions systoliques et télédiastoliques du ventricule droit ainsi que l’indice

de contractilité (dP/dt) du ventricule droit. La pression artérielle moyenne est

toutefois améliorée de façon significative seulement chez les rats traités avec

l’antagoniste non-sélectif.

Les relations débits-pressions pulmonaires, permettant d’évaluées les

propriétés résistives pulmonaires, sont également améliorées de façon

similaires parle LUi 35252 et le BSF420627.
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Le blocage supplémentaire des récepteurs ETB ne semble donc pas apporter

d’effets bénéfiques additionnels sur les pressions et résistances vasculaires

pulmonaires. Certaines études ont pourtant démontré qu’un blocage des

deux récepteurs était nécessaire pour contrer complètement la

vasoconstriction induite par l’ET-l dans la circulation pulmonaire (313;314).

En effet, Sato et al. (1995) ont démontré que la combinaison du BQ123 et du

BQ788 était plus efficace pour inhiber la vasoconstriction induite par l’ET-l

dans le poumon isolé de rats que l’utilisation du BQ123 seul (313). Notons

toutefois que cette étude avait été effectuée chez des poumons de rats sains

et que le blocage était effectué de façon aigue.

Le blocage supplémentaire des récepteurs ETB n’a toutefois pas d’effets

néfastes sur les pressions pulmonaires bien qu’un rôle vasodilatateur accru

lors d’HTP est suggéré par nos résultats et ceux de d’autres groupes

(203;312). Notons que comme mentionné auparavant, ce rôle protecteur n’est

que transitoire et n’apparaît que lorsque plus de 50 % des récepteurs ETB

sont bloqués. Cette absence d’effet néfaste sur les pressions pulmonaires

supporte donc notre hypothèse que le récepteur ET8 pulmonaire ne

représente pas un mécanisme très sensible dans le contrôle du tonus

vasculaire pulmonaire chez le rat MCT.



176

4.2.3-Effet sur l’hypertrophie du ventricule droit

Les rats MCI ont développé une hypertrophie ventriculaire droite marquée

avec un ratio du poids du ventricule droit sur le poids du ventricule gauche

plus le septum (VDNG+S) de 73 ¾ vs 24 ¾ chez les rats contrôles. Cette

hypertrophie n’est nullement améliorée par l’antagoniste sélectif ETA (70%)

alors qu’elle est diminuée de façon significative par l’antagoniste non-sélectif

à un ratio de 54 ¾ (p<0.01). Puisque les pressions systoliques et

télédiastoliques du ventricule droit sont similaires chez les rats traités avec

l’un ou l’autre des antagonistes, il pourraient donc y avoir un effet bénéfique

direct du blocage des récepteurs ETB sur l’hypertrophie cardiaque.

L’hypertrophie cardiaque fut pourtant classiquement associée aux récepteurs

ETA. En effet, l’induction de MAPKs et le développement d’hypertrophie

ventriculaire sont tous deux bloqués par le BQ123 mais non pas par le

BQ788 dans des coeurs de rats néonataux (118;119). Notons cependant que

les coeurs utilisés lors de ces expériences provenaient de rats néonataux

sains. Nos résultats suggèrent donc que le récepteur ETB cardiaque du rat

MCT adulte jouerait un rôle dans l’hypertrophie cardiaque.

Un ratio VDNG+S élevé ne représente pas seulement une hypertrophie des

cardiomyocytes mais pourrait également être augmenté par la présence de

fibrose dans le ventricule droit. Puisqu’il fut démontré que la fibrose de

ventricules hypertrophiés était atténuée seulement par le BQ788, et non pas

par le BQ123, le blocage supplémentaire du récepteur ETB pourrait diminuer
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cette fibrose (122). La diminution du ratio VD/VG÷S suite à l’administration

d’un antagoniste non-sélectif pourrait donc en partie être due à une réduction

de la fibrose cardiaque. Notons cependant que d’autres études dans le même

modèle d’HTP ont décrit une diminution de l’hypertrophie ventriculaire droite

suite à un traitement avec un antagoniste sélectif ETA (193;325). Ces études

n’ont toutefois pas démontré si un antagoniste non-sélectif améliorait de

façon similaire ou supérieure cette hypertrophie ventriculaire droite.

Une étude de Mulder et al. (2000) a récemment comparé l’efficacité d’un

antagoniste sélectif ETA, un antagoniste sélectif ETB et la combinaison des

deux antagonistes dans le traitement de l’insuffisance cardiaque chez le rat

avec infarctus du myocarde (326). Après quatre semaines de traitements,

l’antagoniste sélectif ETA et la combinaison des deux antagonistes

amélioraient de façon similaire la pression artérielle, les pressions

ventriculaire gauche, la fraction de raccourcissement et le diamètre

télédiastolique du ventricule gauche ainsi que la densité de collagène dans le

ventricule gauche. L’antagoniste sélectif ETB, pour sa part, améliorait

seulement la densité de collagène dans le ventricule gauche et ceci de façon

identique à la combinaison des deux antagonistes. Puisque l’antagoniste

sélectif ETB n’a eu aucun effet sur l’hémodynamie, ces auteurs ont suggéré

que le récepteur ETB modulait de façon importante l’accumulation de

collagène chez le rat infarctus. La seule différence notable entre le traitement

avec l’antagoniste sélectif ETA et avec la combinaison des deux types

d’antagonistes fut une diminution significative de la fréquence cardiaque
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uniquement chez le groupe de rats traités avec la combinaison. Les auteurs

concluent que cette diminution de fréquence cardiaque pourrait améliorer la

perfusion coronaire en diastole ainsi que le remplissage du ventricule gauche.

Puisque le BSF420627 ne provoque pas d’effets néfastes sur le tonus

vasculaire pulmonaire et qu’il est supérieur au LU135252 pour améliorer la

survie et le ratio VDNG+S nous concluons qu’un antagoniste non-sélectif est

préférable à un antagoniste sélectif ETA dans le traitement d’HTP induite par

la MCT. Ces résultats ne peuvent toutefois être extrapolés à différents types

d’HTP. Des études à venir devraient comparer directement l’efficacité

d’antagonistes sélectifs et non-sélectifs dans d’autres modèles animaux

d’HTP et ultimement chez les patients atteints d’HTP primaire.

En plus des effets bénéfiques rapportés dans cette thèse, le blocage

supplémentaire des récepteurs ETB pourrait également diminuer la relâche de

TxA2 et inhiber I’autoinduction d’ET-l. En effet, D’Orleans-Juste et aI. (1994)

ont démontré que la synthèse de TxA2 induite par l’ET-l était bloquée par le

BQ788 mais non pas par le BQ123 dans le poumon isolé de cobaye (105).

De plus, l’IRL 1620, un agoniste des récepteurs ETB, stimulait la synthèse de

TxA2 dans le même modèle animal (105). Pour leur part, Iwasaki (1995) ont

démontré que l’augmentation d’expression de l’ARNm de la préproET-1

induite par l’ET-l (465 ¾) était inhibée par le BQ788 et non pas par le BQ123

(327).
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4.3-Activité de l’ECE luminale

Les effets du système ET peuvent être inhibés soit par le blocage de ses

récepteurs ou soit par l’inhibition de la synthèse d’ET. Les trois premières

études de cette thèse nous on permis d’évaluer le rôle des récepteurs de

l’ET, particulièrement celui du récepteur ETB, lors d’HTP. Cette quatrième

étude vise maintenant à déterminer l’activité de l’ECE dans le poumon isolé

de rat. Le poumon possède un grand contenu en ECEs localisé à la fois à

l’intérieur des cellules et à la surface de l’endothélium (315). Plusieurs études

ont démontré que l’hydrolyse de big-ET-1 humaine exogène avait lieu dans le

poumon de différentes espèces (31 6;31 7;328). Cette hydrolyse pourrait

cependant avoir lieu à l’intérieur des cellules et/ou à la surface de

l’endothélium. Nous avons donc tenté de quantifier l’activité de l’ECE luminale

en utilisant les principes de la technique de courbes de dilutions à indicateurs

multiples. Une quantification précise de l’activité de l’ECE luminale pourrait

ultimement nous permettre de comparer l’efficacité de différents inhibiteurs de

l’ECE. L’extraction d’1125big-ET-1 était premièrement évaluée suivi de la

quantification de l’hydrolyse de big-ET-1. Dans le poumon isolé de rats, nous

démontrons qu’il n’y a aucune extraction d’l125big-ET-1 dans un seul temps

de transit pulmonaire tel que démontré par la parfaite superposition des

courbes d’albumine marquée au bleu d’Evans (servant de référence

vasculaire) et d’1125big-ET-1. Nous démontrons également qu’il n’y a aucune

hydrolyse décelable de la big-ET-1 dans un seul temps de transit pulmonaire

tel que démontré par l’absence de production d’ET-l.
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Stangl et al. (1997) ont démontré que le coeur pouvait également hydrolyser

la big-ET-1 circulante (329). lIs ont établis que la big-ET-1 présente dans

l’effluent de poumons isolés de lapins pouvait réduire le débit sanguin

coronaire et augmenter la production d’ET-l dans le coeur isolé de lapin. Nos

résultats démontrent que 14 % de l’1125big-ET-1 est extraite dans un seul

temps de passage coronarien chez le coeur isolé de rats. Aucune hydrolyse

de big-ET-1 n’est cependant décelable dans ce temps de transit coronaire.

Nous démontrons donc qu’il n’y a aucune hydrolyse de big-ET-1 dans un

temps de transit à la fois dans la circulation pulmonaire et coronarienne. De

nombreuses autres études ont pourtant démontré que l’administration

intravasculaire de big-ET-1 provoquait la relâche de prostacycline,

augmentait la production d’ET-l et induisait une vasoconstriction aussi bien

dans le lit vasculaire pulmonaire que coronarien (317;328-330). Nos résultats

ne sont toutefois pas totalement en contradiction avec les résultats de ces

études. En effet, ces effets ont lieu après la perfusion constante de doses

pharmacologiques de big-ET-1 et n’apparaissent que quelques minutes après

l’administration de big-ET-1 tandis que nous avons utilisé un simple bolus

physiologique de big-ET-1 et n’avons évalué l’hydrolyse que dans un seul

temps de passage (environ 30 secondes). Une extraction lente suivie d’une

conversion intracellulaire de la big-ET-1 pourrait être responsable des effets

rapportés dans ces différentes études. Nous concluons donc que l’ECE

luminale ne joue pas un rôle prédominant dans l’hydrolyse de la big-ET-1
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mais qu’une hydrolyse intracellulaire est plus susceptible de moduler la

production d’ET-l.

La prédominance de l’hydrolyse intracellulaire est d’ailleurs supportée par de

nombreuses autres études. Davenport et al. (1998) ont démontré que

l’hydrolyse de big-ET-1 dans les cellules endothéliales de veines ombilicales

humaines était augmentée de façon importante lorsque ces cellules étaient

perméabilisées, suggérant ainsi que l’hydrolyse intracellulaire était

responsable de 85 ¾ de l’hydrolyse totale (331). Xu et al. (1994) ont pour leur

part démontré que la transfection d’ECE-l dans des CHO (Chinese Hamster

Ovary) sécrétant de la big-ET-1 résultait en une hydrolyse de 50-90 % alors

que la coculture de CHO exprimant l’ECE-l avec des CHO sécrétants la big

ET-1 résultait seulement en une hydrolyse de 10 % (332). Des études in vivo

chez l’humain ont également suggéré que l’ECE luminale ne jouait pas un

rôle important dans la conversion de big-ET-1 circulante. En effet, Haynes et

al. (1994) ont démontré que la conversion de big-ET-1 dans l’avant-bras de

l’humain était de moins de 10% (333).



5.0-CONCLUSIONS

Les résultats de cette thèse démontrent donc que le blocage supplémentaire

du récepteur ETB est bénéfique dans le traitement de l’HTP induite par

injection de MCT. En effet, le blocage supplémentaire de ce récepteur n’induit

pas d’effets néfastes sur les pressions et résistances vasculaires

pulmonaires. D’autre-part, le blocage supplémentaire de ce récepteur

améliore la survie et l’hypertrophie ventriculaire droite chez les rats MCT. Nos

résultats suggèrent également un rôle possible du récepteur ETB dans la

fibrose et/ou l’hypertrophie cardiaque. D’autres études comparatives directes

de l’efficacité d’un antagoniste sélectif ETA versus un antagoniste non-sélectif

sont toutefois nécessaires dans différents modèles animaux d’HTP et

ultimement chez l’humain atteint d’HTP primaire afin de démontrer la

supériorité réelle d’un antagoniste non-sélectif dans un tel traitement.

Les résultats de cette thèse démontrent également que les ECEs luminales

présentent dans les circulations pulmonaires et coronaires ne semblent pas

jouer un rôle important dans la conversion de la big-ET-1 circulante. Une

extraction lente de big-ET-1 circulante suivie d’hydrolyse intracellulaire de

celle-ci semble plus susceptible d’expliquer les effets vasoconstricteurs et la

relâche d’ET-l suite à l’administration intraveineuse de big-ET-1.
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