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Résumé Francais

Des trois vasodilatateurs libérés par I’endothélium en réponse a I’acétylcholine,
I’EDHF est le plus important au niveau des artéres de résistance. La nature et le
mécanisme d’action du facteur EDHF au niveau de ’artere gracilis de la souris n’ont
pas été bien élucidés. Les effets des diverses conditions pathologiques et du
vieillissement sur la fonction EDHF ne sont pas bien connus non plus. Nous avons
donc décidé d’étudier la nature et le mécanisme d’action du facteur EDHF au niveau
de I’artére gracilis de la souris ainsi que les effets du vieillissement, de

I’hypercholestérolémie et de ces deux facteurs combinés.

Nous avons utilisé des artéres gracilis de souris males témoins de souche C57B16
agées de 3, 12 et 18 mois et de souris mile transgéniques dgées de 3, 12 et 20 mois
exprimant le géne codant pour ’apolipoprotéine B-100 humaine (hApoB*"). Des
segments d’artéres étaient montés dans un artériographe et pressurisés a 80 mmHg.
Des dilatations dépendantes d’EDHF induites par 1’acétylcholine étaient mesurées en
présence de L-NNA et d’indométhacine afin de bloquer la formation de NO et de
PGI,, respectivement. Les résultats étaient exprimés sous forme de moyenne + erreur

standard.

Dans I’artére gracilis de la souris, ’EDHF est constitué par une augmentation
extracellulaire de la concentration d’ions K générée par les canaux endothéliaux
SKc, et IKca qui activent les canaux K; et les pompes Na'/K'-ATPases provoquant
ainsi 1’hyperpolarisation et la relaxation des cellules musculaires lisses. Le
vieillissement réduit la dilatation dépendante d’EDHF. La réponse EDHF perd de
’efficacité entre 3 mois et 12 mois et la sensibilité a 1’acétylcholine diminue entre 12
mois et 18 mois. A 12 mois, un métabolite non-identifié de 1’acide arachidonique
généré par un cytochrome P450 participe & la réponse EDHF. A 18 mois, ce
métabolite de 1’acide arachidonique semble toujours jouer un rdle mais il ne semble
plus étre aussi impliqué qu’a 12 mois. L’hypercholestérolémie augmente la dilatation
dépendante d’EDHF a 3 mois dans I’artére gracilis de la souris. La réponse EDHF est

ensuite drastiquement détériorée, et ce de fagon plus importante que chez la souris
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saine, a 12 et 4 20 mois chez la souris hypercholestérolémique. A 3 mois en condition
hypercholestérolémique, un métabolite non-identifié de 1’acide arachidonique généré
par un cytochrome P450 participe & la réponse EDHF et compense pour une perte de
I’efficacité du principal EDHF composé des ions K*. A 12 mois, ce métabolite de
’acide arachidonique est toujours présent mais son action est inhibée par le stress
oxydant. Un antioxydant, le n-acétyl-l-cystéine régénere la réponse EDHF a une
valeur similaire 2 celle observable 4 3 mois. A 18 mois, le n-acétyl-l-cystéine n’a pas
d’effet sur la réponse EDHF suggérant la présence de dommages irréversibles par les
radicaux libres. En conclusion, I’ion K* est ’EDHF dans I’artére gracilis de la souris.
11 perd cependant son I’efficacité avec I’dge. Un EDHF compensateur métabolite d’un
cytochrome P450 apparait chez la souris normale & 12 mois et des 1’age de 3 mois en
présence d’hypercholestérolémie. Le mécanisme responsable de 1’expression de cet

EDHF compensateur reste a définir.

Mots clés; EDHF, vieillissement, hypercholestérolémie, artére gracilis, endothélium,

muscle lisse, ions K', EETs.
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Résumé Anglais

Of the three known vasodilatory substances secreted in response to acetylcholine by
the endothelium, EDHF is the most important in resistance arteries. Both the nature
and mechanism of EDHF in the mouse gracilis artery are not well known as well as
the impact of risk factors for cardiovascular disease and aging on EDHF. We studied
the nature and the mechanism of action of EDHF in the gracilis artery of mice with or

without hypercholesterolemia and through age.

We used gracilis arteries from 3, 12 and 18 m/o male C57B16 mice and from 3, 12
and 20 m/o male transgenic mice expressing the human apolipoprotein B-100
(hApoB™™). Arterial segments of 2 to 3 mm were mounted in an arteriograph and
pressurized at 80 mmHg. EDHF-dependent dilations to acetylcholine were measured
in the presence of L-NNA and indomethacin to block the formation of NO and PGI,,

respectively. Results were expressed as mean + SEM.

In the mice gracilis artery, EDHF is constituted by an extracellular increase of the K*
ion concentration generated by endothelial SK¢, and IKc, channels activating K
channels and Na'/K*-ATPase pumps. This leads to hyperpolarization and relaxation
of the smooth muscle cells. Aging reduces the EDHF-dependent dilation. The EDHF
response looses efficacy between 3 and 12 months of age and the sensitivity to
acetylcholine decrease between 12 and 18 months of age. At 12 months of age, an
unidentified arachidonic acid metabolite generated by a cytochrome P450 participates
in the EDHF response. At 18 months of age, this arachidonic acid metabolite still
plays a role but its implication is less important than at 12 months of age.
Hypercholesterolemia augments EDHF-dependent dilation at 3 months of age in the
mouse gracilis artery. The EDHF response then declines dramatically with age, and
more so than in the control mouse. In 3 month old HC mice, an unidentified
arachidonic acid metabolite generated by a cytochrome P450 participates in the
EDHF response and compensates for the loss of efficacy of K* ions. At 12 months of
age, this arachidonic acid metabolite is still present but its action is inhibited by
oxidative stress. The antioxidant, n-acetyl-l-cystein restores EDHF response. At 18

months of age, n-acetyl-l-cystein had no effect on EDHF suggesting irreversible



damages that reactive oxygen species have produced to the endothelium. In
conclusion, K* ions is EDHF in the mouse gracilis artery. Its efficacy declines with
age. In healthy mice, a compensatory EDHF, metabolite of a CYP450, appears at 12
m/o. In HC mice, this compensatory EDHF pathway is already present at 3 m/o. The
mechanism responsible for the apparition of this alternative pathway remains to be

clarified.

Keywords; EDHF, aging, hypercholesterolemia, gracilis artery, endothelium, smooth

muscle, K* ions, EETs.
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1.0- Introduction

1.1- Endothélium

L’endothélium est un tissu d’environ 1 kg composé d’une couche monocellulaire
tapissant la surface luminale des vaisseaux sanguins. Chez I’humain, il est composé
de 1 2 6 X 10" cellules. Il y a environ 25 ans, I’endothélium était avant tout pergu
comme une frontiére empéchant le sang de quitter la lumiére des vaisseaux
sanguins et de s’infiltrer parmi les cellules musculaires lisses. Depuis, plusieurs
fonctions ont été découvertes et associées a I’endothélium vasculaire. Plutot qu’une
simple barriére hémostatique, I’endothélium est maintenant reconnu comme étant
une couche cellulaire semi-perméable permettant le transport de solutés et de
macromolécules impliqués dans le métabolisme de plusieurs substances circulant
dans le sang ou synthétisées localement. L’endothélium est aussi impliqué dans le
contrdle de la prolifération des cellules musculaires sous-jacentes et il a une
influence directe sur ’adhésion et la libération de composantes du systeme
immunitaire et inflammatoire telles que les neutrophiles et les macrophages.
L’endothélium contribue aussi a la régulation du tonus vasculaire et il présente une
surface luminale non thrombogénique. Ces fonctions endothéliales dérivent
directement de la capacité qu’a celui-ci de répondre a des stimuli humoraux et
hémodynamiques entre autres en exprimant des protéines de liaison, des molécules

d’adhésion et en secrétant des facteurs vasoconstricteurs ou vasodilatateurs.

1.1.1- Substances vasoconstrictrices

L’endothélium est généralement reconnu comme étant vasodilatateur. En effet, il a
déja été observé in vitro que I’élimination de I’endothélium augmente I’amplitude
des réponses aux agonistes vasoconstricteurs. Pourtant, 1’endothélium vasculaire
peut secréter des substances vasoconstrictrices telles que le thromboxane A2
(TxA,), la prostaglandine H2 (PGH>), I’angiotensine II, I’endothéline et ’anion

superoxyde mais leur importance varie selon les lits vasculaires.



Le TxA; et la PGH; sont produits a partir de 1’acide arachidonique par les
cyclooxygénases. La PGH, peut étre métabolisée en prostacycline (PGI;) par la
PGI,-synthétase ou en prostaglandine D, (PGD,), en prostaglandine E, (PGE,), en
prostaglandine F; (PGF3) ou en TxA, par divers procédés enzymatiques. La PGH;
et le TxA; ont des effets vasoconstricteurs et stimulent ’aggrégation plaquettaire
lorsque liés a leur récepteur TX ', Le récepteur TX des cellules musculaires lisses
est un récepteur TP composé de sept passages transmembranaires couplé i une
protéine Gq *. Une fois stimulé, ce récepteur active la phospholipase C (PLC)
responsable de la dégradation du phosphoinositol biphosphate (PIP,) en
diacylglycérol (DAG) et en inositol triphosphate (IP;). Ces deux effecteurs
augmentent la concentration intracellulaire calcique ([Ca®*];) (via IP;) et la
sensibilité de I’appareil contractile au Ca** ( via DAG) et entrainent donc la

contraction des cellules musculaires lisses *.

L’angiotensine II (Ang II) est synthétisée a partir de I’angiotensine I (Ang I) par
I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) présente dans I’endothélium
vasculaire °. Les effets vasoconstricteurs de I’Ang II sont obtenus par le biais de
I’activation du récepteur AT; des cellules musculaires lisses ®. Ces récepteurs
stimulent aussi la prolifération et ’hypertrophie des cellules musculaires lisses . Le
récepteur AT, musculaire lisse génére ces effets en stimulant ou en inhibant
Iactivité de nombreux effecteurs secondaires tels que la PLC via une protéine Gq %,
la phospholipase A2 (PLA;) °, la phospholipase D (PLD) '°, I’adénylate cyclase !
et les canaux calciques . L’Ang II peut aussi avoir des effets vasodilatateurs en
activant les récepteurs AT, endothéliaux, activation qui engendre la formation de
NO et de PGI,. Cependant, ces effets vasodilatateurs sont généralement masqués

par les effets vasoconstricteurs beaucoup plus soutenus des récepteurs AT;.

Les cellules endothéliales peuvent aussi synthétiser de 1’endothéline a partir de la
préproendothéline grice i I’enzyme de conversion de 1’endothéline (ECE) “.
L’endothéline exerce ses effets par le biais de deux récepteurs couplés a des
protéines G, soit le récepteur ET4 présent au niveau des cellules musculaires lisses
et le récepteur ETg présent au niveau de I’endothélium et du muscle lisse.

L’activation du récepteur ET, induit une vasoconstriction ainsi qu’une hypertrophie
2



415 1 ’endothéline favorise aussi

et une prolifération des cellules musculaires lisses
la production de NO et de PGI; par son action sur les récepteurs ETy endothéliaux
provoquant donc une vasodilatation mais cet effet est beaucoup moins marqué que
la vasoconstriction obtenue par I’activation des récepteurs ET, et ETp musculaires.
Il a également été démontré que le récepteur ETp est responsable de la synthése de

la TxA, 6.

Les anions superoxydes ont des effets vasoconstricteurs en condition de stress
oxydant supranormal '’. Des quantités élevées de ce radical libre peuvent étre
générées par les cellules endothéliales lorsque la protéine kinase C (PKC) est

18

activée '®, en condition de reperfusion '°, ou encore en réponse 4 1’étirement 2°. De

plus, les réactions catalysées par la cyclooxygénase et la NADH oxydoréductase

21 Des niveaux élevés d’anions

peuvent aussi former des anions superoxydes
superoxydes agissent sur le tonus vasculaire principalement en inactivant le NO 7.
Lorsque I’anion superoxyde réagit avec le NO, il y a formation de péroxynitrite, un
puissant radical libre %, L’anion superoxyde affecte aussi le tonus vasculaire en

inhibant la synthése endothéliale de PGI, B

1.1.2- Substances vasodilatatrices

L’endothélium agit aussi au niveau du tonus vasculaire en libérant des substances
vasodilatatrices. Ces facteurs génerent leurs effets directement sur les cellules
musculaires lisses sous-jacentes. Plusieurs stimuli physiologiques entrainent une
sécrétion endothéliale de substances vasodilatatrices telles que le NO, la PGI; et le

facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (EDHF) (figure 1).
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Figure 1. Sécrétion et mécanismes des substances vasodilatatrices dérivées de

I'endothélium. L’activation du récepteur endothélial (R) induit une entrée de Ca®* dans le

cytoplasme de la cellule endothéliale. L’augmentation de la quantité d’inositol phosphate (IP;) qui
s’en suit peut contribuer 4 I’augmentation du niveau de Ca?* cytoplasmique en favorisant un efflux
du réticulum sarcoplasmique (RS). Suite & son intéraction avec la calmoduline, le Ca?* active la
monoxyde d’azote synthétase (NOS) et favorise la libération du facteur hyperpolarisant dérivé de
I’endothélium (EDHF). La production de prostacycline (PGI,) par I’action de la cyclooxygénase sur
I’acide arachidonique (AA) est aussi accélérée par I’augmentation du Ca?*. La relaxation induite par
le NO est causée par I’activation de la formation de GMP cyclique a partir du GTP. La prostacycline
induit la relaxation en activant la formation d’AMP cyclique & partir ’ATP. L’EDHF induit

’hyperpolarisation et la relaxation en ouvrant les canaux K.



1.1.2.1- Prostacycline

La prostacycline est un puissant vasodilatateur découvert en 1976 %%, Sa synthese
est catalysée par 1’action de la PGI, synthétase sur la PGH, 2*?®, Cette derniére est
produite a partir de 1’acide arachidonique par les cyclooxygénases. La PG, est le
produit majeur issu de I’activation endothéliale de la cyclooxygénase 1 %’. La
disponibilité de I’acide arachidonique libéré par la PLA,; est I’étape limitante de la
formation de PGI,. La PLA; est calcium-dépendante 8 La PGI; agit sur le muscle
lisse en activant les récepteurs IP (Prostaglandin Ir-receptor) %°. Ces récepteurs a
sept passages transmembranaires sont couplés aux protéines G et ils induisent la
formation de 3’-5’-adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par 1’activation de
I’adénylate cyclase *°. L’AMPc a des effets relaxants au niveau des cellules
musculaires lisses et inhibe I’aggrégation plaquettaire *'*2. Les effets vasorelaxants
de I’AMPc sont générés entre autres par 1’ouverture de canaux potassiques et par
’activation des pompes calcium-dépendantes du réticulum sarcoplasmique
(SERCA) et de la membrane plasmique (PMCA). Dans la plupart des vaisseaux
sanguins, la contribution de la PGI, a la relaxation endothélium-dépendante est
négligeable, et son effet s’ajoute essenticllement & ceux du NO et du facteur
hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium (EDHF). Ainsi, de nombreux stimuli
favorisant la libération de NO par les cellules endothéliales stimulent aussi la
libération de PGI; comme, par exemple, I’hypoxie, les forces de cisaillements, la

bradykinine, ’acétylcholine, ’angiotensine et I’endothéline 3*3¢,

1.1.2.2. Monoxyde d’azote (NO)

Ce n’est qu’en 1980 que la fonction vasodilatatrice de 1’endothélium vasculaire a
été pour la premiére fois observée *’. Le facteur relaxant dérivé de I’endothélium
(EDRF) découvert par Furchgott a par la suite été identifié en 1987 comme étant le
monoxyde d’azote (NO) **. Le NO est synthétisé a partir de I’extrémité guanidine
de la L-arginine lors d’une réaction catalysée par la NO synthétase (NOS). En plus

du NO, la L-citrulline est produite lors de cette réaction. La NOS existe sous trois
5



isoformes différentes soient les NOS endothéliale, neuronale et inductible. La NOS
endothéliale (eNOS) est une enzyme membranaire constitutivement exprimée au
niveau des cellules endothéliales, des plaquettes et du myocarde *. La NOS
neuronale (nNOS), aussi exprimée de maniére constitutive, est une enzyme
cytosolique localisée dans les neurones et dans les muscles squelettiques “%*!.
L’activation de ces deux NOS requiert la présence de calcium et de calmoduline.
De plus, pour avoir une activité optimale, le nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate réduit (NADPH) et la §5,6,7,8-tetra-hydrobioptérine réduite (BH,4) doivent
étre présents *. Il semblerait qu’il soit possible d’activer la eNOS et la nNOS de
maniére partiellement calcium-indépendante. Par exemple, I’activation de la
phosphatidylinositol 3-kinase et, subséquemment, ’activation des sérines kinases
Akt et de la protéine kinase A permettent la phosphorylation d’un résidu sérine du
domaine réducteur de la NOS, augmentant ainsi I’activité de cette enzyme . La
chélation du calcium intracellulaire inhibe tout de méme la NOS activée de cette
fagon démontrant donc que le calcium est nécessaire a 1’activité de ces 2 isoformes
de la NOS “*. La NOS inductible (INOS) est exprimée dans 1’endothélium, le
myocarde, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses et les plaquettes “*. Elle
est cytolosique, inductible et calcium-indépendante. Il y a stimulation de son
expression lors de conditions physiopathologiques telles que I’infarctus du
myocarde, 1’ischémie cérébrale, I’inflammation, le cancer et le choc septique 4.
La NOS inductible ne nécessite pas d’élévation de la concentration intracellulaire
de calcium pour étre activée. Ceci semble étre di au fait que la iNOS est en mesure,
contrairement aux deux autres NOS, de fortement lier la calmoduline méme lorsque
la concentration de calcium demeure 4 un niveau basal *.. Cette liaison de la
calmoduline a un niveau basal de calcium intracellulaire pourrait étre la raison
principale pour laquelle la iNOS peut produire du NO pendant des périodes allant
jusqu’a 5 jours comparativement a quelques minutes de production pour les NOS

constitutives **. La iNOS, comme les deux autres NOS, nécessite la présence de

BH, et de NADPH pour fonctionner **.

Les genes humains codant pour les NOS sont situés sur les chromosomes 7, 12 et
17 pour la eNOS, la nNOS et la iNOS, respectivement 5556 La NOS est inhibée de

fagon compétitive par les analogues de la L-arginine tels que le N®-monométhyl-L-
6



arginine et la NS-nitro-L-arginine *’. Le NO est un gaz hautement diffusible
possédant une demie-vie de 3 4 5 secondes 58 11 entre dans les cellules musculaires
lisses ou il active la guanylate cyclase soluble augmentant ainsi les concentrations

3 L’élévation des

de 3’5’-guanoside monophosphate cyclique (GMPc)
concentrations cytoplasmiques de GMPc active une protéine kinase G (PKG), ce
qui engendre une relaxation. Cette derniére découle directement de trois actions de
la PKG. En premier lieu, elle active la phosphatase de la chaine légére de la
myosine inhibant ainsi 1’appareil contractile de la cellule musculaire lisse % La
PKG peut aussi phosphoryler et ainsi inhiber les canaux calciques favorisant ainsi
une diminution de la concentration intracellulaire de calcium "%, Enfin, la PKG
phosphoryle aussi les canaux potassiques, ce qui a pour effet d’augmenter leur
activité qui favorise ’hyperpolarisation et entraine ultimement la fermeture des
canaux calciques et donc une baisse de la concentration intracellulaire de calcium

8 11 a aussi été démontré que le NO pouvait activer directement les canaux

potassiques musculaires lisses sans passer par la voie du GMPc 6,

En plus de ces effets sur le tonus vasculaire, le NO a aussi des effets anti-
thrombogéniques. En effet, en plus de diffuser vers le muscle lisse, le NO est aussi
sécrété dans la lumiére des vaisseaux sanguins ou, avant d’€tre dégradé par
’oxyhémoglobine, il peut demeurer actif & proximité de 1’endothélium en inhibitant
I’adhésion des leukocytes aux cellules endothéliales 85, Une partie de cet effet
implique probablement une régulation négative NO-dépendante de I’expression des
molécules d’adhésion endothéliales, des molécules-1 d’adhésion intercellulaires
(ICAM-1) et des molécules-1 d’adhésion vasculaires (VCAM-1) 66:67 Le NO est
aussi un puissant inhibiteur de I’aggrégation plaquettaire et il peut agir en synergie
avec la PGI, pour inhiber I’activation des plaquettes et pour exercer des effets
fibrinolytiques 8 11 semblerait que le NO puisse aussi agir directement sur
’environnement composant la paroi vasculaire en limitant la prolifération et la

69

migration des cellules musculaires lisses ™, ainsi qu’en diminuant leur production

de molécules matricielles ”°.

La régulation de la production de NO a été le sujet de nombreuses études. Pergue au

début comme une enzyme exclusivement constitutivement active, il a été démontré
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depuis que ’activité de la eNOS peut étre régulée par de nombreux stimuli. Les
activateurs physiologiques les mieux connus de cette enzyme sont les forces de
cisaillement et 1’étirement circonférentiel cyclique ”'. Il a aussi été démontré que
I’exercice physique stimulait la production de NO chez I’humain 7 et I’expression
de la eNOS chez le porc . La eNOS peut aussi étre activée par les catécholamines,
’acétylcholine, I’hypoxie, la vasopressine, les oestrogénes, les autacoides tels que
la bradykinine et I’histamine, les facteurs dérivés des plaquettes tels I’ADP et la
sérotonine (5-HT) ainsi que des facteurs formés lors de la coagulation du sang tels

que la thrombine *%7+7.

Le NO n’est pas uniquement anti-thrombogénique et vasodilatateur. Il a aussi
d’autres rdles physiologiques. Il peut agir en tant que neurotransmetteur et
participer aux mécanismes impliqués dans la mémoire *, I est aussi cytotoxique et
posséde des activités antimicrobienne *', antitumorale ® et immunosuppressive *.
La plupart de ces activités, a 1’exception de la mémoire, sont attribuables aux
dérivés du NO formeés, entre autres, par les réactions de ce dernier avec 1’oxygéne
%_ Au niveau de la mémoire, le NO semble agir sur la plasticité neuronale en

augmentant les niveaux cérébraux de GMPc 8%,

1.1.2.3-Vasodilatation indépendante du NO et de la PGI;

Il est rapidement devenu évident, suite a la découverte de la PGI; et du NO, qu’un
autre facteur vasorelaxant dérivé de ’endothélium pouvait agir sur le muscle lisse.
En effet, des observations ont permis de démontrer que les agonistes cholinergiques
pouvaient provoquer 1’hyperpolarisation de certaines cellules musculaires lisses
artérielles ®. Ce n’est qu’en 1984 que la dépendance endothéliale de cette
hyperpolarisation a été observée ***%. Vint ensuite la démonstration de la sécrétion
endothéliale d’EDHF (* ‘endothelial-derived hyperpolarizing factor’’), un médiateur
diffusible causant I’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses *. Etant donné
la capacité qu’a le NO et probablement la PGI; de causer I’hyperpolarisation de
certaines cellules musculaires lisses %, la question évidente qui fut soulevée était

de savoir si ’EDHF était réellement un facteur différent du NO et de la PGI,.
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Il a été observé que la synthése de NO ne pouvait pas toujours étre totalement
inhibée en utilisant un inhibiteur de la NOS *°. Les expériences de Cohen et
collaborateurs ont démontré, premiérement, que la sécrétion de NO par
I’acétylcholine n’est que partiellement bloquée par les inhibiteurs de la NOS et,
deuxiémement, que la sécrétion de NO, plutét que celle d’un autre facteur, est
entiérement responsable des vasodilatations de 1’artére carotide de lapin. De plus,
les isoformes 3A, 2E et 1A du cytochromes P450 semblent étre en mesure de
générer du NO a partir de la L-arginine et pourraient contribuer a la synthése de NO
dépendante des cytokines par les hépatocytes *'*2. Ainsi, cette synthése de NO
indépendante de la eNOS alimente la controverse quant a la possibilité d’avoir des
EDHF différents du NO synthétisés par les cytochromes P450. Il a aussi été
démontré que le NO pouvait étre stocké dans les cellules endothéliales en de petites

quantités sous forme de réserves résistantes aux inhibiteurs de la eNOS %,

Toutes ces observations mettent en doute 1’existence d’un facteur vasodilatateur
différent du NO ou de la PGI,. Pourtant, dans la plupart des lits artériels, le NO, a
I’opposé de I’acétylcholine et de la bradykinine, ne cause pas d’hyperpolarisation
des cellules musculaires lisses . Les libérations de NO et d’EDHF sont toutes deux
calcium-dépendantes mais les antagonistes de la calmoduline préviennent plus

9495 D’autres

efficacement les réponses EDHF-dépendantes que NO-dépendantes
observations permettant la mise en évidence des différences entre le NO et EDHF
démontrent que la production d’anions superoxydes, qui piégent efficacement le
NO %7 n’affecte pas les relaxations attribuables 8 EDHF *%%°, D’autres études ont
aussi démontré la présence de réponses vasodilatatrices EDHF-dépendantes chez
des souris transgéniques ne possédant pas de géne codant pour la eNOS %1%,
Ainsi, la possibilité que le NO et EDHF ne fasse qu’un est trés minime. De plus, il a
été démontré que la production de NO exerce un effet négatif sur la libération
d’EDHF et que I’inhibition ou I’absence d’activité de la NOS favorise 1’apparition
et augmente ’amplitude des relaxations dépendantes de 1’endothélium attribuables

3 EDHF 101-103



Les mémes conclusions peuvent étre appliquées lorsqu’on compare EDHF et la
PGI,. En effet méme si la PGI, peut hyperpolariser les cellules musculaires lisses
par I’augmentation d’AMPc, un effet obtenu par 1’ouverture des canaux potassiques
dépendants de I’ATP, les relaxations dépendantes d’EDHF impliquent plut6t
’activation des canaux potassiques calcium-dépendants 1% De plus, les inhibiteurs
des cyclooxygénases bloquent les réponses dépendantes de la PGI; sans affecter les

réponses dépendantes d’EDHF.
1.2- Facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (EDHF)

Les vasodilatations indépendantes du NO et de la PGI; sont plus marquées au
niveau des petites artéres. En effet, il a été observé que les relaxations dépendantes
d’EDHF sont plus importantes au niveau des artéres de résistance plutét qu’au
niveau des artéres de conductance '%. De nombreuses études ont pu observer des
relaxations dépendantes d’EDHF chez un grand nombre d’espéces animales et au
niveau de plusieurs lits vasculaires. Chez I’humain, des réponses dépendantes
d’EDHF ont été observées au niveau des artéres coronaires '%''2, de I’artére

07114 de 1’artére rénale ''>''® des

120-126

mammaire interne '°7', de D’artére radiale

117-119

artéres cérébrales et des artéres de résistances de divers lits vasculaires

1.2.1- Mécanisme d’action d’EDHF

Par définition, le facteur EDHF est une substance libérée par I’endothélium qui
provoque I’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses sous-jacentes.
Invariablement, les agonistes qui suscitent des relaxations de type EDHF causent un
déplacement rapide du potentiel membranaire des cellules endothéliales vers le
potentiel d’inversion du potassium ( -80 mV) suivi d’une stabilisation de 10 a 20
mV sous le potentiel de base ou d’un retour graduel vers ce demier 127128
L’ouverture des canaux potassiques activés par le calcium (Kca) endothéliaux est
responsable de la réponse hyperpolarisante comme cela a été démontré par trois
évidences soit : i) une sortie d’ions Rb" par les cellules endothéliales chargées avec

cet ion '?, ii) une relation inverse entre ’amplitude des changements de potentiel
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membranaire endothélial  induits par des agonistes et la concentration
extracellulaire  d’ions potassiques ([K']o) , de fagon & transformer
I’hyperpolarisation en dépolarisation a des [K'], supérieures & 25-50 mM 127 et iii)
une hyperpolarisation atténuée en présence de toxines peptidiques telles que
’apamine, un inhibiteur sélectif des canaux potassiques activés par le calcium a
petite conductance (SKc,), la charybdotoxine, un inhibiteur des canaux potassiques
activés par le calcium a conductance intermédiaire (IKc,) et a grande (BKca)
conductance ainsi que de certains canaux potassiques voltage-dépendants (Kv) et
I’ibériotoxine, un inhibiteur sélectif des canaux potassiques activés par le calcium a

36131 1e mécanisme endothélial qui permet

grande conductance (BKc,)
I’activation des canaux potassiques est trés méconnu. Comme pour le NO, ’EDHF
pourrait étre libéré suite a I’activation d’une protéine G. En fait, alors que le NO
serait sécrété suite a ’activation de la sous-unité By d’une protéine G, I’EDHF serait
plutdt dépendant de la sous-unité a 132 1 es cibles potentielles de cette sous-unité o
sont incertaines. En effet, il pourrait s’agir de canaux potassiques, de canaux

cationiques ou encore de recepteurs présents sur le réticulum endoplasmique.

Il a été démontré que le nickel, un inhibiteur des canaux cationiques non sélectifs,
pouvait bloquer la réponse vasodilatatrice & la bradykinine indépendante du NO et
de la PGI, . Les cellules endothéliales expriment un tel canal cationique non
sélectif perméable au calcium qui est inhibé par la protéine kinase G 134 Ainsi, il
semblerait que la réponse vasodilatatrice dépendante d’EDHF produite par la
bradykinine soit diie 4 une inhibition de la protéine kinase G, ce qui augmenterait le
calcium intracellulaire endothélial en levant I’inhibition sur les canaux cationiques
sensibles au nickel **!*. Ce mécanisme pourrait aussi expliquer 1’effet négatif qu’a
la production de NO sur la libération d’EDHF. En effet, ’activation de la protéine
kinase G par le NO favorise I’inhibition de ces canaux cationiques et limite ce type
d’augmentation intracellulaire de calcium. Les cellules endothéliales sont
dépourvues de canaux calciques activés par le voltage. Une hyperpolarisation
permet donc 1’élévation de la concentration de calcium intracellulaire ([Ca**]) en
augmentant le gradient électrochimique qui permet I’influx de calcium dans la

cellule ',
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En plus de la possible implication des canaux cationiques non sélectifs, un autre
type de canal perméable au calcium pourrait étre responsable de I’activation des
Kca. Des études récentes semblent démontrer que ce canal calcique dépendant des
réserves cellulaires est un canal nommé récepteur a potentiel transitoire (TRP)
(“’transient receptor potential’’) . Les canaux TRP peuvent, dans certains cas,
étre activés par une stimulation de récepteurs couplés a une protéine Gq ainsi que

13138 1 ’ouverture de ces canaux est

par des récepteurs couplés a la tyrosine kinase
directement reliée a [’épuisement des réserves calciques du réticulum
endoplasmique et elle permet une entrée capacitive de calcium dans I’endothélium
139140 Ainsi, lorsque les réserves calciques du réticulum endoplasmique diminuent,
ces canaux sont activés permettant 1’ouverture des Kc, par le biais de
’augmentation de [Ca®*}. L’épuisement des réserves calciques du réticulum
endoplasmique induit par des agonistes est en général relié a 1’activation de la
phospholipase C et la formation subséquente d’IP; qui stimule la libération de

141 Pourtant, d’autres mécanismes sont certainement

calcium par le réticulum
impliqués puisque des €études ont démontré que méme en absence de récepteur IP;
dans les lymphocytes B, il était impossible de bloquer I’entrée capacitive de
calcium ', L’ouverture des TRP ou d’autres types de canaux calciques dépendants
des réserves cellulaires est obtenue soit grace a un couplage mécanique direct avec
les récepteurs IP; ou par le calcium agissant comme un facteur activateur

14318 1’augmentation de [Ca®*]; ne semble pas étre

cytosolique et diffusible
I’acteur majeur responsable de I’activation d’une  ‘’synthétase’> d’EDHF
dépendante du calcium. En effet, au niveau des artéres cérébrales moyennes de rat,
I’agoniste direct des IKca,, le 1-EBIO, dont 1’action est indépendante de la

phospholipase C, suscite des relaxations de type EDHF sans élever la [Ca®);

endothéliale au-dessus des niveaux basaux 4314,

1.2.2-Facteurs EDHF

Le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium semble en fait étre plusieurs
facteurs plut6t qu’un seul (Figure 2). Sa nature, bien que différente du NO et de la
PGI, tel qu’expliqué précedemment, dépend du type d’artére et de ’espece étudiés.

Plusieurs candidats ont été proposés et étudiés lors des vingt derni¢res années
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Figure 2. Facteurs hyperpolarisants dérivés de I’endothélium (EDHFs)

Les réponses générées par ’EDHF sont initiées par une augmentation de la concentration
intracellulaire de Ca®* résultant d’une entrée de calcium par les canaux cationiques non-sélectifs
ainsi que d’une libération de Ca®* par le réticulum sarcoplasmique. L’activation des canaux
potassiques dépendants du calcium qui s’en suit provoque I'’hyperpolarisation des cellules
endothéliales. Cette hyperpolarisation peut ensuite étre transmise au muscle lisse adjacent par les
jonctions Gap myoendothéliales ou par un efflux de K' originant des canaux SKc, et IKc,
endothéliaux qui peut hyperpolariser les myocytes adjacents en activant les canaux Kir et la pompe
Na'/K*-ATPase. Au niveau de certains vaisseaux sanguins, comme les grosses artéres coronaires,
’activation du cytochrome P450 endothélial et la formation résultante d’EETs pourraient étre une
étape requise dans la régulation de la [Ca*]i 1) et 4), I’activation des canaux Kc, 2), ou la
communication par les jonctions Gap 3). Enfin, la libération d’EETSs peut activer les canaux BK¢, au
niveau des cellules musculaires lisses 5).

Smooth muscle
cells

4_1_' = Gap junction

(Figure 1). En effet, au niveau de I’artére mammaire humaine, I’EDHF serait I’acide
11,12-époxyéicosatriénoique 3 Le peptide natriurétique de type C a aussi été
proposé comme EDHF au niveau des artéres mésentériques du rat selon Chauhan,
alors qu’Edwards a quant a lui identifié les ions K* comme EDHF dans ces artéres
136147 e groupe de Busse a démontré la présence d’un EDHF formé par le
cytochrome P450 2C au niveau des artéres coronaires du porc 18 D’autres ont
proposé un endocannabinoide soit 1’anandamide comme étant un EDHF au niveau
des arteres mésentériques du rat 49 Chez la souris au niveau des artéres
mésentériques, ’EDHF serait le péroxyde d’hydrogéne selon le groupe de

150

Nakashima . Enfin, Sandow a proposé un EDHF au niveau des artéres
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mésentériques du rat qui ne serait en fait pas un facteur diffusible mais plutét un
transfert électrique de I’hyperpolarisation endothéliale vers les cellules musculaires
lisses par le biais des jonctions gap myoendothéliales 151 EDHF demeure donc un

terme qui regroupe plusieurs facteurs hyperpolarisants potentiels (Figure 2).

1.2.2.1-Endocannabinoides

L’anandamide et le 2-arachidonoylglycérol sont des endocannabinoides qui ont été
suggérés comme EDHF possibles '“°. Ces deux substances sont synthétisées & partir
de phospholipides membranaires contenant de 1’acide arachidonique par I’action de
la transacyclase. En 1995, Ellis et collaborateurs démontraient que 1’anandamide
causait une vasodilatation cérébrale chez le rat en libérant des prostanoides '*.
L’année suivante, il fut démontré par Randall que I’anandamide était un
vasodilatateur au niveau des artéres mésentériques du rat mais que les produits de la
cyclooxygénase n’étaient pas impliqués dans la réponse '*°. Depuis cette étude, de
nombreux mécanismes ont ét¢ proposés pour expliquer les actions vasculaires de
’anandamide. Ceux-ci incluent une libération de NO '**, une activation de canaux

149155 une conversion en métabolites de 1’acide arachidonique 156 une

potassiques
activation des jonctions gap et d’EDHF '*’, une inhibition des canaux calciques ',
une implication des prostanoides '** et une action sur les nerfs sensoriels favorisant
la libération, par ces derniers, de neurotransmetteurs tels que le peptide apparenté

au gene de la calcitonine qui produit une vasorelaxation 6o,

Pourtant, pratiquement toutes ces démonstrations et études ont été subséquemment
réfutées par d’autres groupes '®%'®% Les principaux points contentieux sont
I’implication de I’endothélium et le role des récepteurs aux cannabinoides.
Beaucoup de critiques ont été soulevées quant a la sélectivité¢ de 1’antagoniste des
récepteurs aux cannabinoides CB;, le SR141716A. En 1999, il a été proposé que
I’anandamide agissait en partie en se liant & un récepteur, différent de CB; et CB,,
présent sur ’endothélium au niveau des artéres mésentériques du rat '®. Ce
récepteur, responsable de la vasorelaxation a I’anandamide, semble étre couplé a
’activation de la MAP kinase et des IK¢, et BKc, par ’entremise d’une protéine G.

Il a été démontré par Kunos et ses collégues qu’un analogue des cannabidiols, le O-
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1918, antagonise ce récepteur endothélial sans affecter CB; ou CB; 164 Cet
antagoniste s’avére étre un outil potentiellement trés utile pour I’étude de ce
récepteur endothélial 4 I’anandamide mais bien qu’il semble étre assez sélectif pour
son récepteur, d’autres études devront étre faites afin de démontrer son absence
d’effets sur d’autres sites tels que les canaux potassiques. Malgré cela, sans étre
directement un EDHF, I’anandamide pourrait donc, par I’activation de ce récepteur

endothélial au niveau des artéres, étre couplé 4 une libération d’EDHF ',

1.2.2.2-Peptide C natriurétique

Le peptide C natriurétique (CNP) appatient a une famille de peptides vasoactifs
comme le peptide natriurétique auriculaire (ANP), le peptide natriurétique cérébral
(BNP) et I'urodilatine. Ces peptides ont des propriétés vasodilatatrices et
diurétiques et ils jouent un réle important dans ’homéostasie cardiovasculaire
165166 1.¢ CNP est présent en grandes concentrations dans les cellules endothéliales
vasculaires '®. C’est un puissant relaxant des cellules musculaires lisses, surtout au
niveau coronaire ‘"8, 11 inhibe aussi la prolifération des cellules vasculaires ainsi

169-171 ' 1 s effets cardiovasculaires du CNP

que la production d’aldostérone
découlent de 1’activation des récepteurs aux peptides natriurétiques (NPR) des sous-
types B (NPR-B) et C (NPR-C) 172 Les NPR-B et NPR-C sont abondamment
exprimés au niveau du muscle lisse et il a ét¢ démontré que le mécanisme par lequel
le CNP induit la vasorelaxation est par le biais d’une hyperpolarisation du muscle
lisse dépendante des récepteurs NPR-C 173 Cette hyperpolarisation est inhibée en

présence de tétraéthylammonium 1,

Le CNP a donc été proposé comme EDHF au niveau des artéres mésentériques du
rat par Hobbs et ses collaborateurs 147 Selon ce groupe, 1’activation d’une protéine
Gq endothéliale active une phospholipase C augmentant ainsi la [Ca®*};. (Figure 3)
Ceci a pour effet de stimuler ’ouverture des canaux Kca.. Cette ouverture des
canaux potassiques et\ou 1’augmentation de la [Ca®"]; provoque la libération de
CNP par un mécanisme inconnu. Le CNP libéré se lie & son récepteur sur les

cellules musculaires lisses soit le NPR-C et active les canaux potassiques a
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rectification entrante (K;;) couplés a une protéine G;. L hyperpolarisation du muscle
lisse et donc la vasorelaxation sont sensibles a une combinaison d’apamine, un
bloqueur des SKc,, et de charybdotoxine, un bloqueur des IKc, 13 De plus, une
combinaison de Ba**, un bloqueur des Kj;, et de ouabaine, un inhibiteur de la pompe
Na‘/K*-ATPase, bloque aussi I’hyperpolarisation diie au CNP. Chauhan a aussi
démontré que la vasodilatation dépendante du CNP est sensible & I’acide 18a-
glycyrrhétinique, un bloqueur des jonctions gap, ce qui semble démontrer que ces
jonctions sont nécessaires au mécanisme de relaxation peut-€tre en permettant un
transfert direct de I’hyperpolarisation grice a une stimulation des jonctions gap par
le CNP ou par un produit de son activité. Cette étude semble bien démontrer que le
CNP peut hyperpolariser le muscle lisse par un mécanisme d’action semblable a
celui démontré par d’autres mais ’auteur n’explique pas I’activation de la pompe
Na'/K*-ATPase par le CNP. En fait, alors que le CNP semble étre un candidat
intéressant, d’autres études devront étre effectuées avant de pouvoir admettre avec

certitude que le CNP est un EDHF.
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Figure 3. Hyperpolarisation endothéliale et musculaire lisse dépendante du peptide

C natriurétique. La libération endothéliale de CNP active les récepteurs NPR-C du muscle lisse

qui, par le biais d’un couplage & une protéine Gi, méne I’activation d’un canal potassique a

rectification entrante (K;;) couplé a une protéine G; et ainsi & 1’hyperpolarisation.

1.2.2.3-Péroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Les espéces oxygénées radicalaires (ROS) ont des effets vasoconstricteurs et,
lorsque présentes en concentrations €levées, elles ont des effets cellulaires néfastes
multiples. Pourtant, la découverte que la superoxyde dismutase et la catalase ont un
effet positif sur les relaxations dépendantes de 1’endothélium au niveau des artéres
cérébrales de chat suggerent une action vasodilatatrice des ROS ', 11 a été proposé
qu’EDHF pouvait étre un ROS étant donné que 1’endothélium peut générer des

quantités importantes de radicaux libres '®'"*. Les principaux ROS retrouvés au
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niveau de ’endothélium incluent 1’anion superoxyde (Oy), le radical hydroxyl (OH)

et le péroxyde d’hydrogéne (H20,).

Les sources endothéliales les plus importantes de ROS sont la NADPH oxydase, les
enzymes du systéme du cytochrome P450, les mitochondries et la eNOS (Figure 4).
La NADPH oxydase endothéliale peut étre activée par I’angiotensine II, les facteurs
de croissance libérés par les plaquettes, la thrombine, les glucocorticoides, les

stimuli dépolarisants et les forces de cisaillement 176-180,

Les isoenzymes
endothéliales et musculaires lisses du cytochrome P450 générent aussi des ROS
lorsqu’elles sont activées mais aucune implication des ROS synthétisés par ces
enzymes n’a été démontrée au niveau des relaxations dépendantes de I’endothélium
181-183 1 o mitochondries représentent une source physiologique importante de ROS
et elles possédent une péroxydase et une superoxyde dismutase toutes deux
membranaires qui permettent le traitement local des ROS synthétisés 184187 Malgré
cela, de grandes quantités de H,O, sont formées par les mitochondries 188 Aucune
étude n’a permis a ce jour de mettre en évidence une production concomitante de

péroxyde d’hydrogéne par les mitochondries endothéliales en réponse a un stimulus

physiologique.

La eNOS peut étre découplée lorsque deux éléments essentiels a son
fonctionnement normal sont absents ou rares soit le cofacteur tétrahydrobioptérine
et le substrat lui-méme, la L-arginine 0191 Cette forme de la eNOS, dans laquelle
la réduction de ’oxygeéne n’est plus couplée & ’oxydation de la L-arginine, génere
des ROS '*2. Ainsi, la eNOS produit probablement peu de ROS chez un sujet sain
alors qu’en condition pathologique, il est possible qu’elle en génére une quantité
importante. Le péroxyde d’hydrogéne endogéne semble contribuer aux
vasodilatations dépendantes de I’endothélium S6:1GI50:19%194 1 6 H,0, hyperpolarise
le muscle lisse en activant les canaux potassiques par 1’oxydation des groupements
sulfhydryl qui les composent 19519 [ es canaux principalement affectés semblent

193 mais les canaux

étre les canaux BKc, dans la plupart des lits vasculaires
sensibles 2 ’ATP semblent aussi étre ciblés par le H,O, au niveau de certaines

artéres 1% (Figure 5). Le H,O; a aussi des actions relaxantes indirectes en stimu-
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Figure 4. Formation_et dégradation du péroxyde d’hydrogéne (H,O»).

Les anions superoxydes (ROS) générés par les enzymes endothéliales (la nicotinamide adénine
dinucléotide (NADPH) oxydase, la xanthine oxydoréductase (XO), la monoxyde d’azote synthétase
découplée (eNOS), le cytochrome P450 (CYP), ou la chaine mitochondriale de transport d’électrons)
vont demeurer & ’endroit de leur formation puisque la charge qu’ils transportent limitent leur
passage a travers les membranes cellulaires. Le superoxyde, formé spontannément ou par I’action de
la superoxyde dismutase (SOD), est réduit au péroxyde d’hydrogéne (H,0,) qui ne transporte pas de
charge supplémentaire et peut donc traverser les membranes. Le H,0, peut soit traverser les
membranes et agir sur des cellules cibles adjacentes, soit participer a des réactions de type Fenton ou
Haber-Weiss avec les métaux (ex. Fe) et\ou avec le superoxyde pour former des radicaux hydroxyls
(-OH). La présence de catalase ou de glutathione (GSH) péroxydase inactive le H,0, et le métabolise

€n eau.

lant la production d’acide arachidonique par un mécanisme dépendant de la

protéine kinase C '**?%_ 11 stimule aussi la formation de GMPc et d’AMPc par des

mécanismes dépendants d’une libération de NO 2°!2%2

203

et d’un récepteur a tyrosine
kinase “, respectivement (Figure 5). L’augmentation de la quantité d’acide
arachidonique induit une vasodilatation en activant les canaux BK¢, musculaires
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2% De plus, les niveaux plus élevés de substrat pour la cyclooxygénase

lisses
permettent une augmentation de la formation de PGI,, une substance reconnue pour
son action vasodilatatrice. En effet, les relaxations induites par le H,O, semblent
étre bloquées par des inhibiteurs de la cyclooxygénase dans certaines études 2%,
Enfin, le GMPc et I’AMPc peuvent tous deux stimuler des canaux potassiques et
donc hyperpolariser les cellules musculaires lisses. Le GMPc peut aussi favoriser la
déphosphorylation de la myosine a chaine 1égére créant ainsi une vasorelaxation, un

effet obtenu avec le H,O, 207,

Ainsi, plusieurs arguments semblent démontrer que le H,O, pourrait étre un EDHF
soient : 1) les cellules endothéliales produisent du H,0,, ii) le H,O, relaxe et
hyperpolarise le muscle lisse, iii) les canaux BKc, sont impliqués dans les réponses
a I'H;0,, iv) les forces de cisaillement peuvent, dans certains cas, induire la
production endothéliale de H,0,, v) le H,0O; est une substance qui peut diffuser
passivement au-travers des membranes cellulaires et vi) les synthéses de H,O; et
d’EDHF sont inhibées par le NO. Pourtant, beaucoup d’évidences semblent réfuter
la possibilit¢ du H;O; d’étre un EDHF soient: i) les relaxations dépendantes

d’EDHF ne sont pas toujours inhibées par la catalase 2%%%%

, i) la cinétique de
I’hyperpolarisation diie au H,O, est différente de celle induite par EDHF '%, iii)
EDHF a une sensibilité différente aux inhibiteurs sélectifs des canaux potassiques
210 iv) des excés de superoxyde dismutase n’élevent pas nécessairement 1’amplitude
de la vasodilatation en augmentant la production de H,0, *!! et, v) le H,O, affecte
’homéostasie du calcium et les mécanismes contractiles cellulaires 27212214 e
H,0; peut donc étre un EDHF chez certaines espéces mais il semble évident que la

plupart des relaxations induites par EDHF different de celles induites par le H,0,.

1.2.2.4- Jonctions Gap myoendothéliales

De nombreuses études utilisant des préparations de type ‘’sandwich’’, construites a
I’aide de tranches d’artéres avec et sans endothélium posées 1’une contre I’autre

dans lesquelles 1’endothélium et le muscle lisse sont électriquement découplés, ont
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révélées une absence de relaxation de type EDHF en réponse a des agonistes tel que
I’acétylcholine 22" Ces résultats ont illustré la possibilit¢ que le facteur
hyperpolarisant dérivé de I’endothélium n’était peut-étre pas un facteur diffusible
mais plutdt un processus qui impliquerait un passage électronique passif de
Phyperpolarisation endothéliale vers le muscle lisse a travers les jonctions gap
myoendothéliales. Au niveau du muscle lisse, la relaxation serait ensuite obtenue de
la maniere typique a tout EDHF, la fermeture des canaux calciques dépendants du

voltage.

Vascular
myocyte

(Ellis et al., 2003)"®
Figure 5. Action du péroxyde d’hydrogéne (H,O,) sur les cellules musculaires

lisses. Le péroxyde d’hydrogéne (H,0,) peut affecter I’activité des canaux potassiques des cellules

musculaires lisses en activant les canaux potassiques activés par le calcium (Kc,) et ceux sensibles a
I’ATP (Katp) et en inhibant les canaux potassiques dépendant du voltage (Ky). Le H;0, favorise la
production d’acide arachidonique (AA) qui peut directement ouvrir les canaux Kc,. L’inhibition de
la pompe ATPase (SERCA) du réticulum endoplasmique éléve la concentration de calcium
cytosolique (Ca;®*), ce qui ouvre les canaux K, et ferme les canaux Ky. L’inhibition des enzymes
impliquées dans la phosphorylation oxydative (TCA) diminue les concentrations intracellulaires
d’ATP et augmente donc ’activité des canaux Ka1p. La stimulation de la guanylate cyclase soluble
(sGC) augmente la production de GMPc, ce qui provoque la dilatation en activant les kinases

dépendantes du GMPc et les canaux potassiques.
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Les jonctions gap sont formées de deux canaux, appelés connexons, ancrés I’un a
’autre de cellule a cellule. Chaque canal est composé de 6 sous-unités protéiques,
les connexines (Cx), qui traversent la membrane 4 fois tout en exposant deux

20 I’interaction des domaines

domaines peptidiques du co6té extracellulaire
extracellulaires de connexons voisins forment un pore central aqueux permettant la
diffusion intercellulaire d’ions et de molécules de diverses cascades cellulaires de
taille inférieure a 1 kDa et conférant donc une continuité électrique a basse
résistance aux deux cellules couplées 22'. Les jonctions gap individuelles peuvent
s’associer en plaques, composées de centaines de jonctions membranaires,

131 Les principales sous-unités des

observables par microscopie électronique
connexines retrouvées dans le systéme vasculaire sont la Cx 37, la Cx 40, la Cx 43

et la Cx 45.

Il a été démontré que le nombre de jonctions gap myoendothéliales augmente avec
la diminution de la taille de I’artére étudiée *', une observation qui s’accorde avec
la présence accrue de relaxation dépendante d’EDHF dans les vaisseaux de petites
tailles '®*??2, De nombreuses études semblent démontrer que les vasodilatations
dépendantes d’EDHF sont sensibles aux bloqueurs des jonctions gap
myoendothéliales. En effet, dans les artérioles de la muqueuse du petit intestin de
cochon d’Inde, 1’acétylcholine induit des courants potassiques sortant au niveau
endothélial qui sont bloqués par la combinaison d’apamine et de charybdotoxine.
Suivant 1’administration d’un bloqueur des jonctions gap, 1’acétylcholine induit
encore des courants potassiques sortant au niveau endothélial mais ce n’est plus le
cas au niveau des cellules musculaires lisses. Ceci suggére que les deux types
cellulaires sont reliées électriquement et qu’ils forment un syncitium fonctionnel 22
22 Drautres observations ont permis de démontrer que le couplage électrique direct
des cellules endothéliales et musculaires lisses joue un rdle central dans les
réponses vasculaires dépendantes d’EDHF. En effet, les peptides mimétiques des
Cx, considérés actuellement comme les meilleurs inhibiteurs des jonctions gap,
diminuent les hyperpolarisations et relaxations du muscle lisse induites par
I’acétylcholine, la substance P, I’ATP et la bradykinine au niveau des grosses

. . 157;217;226-232
artéres de lapin, de rat et de porc """ .
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Une des principales critiques voulant réfuter la possibilitt qu’EDHF soit un
transfert électrique de I’hyperpolarisation de I’endothélium vers le muscle lisse est
basée sur la faible probabilité que cette hyperpolarisation endothéliale non
régénérative transférée vers le muscle lisse puisse provoquer I’hyperpolarisation et
la relaxation de toutes les cellules musculaires lisses sous-jacentes sans étre dissipée
passivement dans la masse relativement imposante de la média 23 En réponse a
cette critique, il a été démontré que ’hyperpolarisation provenant d’une seule
cellule endothéliale pouvait provoquer, par transfert électrique, la relaxation d’un
segment artériolaire entier 28425 e transfert électrique de 1’hyperpolarisation
semble pouvoir étre amélioré ou favorisé par des substances capables, en théorie, de
traverser les jonctions gap. Il a été démontré que I’AMPc, par exemple, est en
mesure d’augmenter le couplage de cellule a cellule par jonctions gap grice a un
mécanisme peu connu impliquant soit une phosphorylation des Cx par la protéine
kinase A et\ou le recrutement rapide des Cx & la membrane cellulaire 236238
L’acétylcholine peut générer des augmentations endothéliales d’AMPc par un
mécanisme indépendant de la formation de prostanoide, ce qui révele une voie
potentiellement intéressante pour 1’étude de la réponse dépendante d’EDHF 239240
Il a aussi été proposé que I’ AMPc pourrait étre transféré vers le muscle lisse par les
jonctions gap et provoquer I’hyperpolarisation mais cette possibilité se heurte &
deux solides critiques 2?°. Premiérement, si I’hyperpolarisation du muscle lisse
induite par EDHF était ainsi dépendante de I’action de I’AMPc, on devrait étre en
mesure de la bloquer en utilisant des inhibiteurs des canaux potassiques ciblés par
I’ AMPc tels que les canaux sensibles & I’ATP. Or, les relaxations atténuées par les
bloqueurs des jonctions gap ne sont pas affectées par les inhibiteurs de ces canaux
potassiques. Deuxiémement, si I’AMPc diffusait vers les cellules musculaires lisses
par les jonctions gap, il devrait alors étre activement synthétisé sans relache pour
compenser sa rapide dilution au niveau des couches cellulaires du muscle lisse. Il
est donc plus réaliste d’envisager que ’AMPc est impliqué dans la régulation
dynamique de la communication par les jonctions gap plutdt que d’étre lui-méme
un EDHF. Les jonctions gap myoendothéliales semblent donc étre en mesure d’agir
en tant que transporteur d’un EDHF électrique au niveau de plusieurs types
d’artéres chez plusieurs espéces. Pourtant, d’autres études seront nécessaires afin de
comprendre les mécanismes précis régulant ce transfert et afin d’élucider
23



’apparente absence d’implication des jonctions gap myoendothéliales dans d’autres

tissus les exprimant.

1.2.2.5-Acides époxyéicosatriénoiques (EETS)

L’hypothése d’une implication des produits dérivés de I’activité des cytochromes
P450 (CYP 450) dans la régulation du tonus vasculaire a été émise suite a la
démonstration que 1’acide arachidonique, lorsqu’appliqué de maniére exogene,
induisait une relaxation de segments vasculaires isolés. En plus de leur multiples
fonctions, les cytochrome P450 sont en mesure de métaboliser 1’acide

arachidonique en produits biologiquement actifs ¢!,

Dans plusieurs arteres, les
réponses dépendantes d’EDHF sont atténuées par des substances qui inhibent la
phospholipase A,, ’enzyme responsable de la libération de 1’acide arachidonique a
partir des phospholipides membranaires. Etant donné qu’il est clair que la PGI,
n’est pas un EDHF, un produit de la lipooxygénase ou du cytochrome P450
devenait alors un candidat possible >*%*?**. Les enzymes du cytochrome P450 sont
liées & la membrane, posseédent un groupement heme et forment un systéme multi-
enzymatique composé, en plus de ’enzyme CYP 450, d’une NADPH-CYP
réductase contenant un FAD/FMN et du cytochrome bs. Plus de 400 isoformes
différentes de cytochrome P450 ont été découvertes a ce jour. Les deux principaux
produits du cytochrome P450 ayant des effets sur le tonus vasculaire sont les
époxyéicosatriénoiques (EETs) et les acides hydroxyéicosatriénoiques (HETESs)
(Figure 6). Ces derniers, synthétisés par les cytochromes P450 4A, ont des effets

vasoconstricteurs 2#.

Les EETs, produits par le cytochrome P450, induisent des relaxations de type

EDHF en réponse 4 1’Ach ou la bradykinine au niveau d’artéres rénales 2462/,

24 183;249-252, d’artéres de muscles

256

8 d’artéres coronaires
254;255
, &

d’artéres pulmonaires

squelettiques *°, d’artéres carotides

artéres de tissus sous-cutanés “° et
d’artéres mésentériques 27>, De nombreux isoformes du cytochrome P450 sont en
mesure de synthétiser des EETs comme les cytochromes P450 1A, 2B, 2C, 2D, 2E,

2] et 4A ¥*? Au niveau endothélial, les principaux cytochromes P450
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responsables de la synthése d’EETs sont les cytochromes 2B, 2C8, 2C9, 2C10,
2C11, 2C23, 2C34, 2J2 et 2J4. Les cytochromes 4A2 et 4A3 endothéliaux, bien que

responsable de la formation de 20-HETE, semblent aussi €tre en mesure de
synthétiser des EETs 263,

L’expression endothéliale des cytochromes P450 2C augmente en réponse a
I’étirement pulsatile de la paroi vasculaire et en réponse aux forces de cisaillement
266 1 es récepteurs a 1’androstane et & ’acide rétinoique, des récepteurs nucléaires
apparentés a la superfamille des récepteurs aux hormones stéroidiennes, sont
impliqués dans la régulation de la famille des CYP450 2. Les régions promotrices
de plusieurs génes de CYP450 2C possedent des éléments de réponse a ’hypoxie
qui favorisent ’expression des cytochromes 2C et la formation de EETs %67 Les
régions promotrices des genes de CYP450 2C8 et 2C9 contiennent aussi des
éléments de réponse aux glucocorticoides qui sont reconnus et activés par les
récepteurs aux glucocorticoides humains 268 Tes glucocorticoides augmentent
I’expression des cytochromes 2C8 et 2C9 et donc la production d’EETs 268 De
nombreuses drogues cardiovasculaires actuellement utilisées et métabolisées, du
moins en partie, par les CYP450 2C semblent pouvoir affecter 1’expression
endothéliale de ces cytochromes. En effet la fluvastatine, un inhibiteur de la HMG-
CoA réductase métabolisée par le CYP450 2C9 du foie 269 semble augmenter

I’expression endothéliale de ce cytochrome chez le porc 270,
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Figure 6. L’acide arachidonique et ses métabolites. L’acide arachidonique peut étre

métabolisé en plusieurs composés par I’action de la cyclooxygénase, de la lipoxygénase et des
cytochromes P450. Les principaux produits de ’acide arachidonique générés par les cytochromes
P450 sont les acides époxyéicosatriénoiques (EETs) et les acides hydroxyéicosatriénoiques
(HETES). Les EETs et le HETEs ont des effects prononcés sur le tonus vasculaire et les EETs ont

souvent été proposés comme EDHF potentiels.

Le degré d’activité du cytochrome P450 semble étre principalement déterminé par
la disponibilité de son substrat, 1’acide arachidonique. Etant donné que les
inhibiteurs de la phospholipase A, une enzyme dont I’activité est dépendante du
calcium, atténuent les réponses vasculaires dépendantes d’EDHF, le mécanisme
impliqué dans cette réponse semble donc étre basé sur une augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium induite par un stimulus. Ceci permet
P’activation de la phospholipase A, qui libére ensuite 1’acide arachidonique des
phospholipides membranaires. L’augmentation du substrat peut ensuite
immédiatement activer les enzymes du cytochrome P450, lorsque celles-ci sont
exprimées, et ainsi générer des EETs. Un autre mécanisme semble aussi étre

impliqué dans Pactivation des cytochromes P450. En effet, les CYP450 peuvent
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étre phosphorylés et ceci semble pouvoir avoir un effet direct sur 1’activité de

272 et sur sa dégradation *”.

I’enzyme *”, sur sa localisation intracellulaire
Les niveaux d’EETs dépendent aussi directement des systémes responsables de leur
dégradation telles que la cyclooxygénase (pour le 5,6-EET et le 20-HETE),

I’hydrolase époxyde soluble 27 275

et la [B-oxidation “°. Certains produits de
dégradation d’EETs générés par ces enzymes, tels que la 5,6-EET PGE), synthétisée
par la cyclooxygénase, produisent des effets biologiques qui sont souvent opposés

aux effets engendrés par les EETs >

Les EETs proposés comme EDHF sont les 5,6-, 11,12- et 14,15-EETs (Figure 6).
Ils peuvent hyperpolariser les cellules musculaires lisses en augmentant la

probabilité d’ouverture des canaux BKc, ***"*"7

(Figure 7). Le mécanisme par
lequel les EETs activent les canaux BKc, demeure controversé. Des études
¢électrophysiologiques ont démontré que les EETs pouvaient activer ces canaux sans
y avoir acceés du coté extracellulaire, ce qui suggeére une activation indirecte par les
EETs 2’8, Cette activation pourrait étre dépendante de la stimulation d*une protéine
Gs, qui serait en mesure d’altérer la sensibilité des canaux BK¢, au calcium 278279
Des études démontrent aussi que les canaux BKc, peuvent étre activés par ’AMPc

et par la protéine kinase A 2802

et il a été observé que le 11,12-EET peut stimuler
cette derniére 2*%. Le fait que les EETs activent les canaux BKc, a souvent servi a
réfuter 1’hypothése voulant qu’ils soient des EDHFs. En effet, les réponses
vasodilatatrices dépendantes d’EDHF sont en général inhibées par 1’apamine et la
charybdotoxine plutét que par I’ibériotoxine, un bloqueur spécifique des canaux
BKc.. 11 semblerait pourtant que les EETs soient aussi en mesure d’engendrer des
réponses de type EDHF qui sont inhibées par 1’apamine et la charybdotoxine et non
par I’ibériotoxine '*2. Ainsi, il est donc possible que les EETs provoquent

I’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses par d’autres voies que les canaux

BKca.

Les EETs semblent aussi jouer un rdle important dans la régulation de la
concentration intracellulaire calcique des cellules endothéliales. En effet, les EETs

semblent agir directement sur les canaux cationiques non-sélectifs formés de
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protéines Trp en augmentant leur probabilité d’ouverture 284(Figure 2). L’activation
de ces canaux augmente ’entrée de calcium dans la cellule endothéliale et cela,
couplé a I’activation des canaux SKc, et IKca, suggére fortement la possibilité que
les EETs soient en fait des seconds messagers intracellulaires régulant

I’hyperpolarisation endothéliale plut6t que des EDHFs en soit (Figure 7).

En plus d’amplifier ’hyperpolarisation endothéliale, les EETs semblent aussi
faciliter le transfert de cette hyperpolarisation des cellules endothéliales vers les
cellules musculaires lisses. En effet, au niveau de cellules endothéliales en culture
et au niveau du muscle gracilis de hamster, les EETs facilitent la communication
par les jonctions gap par un mécanisme dépendant de la protéine kinase C

285;286(Figure 7).

Les EETs peuvent étre hydrolysés par 1’hydrolase époxyde soluble en acides
dihydroxyéicosatriénoiques (DHETSs). Ces derniers peuvent étre stockés dans les
phospholipides tels que la phosphatidylcholine et les phosphatidylinositols 287:288
Cette incorporation d’EETs dans les réserves endothéliales de phospholipides est
catalysée par une acyl coenzyme A synthétase 2 Ces réserves d’EETs semblent
pouvoir étre libérées par un mécanisme indépendant de 1’activité des cytochromes
P450 2. L’existence de ces réserves relance donc le débat voulant que les EETs
soient des EDHF puisque leur libération ne semble pas pouvoir étre bloquée par les
inhibiteurs conventionnels des CYP450. Ainsi, leur implication dans les

hyperpolarisations musculaires lisses reliées &8 EDHF est donc trés compliquée a

étudier.

Alors que les EETs semblent pouvoir jouer un réle dans les vasorelaxations
dépendantes d’EDHF, il existe tout de méme de nombreuses évidences qui
démontrent qu’ils ne sont pas impliqués dans tous les types artériels. En effet, les
inhibiteurs des époxygénases du cytochrome P450 n’ont aucun effet sur les
réponses dépendantes d’EDHF au niveau des artéres mésentériques et hépatiques du

rat %% des artéres carotides du cochon d’inde **2

et des artéres coronaires de
bovin **. De plus, au niveau des artéres carotides du cochon d’inde, les EETs

exogénes n’amplifient pas I’hyperpolarisation des cellules endothéliales, excluant
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Figure 7. EETs et EDHF. Effets directs et indirects par le biais des jonctions gap

myoendothéliales et le role des jons K'. a)Les EETs peuvent agir comme messagers
g g

intracellulaires et extracellulaires. Suite a une stimulation par la bradykinine (BK), la concentration
intracellulaire de Ca®* ([Ca®'];) augmente et méne & I’activation d’une phospholipase (PLipase) qui
libére I’acide arachidonique des phospholipides membranaires (PLs). L’activation subséquente d’une
époxygénase du cytochrome P450 (CYP2C) résulte en la production d’EETs qui peuvent ensuite
agir sur la sensibilité au Ca®* des canaux potassiques dépendant du Ca?* (Kc,), sur la formation de
cAMP par 1’adénylate cyclase (AC), ainsi que sur le couplage des jonctions gap entre les cellules
endothéliales. Les EETs ou leurs métabolites peuvent aussi diffuser dans le muscle lisse et activer les
canaux K¢, a large conductance (BKc,) sensibles a I’ibériotoxine (IbTX). b)La stimulation des
cellules endothéliales par des substances telles que I’Ach, la BK et la substance P (SP) ou par des
agonistes augmentant la concentration de Ca®* tels que 1’ionophore A23187 et la thapsigargin
entraine [’hyperpolarisation endothéliale en activant les canaux K¢, a petite et intermédiaire
conductances (SKc, et IKc,) inhibés par ’apamine et la charybdotoxine (ChTX), respectivement.
L’hyperpolarisation des cellules endothéliales méne 4 une accumulation d’ions K* dans I’espace
sous-endothélial en concentration suffisante pour activer les canaux potassiques 3 rectification
entrante (K;;) bloqués par le Ba® et la pompe Na'/K* sensible 4 la ouabaine. L’hyperpolarisation des
cellules endothéliales, suivant 1’activation des canaux Kc, peut étre transmise le long de la

monocouche des cellules endothéliales ou vers les cellules musculaires lisses par les jonctions gap.
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ainsi un effet autocrine des EETs 22, Les métabolites de I’acide arachidonique,
soient les EETs, ne semblent pas représenter ’EDHF universel mais chez certaines
espéces et dans divers lits artériels, ils semblent étre impliqués directement ou
indirectement dans I’hyperpolarisation de 1’endothélium et du muscle lisse
dépendante d’EDHF.

Le polymorphisme important des cytochromes P450 permet aussi de croire que
d’autres isoformes de ce complexe enzymatique pourraient €tre régulées de fagons
différentes et que les produits synthétisés par ces enzymes pourraient avoir des
cibles différentes de celles énumérées ci-dessus. Il est donc possible que les
métabolites de 1’acide arachidonique puissent étre impliqués de maniére encore

inconnue dans les vasorelaxations dépendantes d’EDHEF.

1.2.2.6-Ions potassiques (K*)

C’est en 1980 qu’un rdle de la pompe Na'/K*-ATPase vasculaire a été reconnu dans
la relaxation obtenue avec I’acétylcholine #**. Il est ensuite rapidement devenu clair
que I’activation de cette pompe peut mener 4 I’hyperpolarisation du muscle lisse
29529 1 a pompe Na'/K*-ATPase est composée d’hélices a transmembranaires et de
feuillets p *’(Figure 8). Les hélices a forment un canal dans la membrane et elles
sont responsables de la plupart des fonctions physiologiques attribuables a la
pompe. Elle posséde un site intracellulaire d’hydrolyse d’ATP et un site
extracellulaire de liaison aux glycosides de type digitalique 27 7] existe au moins 3
isoformes de la sous-unité o soient les isoformes a;, o, ainsi que a3 et 2 isoformes
de la sous-unité P soient B et B2 2%8 1 .a pompe Na'/K'-ATPase est électrogénique et
fonctionne de maniére cyclique en transportant 2 ions K* vers I’intérieur de la
cellule et 3 ions Na' vers I’espace extracellulaire & chaque cycle. Ce transfert
requiert 1’énergie obtenue par ’hydrolyse d’une molécule d’ATP par cycle . Ce
ratio de 3 charges positives vers I’extérieur pour 2 vers I’intérieur explique le fait
qu’une activation de la pompe Na*/K*-ATPase provoque une hyperpolarisation du
muscle lisse. La pompe Na‘/K'-ATPase vasculaire est sensible a de légéres

augmentations de la concentration extracellulaire de K". En effet, une augmentation
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de 5 a4 15 mM active la pompe et peut provoquer une dilatation des vaisseaux

sanguins.

Extraceliular space 2K*

[K ‘]°= 4 mM
[Na* o= 140 mM A

Jo.

[cr .H‘?CO3 eic.= 150 mM

COOH

HoN

j COOH B

Cytoplasm 3Na*

(K=] =140 mM
[Na*);= 12 mM
o] ,Hchajl.atc.z 150 mM

(Marin et al., 1999)*”

Figure 8. Structure de la pompe Na'/K'-ATPase. La sous-unité o traverse la membrane

plasmique huit fois et les deux parties terminales NH,- e¢ COOH- sont dans le cytoplasme. La
phosphorylation de I’enzyme par I’ATP ou le phosphate inorganique a lieu sur ’acide aminé ASP-
369. La sous-unité B traverse la membrane plasmique une seule fois et les parties terminales NH,- et

COOH- se retrouvent respectivement dans le cytoplasme et dans 1’espace extracellulaire.

Une telle augmentation de la concentration extracellulaire d’ions potassiques peut

aussi activer les canaux potassiques a rectification entrante (Kj) 301

en augmentant
leur probabilité d’ouverture (P,) 302 Cette augmentation de la P, des canaux Kj; est
probablement obtenue en diminuant le bloc des canaux par les polyamines et par le
magnésium (Mg?") *®. Les canaux Kj sont exprimés dans de nombreux types
cellulaires et leur courbe de courant en fonction du voltage démontre une forte
rectification entrante. Cette rectification s’explique par le fait que pour n’importe
quel voltage, le flux interne d’ions potassiques est plus grand que le flux externe a
voltage égal opposé. En condition physiologique, la rectification de ces canaux est
telle que trés peu de courant les traverse a des potentiels membranaires plus positifs

que -40 millivolts **. Les ions Mg®" intracellulaires sont responsables de cette

rectification 4 des potentiels positifs et il a été démontré que de légeres
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augmentations de la concentration extracellulaire d’ions potassiques sont en mesure

de déplacer les ions Mg** qui bloguent le canal 305306

Une augmentation de 5 a 15 millimolaires d’ions K* externes au niveau vasculaire
peut donc engendrer une dilatation artérielle sensible au barium (Ba®), un bloqueur
sélectif des canaux K; lorsqu’appliqué & des concentrations inférieures a 50
micromolaires, et sensible & la ouabaine, un bloqueur de la pompe Na'/K*-ATPase
89307308 1 *hypothése proposant les ions K comme étant un EDHF a été proposé en
premier en 1998 130 Cette hypothése fiit basée sur trois observations faites au
niveau d’artéres mésentériques et hépatiques de rat: i) Les réponses dépendantes
d’EDHF induites par I’acétylcholine peuvent étre atténuées par 1’administration
simultanée de Ba®* et de ouabaine sans affecter I’hyperpolarisation endothéliale, ii)
des augmentations de la concentration extracellulaire de K" hyperpolarisent et
dilatent des préparations artérielles ne possédant pas d’endothélium et cet effet peut
étre bloqué par le Ba”* et la ouabaine et iii) des mesures avec une électrode sensible
au K* démontrent une augmentation de la concentration d’ions K*, induite par

I’acétylcholine, dans un espace myoendothélial putatif '*°.

Le mécanisme proposé par Edwards et ses collaborateurs est caractérisé par une
libération, induite par un agoniste, d’ions potassiques par les canaux SKc, et IKc,
endothéliaux. Cette libération a pour effet d’augmenter la concentration
intercellulaire, soit entre I’endothélium et le muscle lisse, de K activant ainsi les
canaux Kj et les pompes Na'/K'-ATPases des cellules musculaires lisses.
L’hyperpolarisation du muscle lisse qui s’en suit induit la fermeture des canaux

calciques vasculaires de type L favorisant ainsi la dilatation artérielle B0Figure 2).

Des études fonctionnelles avec des vaisseaux de souris transgéniques ne possédant
pas de génes codant pour les canaux K;; suggérent que les réponses de type EDHF
dépendantes des ions K* pourraient impliquer des canaux Kj du sous-type 2.1 309,
D’autre part, des études fonctionnelles a 1’aide d’anticorps spécifiques suggérent
que la composante sensible & la ouabaine, impliquée dans les réponses aux ions K
des artéres mésentériques de rat, est la Na*/K*-ATPase constituée des sous-unités a
et a; et sensible a des concentrations de ouabaine d’environ 500 nanomolaires 310
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La relaxation artérielle induite par une légeére augmentation de la concentration
extracellulaire des ions K n’est pas mise en doute mais la possibilité que les ions
K" soient un EDHF est en revanche la cible de plusieurs critiques. En effet, le fait
que les réponses de type EDHF soient souvent résistantes au Ba®" et 4 la ouabaine,
méme si les artéres étudiées se dilatent en réponse a 1’application de K exogéne,
démontrent que les ions K* ne sont pas ’EDHF universel '26225%230:2356311312 {jp¢
critique qui revient souvent est basée sur le fait qu’une contraction artérielle
obtenue a 1’aide d’une concentration élevée d’agoniste provoque une dépolarisation
qui favorise un efflux d’ions K* par les canaux BKc, des cellules musculaires
lisses. Cet efflux de K peut alors créer un nuage d’ions K* qui serait en mesure de
masquer ’activation des canaux K;; et de la pompe Na*/K'-ATPase par des sources

additionnelles de K* 313314,

Une autre critique provient d’études démontrant que dans des artéres munies d’un
endothélium intact, les relaxations induites par le potassium sont bloquées par une
combinaison de Ba?* et de ouabaine alors que dans les artéres sans endothélium, le
Ba®* n’a plus d’effet et seule la ouabaine bloque les relaxations 2%*!!, Ces résultats
semblent suggérer que les canaux K, seraient exprimés sur 1’endothélium plutét que
sur le muscle lisse tel qu’originellement proposé. Ainsi, plutét que de favoriser
I’hyperpolarisation directement sur le muscle lisse, les canaux K; endothéliaux
activés par le potassium pourraient maintenir, alimenter ou induire
I’hyperpolarisation de I’endothélium et cette derniére pourrait €tre transmise au
muscle lisse par Iintermédiaire des jonctions gap myoendothéliales *'**'°. En effet,
il semblerait que I’hyperpolarisation endothéliale induite par le potassium puisse
étre transmise aux cellules musculaires lisses sous-jacentes par les jonctions gap
puisque I’hyperpolarisation et la relaxation du muscle lisse dépendante de
’endothélium et des ions K sont atténuées par le Gap 27 et I’acide 18a-

glycyrrhétinique, deux bloqueurs des jonctions gap *'4*'%.

L’implication potentielle des jonctions gap dans la réponse vasculaire de type
EDHF dépendante du potassium n’explique pourtant pas le role de la pompe

Na‘/K'-ATPase. En effet, les concentrations de ouabaine utilisées pour inhiber la
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pompe Na'/K'-ATPase et donc les réponses vasorelaxantes induites par I’EDHF
n’ont aucun effet sur le potentiel membranaire de repos ni sur la communication par
les jonctions gap myoendothéliales *'?'", L’hypothése voulant que les ions K*
soient un EDHF est basée sur des études électrophysiologiques alors que les études
la réfutant reposent sur des expériences mesurant le tonus vasculaire. Ces derniéres
sont, comparativement aux études électrophysiologiques, beaucoup plus difficiles a
interpréter en raison de la présence obligatoire d’un agoniste vasoconstricteur.
Ainsi, I’élévation du calcium intracellulaire des cellules musculaires lisses en
réponse 4 cet agoniste pourrait résulter en la diffusion de Ca** vers I’endothélium
par le biais des jonctions gap myoendothéliales, ce qui pourrait influencer les
mécanismes calcium-dépendants de 1’endothélium *'®. En effet, les études mesurant
la tension et le potentiel membranaire simultanément démontrent que ’efficacité du
K" en tant qu’EDHF diminue avec I’augmentation de la stimulation obtenue avec
un agoniste vasoconstricteur >, Ainsi, la présence d’un nuage potassique telle
qu’avancée par Richards et ses collaborateurs en 2001 pourrait donc étre diie a une
concentration élevée d’agoniste vasoconstricteur, une situation peu probable en
condition physiologique. Il est interessant de noter que chez I’homme sain, une
infusion de Ba®* et de ouabaine réduit le flot sanguin de I’artére brachiale et
I’infusion de K" produit une vasodilatation sensible a ces inhibiteurs, ce qui suggére
1a possibilité que le potassium, en tant qu’EDHF, ait un role physiologique réel **.
L’implication des jonctions gap n’a aussi pu étre démontrée que dans les études de
vasoréactivité *® alors qu’elles ne semblent jouer aucun rdle dans les études

électrophysiologiques démontrant que le potassium agit comme un EDHF 320

Les ions K* ne semblent pas, 4 la lumiére de toutes les études sur le sujet, étre
I’EDHF universel mais ils semblent clairement étre impliqués dans les
hyperpolarisations et vasorelaxations dépendantes d’EDHF dans certaines artéres et
chez certaines espéces. L’importance du réle occupé par le potassium dans les
réponses vasculaires dépendantes d’EDHF et la possibilité que cet ion soit un
EDHF demeurent incertaines surtout en raison des méthodes utilisées pour étudier

ce phénomene.
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1.2.2.7- EDHF : un consensus?

Depuis les 15 derni¢res années, il y a donc eu une multitude d’hypothéses quant a la
nature du facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium. En plus des
endocanabinoides, des métabolites de 1’acide arachidonique, du péroxyde
d’hydrogéne, du peptide C natriurétique, des ions potassiques et de
I’hyperpolarisation  transférée  électriquement par les jonctions gap
myoendothéliales, d’autres candidats au titre d’EDHF ont été proposés puis
rapidement rejetés. Parmi ceux-ci se retrouvent la  -citrulline et 1’adénosine. Il a été

rapporté par Ruiz et Tejerina (1998)>!

que la -citrulline pourrait relaxer 1’aorte
thoracique du lapin par un mécanisme impliquant la guanylate cyclase particulaire,
le GMPc et les canaux SKc.. Ainsi la p-citrulline, un produit secondaire de la
formation de NO, devenait un candidat EDHF possible. Pourtant, un autre groupe a
par la suite démontré, en utilisant le méme protocole que Ruiz et Tejerina, que la -
citrulline était incapable de produire une vasorelaxation au niveau des aortes
thoraciques de rat et de lapin **>. Ces résultats contradictoires s’expliquent
probablement par le fait que la p-citrulline peut, en présence de synthétase et de
lyase d’arginosuccinate, €tre recyclée en L-arginine par les tissus. La ~citrulline

pourrait donc relaxer les tissus indirectement par I’intermédiaire de la synthése de

NO a partir de la | -arginine recyclée *%.

L’adénosine est un important vasodilatateur endogéne des artéres coronaires >, Le
role de l’endothélium dans le mécanisme de la vasodilatation induite par
I’adénosine n’est pas clair. Les cellules endothéliales semblent exprimer les
récepteurs Asp & 1’adénosine * mais des études démontrent que la relaxation,
induite par 1’adénosine, des artéres coronaires humaines est indépendante de
P’endothélium et implique ’activation des récepteurs A,g du muscle lisse liés aux
canaux Kc, 3. Une autre étude suggére une relaxation, induite par I’adénosine, de
type EDHF et donc dépendante de I’endothélium au niveau des artéres carotides et
mésentériques du rat mais de plus amples confirmations de ces résultats par d’autres

groupes sont toujours attendues **7.
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Un consensus basé sur de nombreuses évidences suggére que les réponses
vasculaires dépendantes d’EDHF sont initiées par une augmentation de la
concentration calcique endothéliale favorisant 1’activation des canaux SKc, et IKc,
endothéliaux. Ces derniers, par I’extrusion de potassium, induisent
I’hyperpolarisation des cellules endothéliales. Dans certains tissus, cette
hyperpolarisation endothéliale peut étre affectée par les EETs (Figure 7).
L’hyperpolarisation endothéliale peut ensuite étre véhiculée aux cellules
musculaires lisses par la légére augmentation de la concentration extracellulaire de
K", résultant de ’activation des canaux endothéliaux SKca et IKc,, et qui active la
pompe Na'/K'-ATPase et les canaux K; du muscle lisse (Figure 2).
L’hyperpolarisation peut aussi €tre transférée au muscle lisse par une libération
endothéliale d’endocannabinoides, de peptide C natriurétique et de péroxyde
d’hydrogeéne. Ces substances agissent toutes sur le muscle lisse en activant des
cibles telles que les canaux Kj, la pompe Na*/K*-ATPase et les canaux BKc,. Les
jonctions gap myoendothéliales peuvent aussi permettre un transfert direct et
électrique de 1’hyperpolarisation endothéliale vers le muscle lisse (Figure 2). Ces
mécanismes ne sont pas nécessairement mutuellement exclusifs et il est donc
possible que plusieurs de ceux-ci soient responsables des réponses vasodilatatrices
dépendantes d’EDHF. De nombreux paramétres incluant 1’état d’activation des
cellules musculaires lisses, la densité des jonctions gap myoendothéliales, les
niveaux d’expression des différents isoformes du cytochrome P450, les différents
isoformes exprimées de la pompe Na'/K*-ATPase et des canaux K, 1’dge et I’état
de santé des animaux étudiés ainsi que les protocoles utilisés pour les études
peuvent donc avoir un effet sur la nature du ou des EDHFs présents dans un lit

artériel particulier.

1.3- Dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est présente dans de nombreuses maladies vasculaires.
Elle est caractérisée par une détérioration de la fonction vasodilatatrice de
I’endothélium et elle peut se manifester par une diminution de la sécrétion de
vasodilatateurs, par leur inactivation, ou encore par une augmentation de la

production de vasoconstricteurs. Chez les patients athérosclérotiques, les
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contractions paradoxales des artéres coronaires a 1’Ach représentent le marqueur
ultime de la dysfonction endothéliale 112328329 1 es Iésions endothéliales et donc la
progression de la dysfonction endothéliale peuvent étre la conséquense d’un
débalancement entre les facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs, entre les
agents coagulants et anticoagulants ou encore entre les facteurs de croissance et les
inhibiteurs de cette derniére. Des lésions endothéliales peuvent aussi étre
occasionnées par des facteurs chimiques, biochimiques ou mécaniques. Des
sécrétions physiologiques et pathophysiologiques anormales induites par des
stimulations exagérées de 1’endothélium peuvent aussi favoriser le développement
de 1ésions endothéliales et ainsi de la dysfonction endothéliale. Cette derniére peut
étre maintenue par plusieurs facteurs cellulaires tels que I’inflammation,
I’oxydation des lipoprotéines ou encore d’autres formes de stress oxydant. On

retrouve des dysfonctions endothéliales en condition d’endothélium régénére 330333

334335
, &

en présence d’hypercholestérolémie athérosclérose *>%**", d’hypertension

3% J’insuffisance rénale **°, et en présence de

338 dans I’insuffisance cardiaque
diabéte >*'**2_ Bien qu’il ne s’agisse pas d’une condition pathophysiologique, le
vieillissement engendre une dysfonction endothéliale qui devient plus importante

avec I’avancement en age *®.

1.3.1-Hypercholestérolémie

L’hypercholestérolémie est, comme son nom [’indique, définie par une
concentration supranormale de cholestérol dans le sang. Le cholestérol est tres
soluble dans les lipides mais trés peu dans I’eau et il est capable de former des
esters avec les acides gras. Environ 70% du cholestérol des lipoprotéines
plasmatiques est présent sous la forme d’esters de cholestérol. En plus d’étre ingéré
dans la diéte, le cholestérol peut étre synthétisé par le foie et par les cellules en de
moindres quantités. Le cholestérol est utilis¢é pour une panoplie de fonctions
physiologiques mais, mise & part sa transformation en acides choliques, il est
surtout utilisé comme composant des membranes cellulaires et dans les membranes
des organelles cellulaires. Le ratio de cholestérol par rapport aux phospholipides

dans les membranes est trés important dans le maintien de la fluidité membranaire.
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Le cholestérol plasmatique peut augmenter pour de nombreuses raisons soit par une
ingestion excessive de cholestérol et de gras insaturés ou encore pour des raisons
génétiques. Les lipoprotéines de faibles densités (LDLs) peuvent étre facilement
interceptées et absorbées dans I’endothélium vasculaire ou elles peuvent étre
rapidement oxydées **. L’hypercholestérolémie a été la cible de nombreuses études
vasculaires dans le but d’évaluer et d’élucider ses effets sur la fonction endothéliale

des vaisseaux sanguins.

1.3.1.1- Effets de DI’hypercholestérolémie sur la fonction vasodilatatrice
endothéliale indépendante d’EDHF

L’hypercholestérolémie induite par des régimes riches en graisses et en cholestérol
diminue les  relaxations dépendantes de ’endothélium %%,
L’hypercholestérolémie génétique altére aussi de maniere négative les

vasodilatations dépendantes de [I’endothélium 3%,

Un dysfonctionnement
endothélial induit par I’hypercholestérolémie est observable dans les arteres
périphériques 346 Cependant, I’hypercholestérolémie n’est pas associée a une baisse
des réponses du muscle lisse a la nitroglycérine, au nitroprussiate ou a I’adénosine.
Les mécanismes impliqués dans la dysfonction endothéliale observées en condition

hypercholestérolémique ne sont donc pas trés bien connus.

En effet, beaucoup d’études portent sur les effets vasculaires de 1’athérosclérose
plutdt que sur les effets de son principal précurseur, 1’hypercholestérolémie. Chez le
porc, la vasodilatation dépendante du NO est atténuée par I’hypercholestérolémie,
un effet qui semble étre dii & une réduction sélective des réponses endothéliales a
certains agonistes 347 Le méme type de dysfonction endothéliale a pu étre observé
dans d’autres modéles d’animaux hypercholestérolémiques tels que le lapin au

niveau de 1’aorte par exemple 47,

L’altération de la vasodilatation dépendante du NO chez le porc est limitée a la
réponse a certains stimuli seulement. En effet, alors que les réponses a la substance

P, a la bradykinine et aux forces de cisaillement ne semblent pas étre affectées en
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condition hypercholestérolémique, les réponses a la sérotonine et a la thrombine
sont diminuées. Il semble donc que seuls les stimuli couplés a une protéine G de

type Gi, soient affectés >*77%,

Ces observations semblent démontrer que
I’hypercholestérolémie n’affecte pas directement la production, la libération, la

diffusion ou ’action du NO.

La dysfonction endothéliale semble plutot résulter d’un défaut de couplage entre les
récepteurs membranaires et la protéine Gi;., elle-méme ou des cibles cellulaires de
cette derni¢re telles que des canaux ioniques ou la guanylate cyclase. Il est peu
probable que les récepteurs membranaires soient ciblés puisque la dysfonction
semble affecter toutes les réponses associées a la protéine Gi.; indépendamment des
sous-types de récepteurs impliqués. L’altération de 1’activité de la protéine G;i,
semble étre diie a un effet inhibiteur de la lysophosphatidylcholine ou a une forme
oxydée des LDLs **%°,

D’autres études expliquent la diminution des réponses vasodilatatrices dépendantes
du NO par un mécanisme completement différent. En effet, il semblerait que les
niveaux d’un inhibiteur compétitif endogéne de la NOS, la diméthylarginine
asymétrique (ADMA), soient augmentés chez des sujets hypercholestérolémiques et
athérosclérotiques. Cette augmentation favorise le déplacement de la | -arginine par
I’ADMA dans la réaction catalysée par la NOS et donc diminue la quantité de NO
produite. L’ADMA représente donc peut-étre un nouveau facteur expliquant la
dégradation des réponses vasorelaxantes dépendantes du NO en condition

hypercholestérolémique, ce qui favorise le développement de 1’athérosclérose
351,352

La dysfonction endothéliale est souvent associée a une hausse du stress oxydant
résultant d’une augmentation de la production de ROS endogénes tels que I’anion
superoxyde. Les cellules intimales hypercholestérolémiques produisent des niveaux
plus élevés d’anions superoxydes que les cellules normales 353 Ces anions
superoxydes réagissent avec le NO pour former du péroxynitrite et cette réaction
qui consomme le NO est trois fois plus rapide que celle de la neutralisation de

I’anion superoxyde par la superoxyde dismutase ***. En condition
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hypercholestérolémique, le métabolisme des LDLs par les cellules endothéliales et
les macrophages de la paroi vasculaire épuise les défenses antioxydantes locales

telles que 1’a-tocophérol et la coenzyme Q **°

. Une fois que ces défenses
antioxydantes sont épuisées, les LDLs subissent des oxydations et réduisent les
niveaux de NO en diminuant 1’expression de la eNOS par la déstabilisation de
’ARNm post-transcriptionnel **. Ainsi, cette action sur la eNOS en plus de la
formation de péroxynitrite par les ROS, accentue la diminution de la réponse

vasorelaxante dépendante du NO en condition hypercholestérolémique.

1.3.1.2- Effets de DI’hypercholestérolémie sur la fonction vasodilatatrice
endothéliale dépendante ’EDHF

Bien peu d’études ont testé les effets de 1’hypercholestérolémie sur la fonction
EDHF. Comme pour le NO (via une action sur la protéine Gj,), la
lysophosphatidylcholine semble inhiber les relaxations dépendantes d’EDHF %"
Au niveau des artéres gastroépiplopiques humaines, ’hypercholestérolémie semble
aussi réduire les relaxations EDHF '?2. D’un autre cdté, la relaxation dépendante de
I’endothélium est atténuée en condition hypercholestérolémique mais Ia
composante dépendante d’EDHF de cette relaxation est augmentée au niveau de
I’artére rénale de lapin **®, Cette étude semble démontrer un rdle de soutien du
facteur hyperpolarisant dans le maintien de la fonction vasculaire normale lorsque

I’activité du NO fait défaut.

D’autres études ont démontré des effets de I’hypercholestérolémie sur des
participants potentiels de la réponse 3 "EDHF. Etant donné la nature multiple
d’EDHF, il est possible que I’hypercholestérolémie affecte les vasodilatations
dépendantes de ce facteur en affectant les mécanismes qu’il utilise. Les canaux
BK(c., par exemple, pourraient €tre la cible d’'un EDHF formé d’EETs ou du peptide
C natriurétique et il semble que leur activité soit augmentée en condition
hypercholestérolémique **°. Cette augmentation de I’activité des canaux BKc,

semble étre d’avantage liée a la réponse dépendante du NO qu’a celle dépendante
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d’EDHF au niveau de 1’artére carotide du lapin hypercholestérolémique mais cette
observation ouvre la voie a de nouvelles investigations sur I’apport de ces canaux

dans la réponse induite par EDHF dans le cadre d’une hypercholestérolémie.

Il a aussi été démontré que 1’hypercholestérolémie augmente ’expression du
cytochrome P450 et la production d’EETs au niveau de 1’aorte de lapin *%. Il est
aussi probable que I’augmentation du stress oxydant en condition
hypercholestérolémique provoque, comme cela semble étre le cas pour la réponse
dépendante du NO, des altérations de la réponse vasodilatatrice impliquant EDHF.
Les canaux IKc, endothéliaux, des participants majeurs dans la génération de
I’hyperpolarisation endothéliale propre 8 EDHF, voient leur activité réduite par une
diminution de leur conductance unitaire au niveau de 1’aorte bovine en condition
hypercholestérolémique 361 1] a aussi été observé que 1’activité des canaux K;; des
cellules ventriculaires du cochon d’inde semble étre atténuée par
I’hypercholestérolémie **2, Ces canaux sont souvent impliqués dans la réponse &
EDHF que ce soit au niveau endothélial ou musculaire. Ainsi, une baisse de leur

activité pourrait engendrer une baisse de 1’efficacité¢ d’EDHF.

La pompe Na'/K*-ATPase est inhibée par les ROS et cet effet peut étre inversé par
I"utilisation d’antioxydants *6**%, Comme les canaux Kj, la pompe Na*/K*-ATPase
semble étre une cible vasculaire pour EDHF dans certaines artéres. Une inhibition
de cette pompe lors de conditions pathophysiologiques telles que
I’hypercholestérolémie peut, par ’augmentation du stress oxydant, mener a une
atténuation des réponses vasorelaxantes indépendantes du NO et de la PGI,. Ainsi,
différents participants des mécanismes possiblement impliqués dans les réponses
vasorelaxantes reliées a EDHF semblent pouvoir étre affectés par
I’hypercholestérolémie, mais des études supplémentaires seront nécessaires afin de
faire le lien entre ces observations et une réelle altération de la réponse dépendante

d’EDHF.
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1.3.2-Athérosclérose

L’hypercholestérolémie est un facteur de risque de 1’athérosclérose. Les cellules
endothéliales et les LDLs sont deux participants majeurs dans 1’établissement de
cette pathologie. L’ athérosclérose est une maladie insidueuse et chronique qui peut
prendre des décennies avant de se manifester cliniquement. La premiére étape
menant a la formation de plaques athérosclérotiques consiste en la pénétration de
LDLs dans la paroi artérielle ou ils subissent des modifications telles que des
oxydations (Figure 9, points 1 et 2). Cette étape est probablement présente dés
I’apparition de la condition hypercholestérolémique. Les LDLs oxydés peuvent
initier une cascade de réponses cellulaires telles que la production de médiateurs de
I’inflammation comme les cytokines. L’étape qui suit et qui est primordiale dans le
processus atérosclérotique est I’induction de molécules d’adhésion endothéliales
(Figure 9, point 3). Par la suite, les leukocytes, attirés par les cytokines
chémoattractives, s’attachent a ces molécules d’adhésion et pénétrent dans la paroi
vasculaire (Figure 9, point 4). Les monocytes qui sont ainsi entrés dans la paroi
deviennent des macrophages ingérant les LDLs oxydés. Un exces de LDL oxydés
recapté par les macrophages est toxique pour ces cellules qui deviennent résidentes
et se différencient en cellules spumeuses chargées en lipides (Figure 9, points 5, 6 et
7). En réponse a cela et a d’autres stimuli, des cellules musculaires lisses de la paroi
vasculaire migrent de la média vers I’intima ou elles proliferent et forment une
matrice extracellulaire qui contribuent a la formation des lésions athérosclérotiques

et des capsules fibreuses observées dans les derniers stades de ’athérosclérose %,

Les plaques athérosclérotiques sont caractéris€es par un noyau nécrotique de lipides
hautement thrombogéniques, une capsule fibreuse et une augmentation du nombre
de macrophages et de lymphocytes T aux embranchements artériels, soit les
endroits ou les ruptures de plaques ont habituellement lieu 367 L’intégrité des
capsules fibreuses dépend probablement d’une balance des forces entre la synthése
et la dégradation des matériaux matriciels, deux facteurs influencés par

I’inflammation. Des évidences suggerent que les métalloprotéinases matricielles
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contribuent a la déstabilisation des plaques en dégradant la matrice présente dans la

capsule fibreuse **®
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Figure 9. Progression de 1’athérosclérose dans le temps. 1) Entrée des LDL dans la paroi

artérielle. 2) Induction des cascades cellulaires. 3) Expression des molécules d’adhésion par
I’endothélium. 4) Les leukocytes, attirés par les chémokines, entrent dans la paroi artérielle grice
aux molécules d’adhésion. 5) Induction de la différenciation des lipoprotéines oxydées en cellules
spumeuses par les monocytes de la paroi artérielle. 6) et 7) Migration des cellules musculaires lisses
de la média vers I’intima ou elles proliférent et élaborent la matrice extracellulaire. 8)

Développement ultérieur de plaques athérosclérotiques plus complexes.

Lorsqu’une plaque atérosclérotique se rupture, le systeme circulatoire et les
composantes de sa cascade de coagulation sont exposés au noyau de lipides
thrombogéniques et la thrombose résultante peut provoquer, selon ’ampleur de
I’occlusion artérielle coronarienne, un infarctus du myocarde ou une angine
pectorale instable 39 Les artéres de résistance ne forment pas de plaques
athérosclérotiques en raison de I’absence d’espace sous-endothélial qui les
caractérise et aussi parce qu’elles ne sont pas soumises aux stress occasionn€s par

les variations de débit sanguin que 1’on retrouve dans les grosses artéres. Ainsi, en
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condition hypercholestérolémique, I’endothélium des arteres de résistances absorbe
les LDLs et les oxyde mais ces artéres ne développent pas de plaques
athérosclérotiques. Les plaques propres a 1’athérosclérose sont donc surtout
observables au niveau des artéres de conductance ou les dysfonctions endothéliales

induites par les facteurs de risque favorisent leur développement.

Malgré cela, des dysfonctions endothéliales ont été observées au niveau d’artéres de

30 Les dysfonctions endothéliales

résistance de la circulation périphérique
coronaires les plus importantes induites lors de 1’athérosclérose se retrouvent
surtout au niveau des embranchements artériels, soit au niveau des sites plus sujets
aux variations de flux sanguin *’'. La diminution de la production et de la sécrétion
de NO observable en condition hypercholestérolémique augmente les risques de
développement de I’athérosclérose étant donné la perte des fonctions

antithrombogéniques attribuables au NO %',

La diminution de lactivit¢ de la protéine Gi, observée en condition
hypercholestérolémique peut également favoriser le développement de
I’athérosclérose. En effet, la protéine Gi, inhibe 1’adénylate cyclase, diminuant
donc les niveaux d’AMPc. Inversement, une inhibition de cette protéine G cause
une augmentation d’AMPc dans 1’endothélium *¥’. Cette élévation des niveaux
d’AMPc semble favoriser la transformation ou la modulation de 1’endothélium sain
protectif 4 wun endothélium favorisant le développement de Iésions
athérosclérotiques entre autres par une augmentation de la liaison des monocytes &

’endothélium 72,

Les effets de I’hypercholestérolémie sur la fonction endothéliale semblent étre
amplifiés en condition athérosclérotique. Il a ét¢ démontré que la formation de PGI,
est diminuée dans les cellules endothéliales des segments de vaisseaux atteints

3 Les mécanismes impliqués dans cette diminution sont

d’athérosclérose
inconnus. L’ explication pourrait se trouver dans le fait que les péroxydes lipidiques
tels que l’acide 15-hydropéroxyéicosatétranoique (15-HPETE) et I’acide 13-
hydropéroxyoctadéca-diénoique (13-HPODE) ainsi que les LDLs oxydés ont un
effet inhibiteur puissant sur la PGI, synthétase 3 De plus, les anions superoxydes,
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dont les niveaux augmentent en conditions hypercholestérolémique et

athérosclérotique, inhibent la production endothéliale de PGI; 3,

Il semblerait qu’un effet sur EDHF pourrait €également étre en partie responsable de
I’altération des réponses vasodilatatrices observables lors de I’athérosclérose *°. Il a
été observé que les degrés de dysfonctions endothéliales correlent en général avec

376 Les dysfonctions endothéliales observées en

les degrés d’athérosclérose
condition hypercholestérolémique semblent donc toutes €tre amplifiées lorsque
1’athérosclérose se développe. Cet effet semble étre observable non seulement au
niveau des artéres de conductance sujettes au développement de plaques

athérosclérotiques, mais aussi au niveau des artéres de résistance.
1.4-Vieillissement

Le vieillissement est un processus normal caractérisé par de nombreux changements
physiologiques. En vieillissant, les organismes vivants deviennent plus sujets au
développement de diverses maladies et les capacités régénératrices et protectrices
du corps perdent de leur efficacité. Sans étre pathologique, le vieillissement est
souvent accompagné de conditions potentiellement néfastes qui peuvent favoriser
une accélération de son développement et donc favoriser ’apparition de diverses

maladies.

1.4.1- Effets du vieillissement sur le systéme vasculaire

Le vieillissement est associé a de nombreuses altérations du systéme vasculaire. Par
exemple, avec I’dge, 1’endothélium vasculaire devient plus perméable aux
macromolécules "’ L’inclusion de macromolécules tels que les LDLs dans la
média des artéres peut contribuer au développement éventuel de 1’athérosclérose 8,
Avec ’age, les grosses artéres sont plus allongées, présentent une lumiére plus large
et un épaississement de la paroi, surtout au niveau de I’intima et de la média 3 Les
cellules endothéliales de ces artéres sont parfois dotées de formes irrégulieres et les

cellules musculaires lisses proliférent et infiltrent parfois 1’espace sous-endothélial.
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Ces arteres présentent aussi souvent des dépositions de collagéne, d’élastine et de
protéoglycans exagérées ainsi qu’une abondance anormale de leukocytes et de

macrophages.

De nombreuses autres substances impliquées dans I’inflammation ou dans le
développement athérosclérotique sont aussi plus abondantes dans I’intima des

vieilles artéres 80381

L’un des principaux changements affectant le systéme
vasculaire lors du vieillissement est caractérisé par une perte de 1’élasticité artérielle
382 Cet effet semble étre plus important au niveau des artéres de conductance qu’au
niveau des artéres de résistance ***. La plupart des altérations vasculaires observées
lors du vieillissement peut aussi étre retrouvée lors de 1’athérosclérose. Ainsi, le
vieillissement a souvent été vu comme étant une étape précoce du développement
athérosclérotique et d’un autre c6té, 1’athérosclérose est pergue comme une forme
d’accélération du vieillissement artériel, un fait probablement amplifié par des
stimuli toxiques tels que ’hypertension ou I’hypercholestérolémie. Il est pourtant
important de noter que malgré les voies biochimiques semblables qui caractérisent
le vieillissement et 1’athérosclérose, les altérations artérielles présentes chez des

patients agés sains n’évoluent pratiquement jamais jusqu’au développement de

1’athérosclérose.

Les réponses contractiles dépendantes de 1’endothélium peuvent aussi étre affectées
par le vieillissement méme si elles demeurent inchangées dans bien des cas. Par
exemple, le muscle lisse de certaines artéres devient moins sensible a 1’endothéline
avec le vieillissement. Ceci semble étre di & une diminution de I’expression des
récepteurs a 1’endothéline ***. Chez le rat agé, les arteres coronaires sont plus
sensibles et se contractent plus fortement  la sérotonine **°. Dans ce cas-ci, le
mécanisme responsable semblerait €tre une augmentation de I1’affinité des
récepteurs 5-HT sensible a la sérotonine. Une telle augmentation des réponses a la

38 un facteur

sérotonine est également caractéristique de ’hypertension artérielle
de risque des maladies cardiovasculaires au méme titre que I’hypercholestérolémie.
Cette effet de 1’age sur les réponses induites par la sérotonine peut aussi étre di a la
présence d’endothélium de seconde génération qui ne répond plus de fagon

adéquate 2 cet agoniste **’. La réponse contractile dépendante de I’endothélium en
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réponse a la stimulation des récepteurs cholinergiques muscariniques est augmentée
avec 1’age, un effet qui résulte probablement de la formation de métabolites

388;389

vasoconstricteurs par la cyclooxygénase L’hypertension induit des

changements identiques chez le rat jeune **°.

Le vieillissement a aussi des effets sur la régulation du calcium intracellulaire. En
effet, I’age augmente la sensibilité au calcium des artéres mésentériques du rat **'. Il
semblerait que le vieillissement puisse induire des changements au niveau du
potentiel membranaire et des canaux calciques dépendants du voltage **2. Dans
certaines artéres, le potentiel membranaire de repos semble devenir plus négatif
avec I’age *°>. La pompe Na'/K'-ATPase semble aussi étre affectée par le
vieillissement. Une réduction de 1’activité de la pompe a €té démontré au niveau du
coeur 4gé et des aortes de rats **>**, L’activité de la pompe Na'/K*-ATPase ne
semble pas étre affectée par le vieillissement au niveau des artéres mésentériques et
cérébrales du chien alors qu’elle semble étre activée au niveau des artéres basilaires

du lapin ***7%,

1.4.2-Endothélium régénéré

L’endothélium vasculaire humain a une % vie d’environ 30 ans, au-dela de laquelle,
le nombre de cellules régénérées devient significatif. Aprés cette durée, les cellules
endothéliales commencent a €tre remplacées par de nouvelles cellules endothéliales
formant ainsi un endothélium régénéré. Peu de cas de maladies cardiovasculaires
sont observés chez I’homme durant les 30 premieres années de sa vie, ce qui porte a
croire que le rdle protecteur de I’endothélium regénéré n’est pas aussi efficace que

celui de ’endothélium original.

Cette hypothése a en premier lieu été supportée par une étude utilisant un cathéter
en forme de ballon pour enlever délicatement 1’endothélium des artéres coronaires

330 Malgré une accumulation initiale rapide de plaquettes aux sites denudés

de porc
d’endothélium, les animaux ont survécu et, un mois plus tard, un nouvel

endothélium était formé. Il semblerait méme que le nouvel endothélium était deux
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fois plus dense que I’ancien. Malgré sa densité, ce nouvel endothélium n’était plus
aussi anti-thrombogénique que 1’ancien endothélium tel que le démontrait la
présence de vasospasmes lors d’application de plaquettes sanguines directement au
site étudié, une réaction habituellement observée seulement en absence
d’endothélium **°.

Comme c’est le cas dans I’hypercholestérolémie, I’expression ou 1’efficacité de
certaines protéines G; semble étre altérée dans 1’endothélium regénéré **’. Avec des
cellules endothéliales de porc en culture, il a été démontré que la réponse induite
par la sérotonine est diminuée et que cet effet semble étre dii & des changements des
niveaux d’expression des protéines G; **"**®. Ainsi, il semblerait que lorsque les
cellules endothéliales se régénérent dans des conditions considérées anormales,
elles cessent d’exprimer des éléments clés nécessaires aux réponses impliquées
dans la sécrétion de sérotonine et de facteurs relaxants dérivés de 1’endothélium.
D’autres études ont appuyé cette hypothése. Par exemple, la fonction endothéliale
était défectueuse au niveau de segments d’artéres coronaires de chien aprés 30

minutes d’occlusions puis une période de reperfusion >%°.

Trois mois aprés
I’évenement, des accumulations de cellules blanches et de plaquettes pouvaient étre
clairement observées aux endroits ayant subi des lésions **°. Il est intéressant de
noter qu’aucune observation n’a permis, lors de cette étude, de démontrer qu’il y
avait eu perte et régénération de cellules endothéliales, donc ceci semble indiquer
que méme des perturbations mineures de 1’endothélium peuvent résulter en une

dysfonction endothéliale.

Des études récentes du groupe de Vanhoutte et Félétou ont démontré que I’EDHF
était affecté aprés régénération de I’endothélium. Toute les études animales ont
clairement démontré un déclin de la fonction de I’endothélium régénéré. En
présence de facteurs de risque tels que 1’hypercholestérolémie, un endothélium
régénéré pourrait ne pas étre suffisamment protecteur et accélérer les effets néfastes

de ces facteurs de risque.
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1.4.3- Effets du vieillissement sur la fonction vasodilatatrice endothéliale

indépendante d’EDHF

Le vieillissement est associé a une diminution de la vasodilatation dépendante de
I’endothélium. *® Cette réduction pourrait étre attribuable 4 une diminution de la
synthése de NO et de GMPc ou encore a I’épaississement de la paroi artérielle
observable lors du vieillissement, ce qui rend plus difficile 1’accés au muscle lisse
par le NO *®. L’influence du vieillissement sur les vasorelaxations dépendantes de
I’endothélium varie selon 1’espéce, 1’agoniste vasodilatateur et le lit vasculaire. La
réponse vasodilatatrice induite par 1’acétylcholine est atténuée au niveau de

plusieurs lits artériels “°1%%,

L’histamine induit aussi des vasodilatations en stimulant une libération de NO par
les cellules endothéliales. L’age diminue 1’ampleur de ces réponses a 1’histamine au
niveau des artéres mésentériques du rat et des artéres cérébrales du chien 400 Une
partie de la réponse vasorelaxante dépendante de I’histamine est induite par une
libération de PGI; et, au niveau des artéres mésentériques de chien, cette libération
est, paradoxalement plus importante chez les sujets plus agés 403 Ainsi, ces résultats
semblent suggérer que la diminution de la réponse relaxante induite par I’histamine
observée lors du vieillissement serait dile & une baisse de ’efficacité¢ des autres
composantes de cette réponse. D’un autre c6té¢, Woodman et ses collaborateurs ont
démontré que le vieillissement diminue les réponses vasodilatatrices induites par le
NO et par la PGI; chez le rat 404 11 est important cependant de noter que la
dégradation du NO est accélérée chez les rats 4gés malgré une augmentation de la
production de ce dernier 45 La PGI, ayant une % vie trés courte (10 sec), une
méme augmentation compensatoire de la production de PGI; avec 1’age pourrait se

produire.

Les réponses vasodilatatrices peuvent étre altérées par une ou des modifications des
mécanismes intracellulaires reliés a la formation et a la libération du NO. Chez le
porc, la vasorelaxation dépendante de 1’endothélium induite par la noradrénaline

(NA) dépendante des récepteurs a,-adrénergiques est atténuée avec 1’age 406 alors
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que les dilatations induites par la substance P ou la bradykinine ne sont pas
affectées. Il en est de méme avec les vasodilatations induites par ’ATP qui ne
semblent pas étre modifiées par le vieillissement 3% Le mécanisme responsable de
la libération de NO causée par I’activation des récepteurs op-adrénergiques et
muscariniques implique des protéines G spécifiques qui ne sont pas stimulées par
les récepteurs a la bradykinine, a I’ATP et a la substance P. Il est donc possible que
les protéines G de ce type spécifique, telles que les protéines G;j, perdent de leur
efficacité lors du vieillissement. Il est aussi possible que la perte de fluidité

membranaire associée au vieillissement altére la fonction des protéines G *”'.

Il est aussi trés probable que les vasodilatations dépendantes du NO soient affectées
par la génération d’un excédent de ROS lors du vieillissement. Il est maintenant
clair que les mécanismes impliqués dans la synthese et la libération du NO ainsi que

le NO lui-méme sont trés sensibles au stress oxydant *%

. Les produits de
péroxydations lipidiques augmentent avec 1’age et ils pourraient jouer un réle dans
le développement de maladies vasculaires et dans les altérations observées lors du
vieillissement. Il a été démontré que les niveaux de glutathione plasmatique, un
important co-facteur des enzymes antipéroxydantes qui protégent la paroi,

diminuent avec le vieillissement chez I’humain %%,

Cette diminution peut
représenter un facteur de risque dans le développement des dysfonctions
endothéliales associées au vieillissement. Il a aussi ét¢ démontré que les niveaux
plasmatiques de malondialdéhyde (MDA), un produit des péroxydation lipidiques
qui réduit les vasodilatations dépendantes de 1’endothélium dans I’artére de la queue
du rat, augmentent avec I’age *®. Le stress oxydant semble donc, comme c’est le
cas pour diverses maladies vasculaires, avoir un role a jouer dans les dysfonctions
endothéliales induites lors du vieillissement et ce, malgré des tentatives

d’augmentation de mécanismes antioxydants comme la f-caroténe 409,

1.4.4- Effets du vieillissement sur la fonction vasodilatatrice endothéliale

dépendante d’EDHF

Trés peu d’études ont examiné les effets du vieillissement sur la fonction

vasodilatatrice dépendante d’EDHF. Il y a lieu de croire que ces réponses
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vasorelaxantes puissent étre affectées comme le sont celles impliquant le NO,
puisque des altérations des réponses dépendantes de I’endothélium induites par le
vieillissement ont été observées au niveau des artéres de conductance et de
résistance. Cette hypothése a originellement été basée sur le fait que la contribution
d’EDHF est majoritaire dans les réponses vasodilatatrices dépendantes de

I’endothélium au niveau des artéres de résistance.

Au niveau de l’artére mésentérique supérieure du rat, il a été démontré que
I’hyperpolarisation et la relaxation induites par 1’acétylcholine, toutes deux
dépendantes d’EDHF, sont atténuées avec l’avancement en age 410 11 en est de
méme pour les artéres gastroépiploiques distales humaines, des vaisseaux ou les
vasorelaxations 4 1’acétylcholine sont surtout véhiculées par EDHF '*. En effet,
dans ces artéres, le vieillissement réduit les vasodilatations dépendantes d’EDHF
12 Contrairement aux résultats obtenus par Fujii et ses collaborateurs, Alvarez de
Sotomayor et ses collegues ont démontré que les relaxations, dépendantes de la
formation et libération d’EDHF, des arteres mésentériques de rat de deuxieme et de
troisiéme branche ne semblent pas affectées par le vieillissement *''. Les
vasorelaxations EDHF dépendantes des artérioles du muscle gastrocnémius de rat
semblent aussi étre insensibles au vieillissement *'2. I est intéressant de noter que le
vieillissement peut affecter la pompe Na'/K*-ATPase musculaire en diminuant ou
en activant celle-ci >, Il est donc légitime de penser que le vieillissement
pourrait avoir un effet sur la fonction EDHF dans les artéres ou les ions K*

semblent étre a I’origine des réponses vasodilatatrices dépendantes d’EDHF.

Il semble que le vieillissement affecte aussi ’EDHF au niveau de certains lits
vasculaires et chez certaines espéces. Certains voient ’EDHF comme un facteur
insensible au vieillissement, et un mécanisme de compensation lors de la perte de la
réponse dépendante du NO, alors que d’autres pergoivent I’EDHF comme le facteur
majeur responsable des réponses vasodilatatrices dépendantes de 1’endothélium au
niveau des artéres de résistance lequel, au méme titre que le NO, est donc sensible

au vieillissement.
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2.0- Démarche scientifique

L’intérét scientifique pour le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium est
devenu de plus en plus important au courant des 15 derniéres années. Pourtant,
aucun EDHF universel n’a pu étre identifié & ce jour méme si quelques candidats
semblent plus réalistes que d’autres. La nature et le mécanisme d’action de ce
facteur hyperpolarisant dépendent de I’espéce et du type d’artére étudiés. La grande
majorité des études portant sur ’EDHF a été conduite sur des artéres de jeunes

animaux. Peu d’études ont observé les effets du vieillissement sur le facteur EDHF.

De plus, peu de choses sont connues quant aux effets de diverses conditions

pathologiques telles que I’hypercholestérolémie sur la fonction EDHF.

La présente thése comporte trois objectifs :

1)Le premier objectif consiste en 1’étude de la nature et du mécanisme d’action du
facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium au niveau d’une artére de petit
calibre, I’artére gracilis de la souris. C’est en effet dans les artéres de résistance que
’EDHF est prédominant. Nous avons testé I’hypothése selon laquelle, dans I’artéres
gracilis de la souris de souche C57Bl6 agée de 3 mois, comme c’est le cas dans de
nombreux autres lits artériels, ’EDHF est composé d’ions K libérés par les canaux
SKca et IKc. endothéliaux qui hyperpolarisent et dilatent le muscle lisse en y

activant les pompes Na'/K*-ATPase et les canaux K.

Nous avons utilisé la technique de ’artére pressurisée a une pression proche de la
situation in vivo permettant 1’enregistrement de dilatations en réponse a des
applications d’Ach. Afin d’isoler les dilatations dépendantes d’EDHF, nous avons
utilis€ le L-NNA et I’indométhacine pour éliminer pharmacologiquement
I’implication du NO et de la PGI,. Afin de s’assurer que les dilatations produites
apres ’inhibition de la formation du NO et de la PGI, étaient seulement dies a
I’EDHEF, des expériences ont été faites en présence de L-NNA, d’indométhacine et

d’une solution riche en potassium. Afin de vérifier notre hypothése, nous avons
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commencé par étudier I’implication des canaux SKc, et IKc, dans les dilatations a
I’Ach de type EDHF, en présence de bloqueurs spécifiques de ces canaux.
L’augmentation de la concentration extracellulaire de K obtenue par 1’ouverture
des canaux K¢, endothéliaux hyperpolarise les cellules musculaires lisses en y
activant les pompes Na'/K*-ATPase et les canaux K;, 130 L’implication de ces deux
cibles musculaires lisses a été vérifiée lors de protocoles standards de dilatation a

1I’Ach en présence de bloqueurs spécifiques.

2)Le peu de connaissance quant aux effets du vieillissement sur la fonction EDHF ont
justifié le deuxieéme objectif de cette thése qui consiste en 1’étude des effets du
vieillissement sur la nature, 1’efficacité et le mécanisme d’action d’EDHF au niveau
de I’artére gracilis de la souris. Nous avons vérifié I’hypothese selon laquelle
’efficacité de la fonction EDHF est réduite par le vieillissement sur des artéres

gracilis de souris témoin de lignée C57BI16 agées de 3, 12 et 18 mois.

Nous avons étudié les effets du vieillissement sur la fonction EDHF au niveau de
I’artére gracilis pressurisée. Les mémes protocoles ont été répétés chez les souris de
3, 12 et 18 mois. La nature du facteur EDHF a été vérifiée aux divers ages en
présence des bloqueurs des canaux Kc,, de la pompe Na'/K*-ATPase et des canaux
K;. Afin de vérifier si les ions K' étaient les seuls responsables des dilatations de
type EDHF, des bloqueurs des cytochromes P450, des canaux BKc,, des canaux
Katp ainsi que plusieurs autres composés visant divers cibles potentielles ont été

utilisés lors de protocoles standards de dilatation a I’ Ach.

Les effets déléteres du vieillissement sur I’efficacité des dilatations dépendantes du
facteur EDHF ont été étudiés a 1’aide de protocoles vérifiant I’implication possible
d’une augmentation du stress oxydant. Ces protocoles incorporaient 1’utilisation
d’un produit antioxydant afin de vérifier la possibilité de renverser la perte de la

fonction EDHF observée lors du vieillissement.

3)Les effets de I’hypercholestérolémie sur la fonction EDHF sont, comme pour le
vieillissement, peu connus. Ainsi, le troisiéme objectif consiste en 1’étude des effets

de ’hypercholestérolémie, associée au vieillissement, sur la nature, I’efficacité et le
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mécanisme d’action d’EDHF au niveau de ’artére gracilis de la souris. Nous avons
vérifié I’hypothése selon laquelle efficacité de la fonction EDHF est réduite par
I’hypercholestérolémie associée au vieillissement, et ce de maniére accélérée par
rapport au vieillissement seulement, sur des  artéres gracilis de souris
hypercholestérolémiques exprimant le géne codant pour I’apolipoprotéine B-100

humaine, agées de 3, 12 et 20 mois.

Les mémes protocoles de dilatations & I’Ach ont aussi été utilisés sur ’artére gracilis
des souris hypercholestérolémiques. Comme nous 1’avons expliqué précedemment,
ces protocoles incorporaient différents bloqueurs afin de dévoiler la nature du
facteur EDHF et ses cibles cellulaires dans notre préparation. Tous les protocoles
utilisées chez les groupes témoins ont été répétés chez les groupes
hypercholestérolémiques. Dans certains cas, de nouveaux protocoles devaient étre
utilisés ou les protocoles utilisés chez les groupes témoins devaient étre légérement
modifiés pour les groupes hypercholestérolémiques. Par exemple, le produit
antioxydant utilisé n’a pas eu d’effet au niveau des groupes témoins mais un effet
marqué a pu étre observé chez les groupes hypercholestérolémiques. La dilatation
dépendante d’EDHF ayant été récupérée en condition hypercholestérolémique grace
au produit antioxydant, nous avons voulu identifier la composante EDHF
responsable de cette récupération. Nous avons donc refait les protocoles standards
avec les différents bloqueurs en présence du produit antioxydant, ce qui nous a
permis d’identifier la nature du facteur EDHF sensible au stress oxydant. Chez les
groupes témoins, étant donné que le stress oxydant ne semblait pas avoir d’effet ou
avait des effets irréversibles, nous n’avions donc aucune raison de faire les mémes

expériences.

3.0- Méthodes expérimentales

3.1- Modéle animal

Afin de vérifier nos hypothéses et d’atteindre nos objectifs, nous avons utilisé deux

types de souris, témoin et hypercholestérolémique. Le groupe témoin était composé
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de souris males C57BI6 agées de 3, 12 et 18 mois dont les souches provenaient de *°
Charles River Laboratories, St-Constant, Quebec, Canada’’. Ces souris pesaient en
moyenne 27 + 1, 45 + 1 et 53 + 4 grammes & 3, 12 et 18 mois respectivement. Le
groupe hypercholestérolémique était composé de souris males transgéniques
exprimant le géne codant pour 1’apolipoprotéine B-100 humaine &gées de 3, 12 et
20 mois (hApoB+/+) 413 Ces souris nous ont été gracieusement données par le Dr
Helen Hobbs (‘’University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, TX,
U.S.A.”") Ces souris ont un profil génétique de souche C57BI6 & 75% et de souche
SJ1 4 25%. Les souris hypercholestérolémiques pesaient 31 + 1, 43 + 2 et 41 £+ 3
grammes a 3, 12 et 20 mois respectivement. Les souris hypercholestérolémiques de
cette souche développaient rapidement des niveaux de cholestérols et de
triglycérides de 4.6 et 3.0 millimolaires, respectivement, soit des niveaux

significativement plus élevés que chez les souris témoins.

Plusieurs autres modéles hypercholestérolémiques de souris existent, tels que les
souris ne possédant pas le géne codant pour le récepteurs aux lipoprotéines de
faibles densités (LDLR™), les souris ne possédant pas le géne codant pour le
récepteurs aux lipoprotéines de faibles densités et exprimant le géne codant pour
’apolipoprotéine B-100 humaine (LDLR™;hApoB™™), les souris ne possédant pas
le géne codant pour le récepteurs aux lipoprotéines de faibles densités et exprimant
le géne codant pour ’apolipoprotéine a humaine (LDLR” ';hApoa”’) et les souris ne
possédant pas le géne codant pour I’apolipoprotéine E (ApoE'/ 7). Nous avons choisi

++

d’utiliser le modéle hApoB™ " pour les raisons suivantes :

- Les animaux hApoB™", contrairement aux animaux LDLR”;hApoB** et LDLR™";
hApoB+/+ 43 développent une hypercholestérolémie moins drastique et
probablement plus représentative de ce qui est observable chez I’humain.

- Le modéle ApoE™ développe de I’hypercholestérolémie mais I’augmentation de
cholestérol est surtout présente dans les lipoprotéines & densité intermédiaire (IDL)
et trés faible (VLDL), alors que chez ’humain, I’hypercholestérolémie se distingue
plutét par une augmentation des lipoprotéines & faible densit¢ (LDL).
L’augmentation du cholestérol chez le modéle hApoB** s’observe surtout au

niveau des LDLs 416
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3.2- Artére pressurisée

Toutes les procedures et protocoles sont en accord avec les réglements
institutionnels et le guide Canadien pour I’entretien et 1’utilisation d’animaux de
laboratoire. Les expériences étaient conduites sur des artéres gracilis de 175 a 210
um. L’artére gracilis gauche ou droite était retirée et placée dans une solution saline
physiologique (PSS) froide a pH 7.4 aérée avec 12% O, / 5% CO, / 83% N, et
composée de (en mmol/L): NaCl 130, KCI 4.7, KH,PO,; 1.18, MgSO, 1.17,
NaHCO; 14.9, CaCl; 1.6, EDTA 0.023, glucose 10. Des segments artériels de 2 4 3
mm étaient isolés et transférés dans la chambre de I’artériographe. Cette chambre
contenait une paire de micropipettes de verre remplies de PSS a température de la
piéce. La micropipette de débit entrant (proximale) était connectée a un systéme de
servo-pompe a pression par un tube de silicone (Living Systems, Burlington, VT,
USA). La micropipette de débit sortant (distale) était équipée d’un robinet a trois
voies. Le PSS présent dans la chambre de 1’artére (10 ml) était aéré et remplacé tous
les 20 minutes. Une fois que 1’artére était installée sur la pipette proximale et
attachée a 1’aide d’une suture, une pression de perfusion de 10 mmHg était
appliquée afin d’expulser les traces de sang restant dans la lumiére de I’artére.
L’autre bout de I’artére était ensuite monté et attaché sur la pipette distale. Afin de
rincer les micropipettes et l’artere, le systeme était perfusé pendant plusieurs
minutes puis le robinet de la micropipette distale était bloqué. La pression était
ensuite lentement ( 1 min) augmentée jusqu’a 80 mmHg. Le systéme de servo-
pompe était ensuite placé dans le mode manuel (donc pas de maintien automatique
de la pression de perfusion) afin de s’assurer de 1’absence de fuite dans le systéme.
Si aucune fuite n’était détectée (donc la pression de perfusion est demeurée
constante), le contrdle de la servo-pompe était placé en mode automatique. La
température était gardée a 37°C (Living systems, model TC-01) et I’artére
demeurait en équilibration pendant 45 min. Pour tous les protocoles, les
changements de diamétre étaient enregistrés sur ordinateur avec le programme

d’acquisition Ionoptix.

Chaque protocole suivait la procédure suivante : les drogues utilisées étaient

insérées dans la chambre de l’artére 30 minutes avant la fin de la période
56



d’équilibration. L’artére était ensuite précontractée avec de la phényléphrine (1 a 30
umol/L). Cette précontraction représentait la contraction maximale atteinte pour
chaque artére. Une courbe de concentration-réponse cumulative (1 nmol/L 3 30
pmol/L) a I’acétylcholine était ensuite faite. A la fin de I’expérience, la solution de
PSS était remplacé par une solution de PSS ne contenant pas de calcium et avec du
SNP (10 pmol/L) et de PEGTA (1 mmol/L) (0 Ca®") afin d’obtenir la valeur
maximale de dilatation. Une seule courbe de concentration-réponse était faite par

artére.

Apres la période d’incubation de 45 minutes, le tonus myogénique (MT) était
calculé a I’aide de la formule suivante :

MT = 100 X [(0 Ca*'- diamétre initial) / (0 Ca®* - diamétre de précontraction)]

Les réponses dilatatrices étaient exprimées en différences (en pourcentage) de
diametre, normalisées par rapport aux diamétres minimum et maximum et calculées
a ’aide de la formule suivante : Dilatation induite par 1’acétylcholine =

[100 X (diamétre-diamétre de précontraction) / (0 Ca®* - diamétre de

précontraction)]

Afin d’étudier les dilatations dépendantes d’EDHF, le N®-nitro-L-arginine (L-NNA,
100 pmol/L) et I’'indométhacine (indo, 10 pmol/L) étaient présents dans la chambre
de I’artére afin de bloquer les productions de NO et de prostanoides respectivement.
Les dilatations dépendantes de NO/PGI, étaient étudiées en présence d’une solution
de PSS contenant 40 mmol/L de KCl. Cette solution était préparée en remplagant 40
mmol/L de NaCl par 40 mmol/L de KCl. Selon le canal, I’enzyme, ou la pompe
étudiée, I’apamine (Apa, 1 pmol/L), la charybdotoxine (Chtx, 0.1 pmol/L),
I’ibériotoxine (0.1 pmol/L), I’acide 17-octadécynoique (17-ODYA, 10 umol/L), le
barium (Ba®*, 30 pmol/L) ou la ouabaine (1 mmol/L) était appliqué dans la chambre

de I’artére 30 minutes avant le début de ’expérience (Figure 10).
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Figure 10. Canaux, pompes et enzymes et leurs inhibiteurs. Inhibiteurs des principaux

mécanismes impliqués dans la formation de NO et de PGI, ainsi que dans les mécanismes

vasodilatateurs de type EDHF au niveau de I’artére gracilis de la souris.
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4.0- Articles

4.1- Article #1: Two distinct pathways account for EDHF-dependent

dilatation in the gracilis artery of dyslipidemic hApoB*" mice

Two distinct pathways account for EDHF-dependent
dilatation in the gracilis artery of dyslipidemic hApoB*"*

mice
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Running title: EDHFs and dyslipidemia

Summary

1. A universal endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF — non-NO / non-
PGI,) has not been identified. EDHF, however, is essential for the physiological
control of resistance artery tone. The impact of dyslipidemia (DL), a risk factor
for cardiovascular diseases, on the nature and the efficacy of EDHF has not been
evaluated yet.

2. Pressurized (80 mm Hg) gracilis arterial segments isolated from 3 m/o mice
expressing the human apoB-100 and C57Bl/6 wild type (WT) mice were used.
EDHF-dependent dilatations to acetylcholine (ACh) were measured in the
presence of L-NNA (100 uM, NOS inhibitor) and indomethacin (10 pM, COX
inhibitor). Data are expressed as mean = SEM.

3. Maximal EDHF-induced dilatations were increased in DL when compared to WT
(95£2% versus 86+4% in WT; P<0.05). Combination of apamin and
charybdotoxin strongly reduced (P<0.05) Ach-induced dilatation in WT (22+4%)
and DL (25+5%).

4. Combined addition of Ba?* and ouabain abolished EDHF-induced dilatations in
WT arteries (13+3%; P<0.05). In vessels isolated from DL mice, however, only
the addition of 14,15-EEZE (a 14,15-EET antagonist) to Ba** and ouabain
prevented EDHF-induced dilatations (5+3% compared to 54+11% in the presence
of combined Ba>* and ouabain; P<0.05).

5. Our data suggest that EDHF-mediated dilatation depends on the opening of
endothelial SKc, and IK¢, channels. This is associated with the opening of K;;
channels and activation of the Na'/K*-ATPase pump on smooth muscle cells
leading to dilatation. In arteries from DL mice, a cytochrome P450 metabolite
likely to be 14,15-EET equally contributes to the dilatory action of ACh. The
early increased efficacy of EDHF in arteries isolated from DL mice may originate

from the duplication of the EDHF pathways.
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Key words: Endothelium; gracilis artery; EDHF; hypercholesterolemia;

triglycerides; mouse.

Abbreviations: ACh, acetylcholine; Apa, apamin; Ba’": barium; Kca, Ca?*-
sensitive K* channel; Chtx, charybdotoxin; EDHF, endothelium derived
hyperpolarising factor; EETs, epoxyecosatrienoic acids; EEZE, 14,15-epoxyeicosa-
5(Z)-enoic acid; Enax, maximal dilatation; DL: hypercholesterolemia; indo,
indomethacin; K, : inward rectifier potassium channels; L-NNA, Nw-nitro-L-
arginine; MT, myogenic tone; NO, nitric oxide; Oub: ouabain; PE: phenylephrine;
PGI,, prostacyclin; PSS, physiological salt solution; SNP, sodium nitroprusside;
WT: wild type; 17-ODYA: 17-octadecynoic acid; 18a-glycyrrhetinic acid: 18a.-
GA.

61



Introduction

Three factors have been identified as being endothelium-derived relaxing
factors (EDRFs). Of these three EDRFs, only nitric oxide (NO) and prostacyclin
(PGI,) pathways are well characterised, while the endothelium-derived
hyperpolarising factor (EDHF) is still the subject of debates as to its nature and its
mechanisms of action. Studies have identified EDHF, a non-NO / non-PGI; factor,
as being an augmentation of the extra-cellular concentration of potassium ions
([K']o) between smooth muscle and endothelial cells (Edwards et al., 1998). The
apamin-sensitive small conductance calcium-dependent potassium channel (SKc,)
(Adeagbo & Triggle, 1993; Parsons et al., 1996; Véquaud & Thorin, 2001), the
charybdotoxin-sensitive intermediate conductance calcium-dependent potassium
channel (IKc,) (Cowan et al., 1993; Lischke et al., 1995), or a combination of both
channels have been shown to account for the accumulation of K* ions in the extra-
cellular space (Zygmunt & Hogestatt, 1996; Edwards et al., 1998). The
hyperpolarising action on the smooth muscle cells of this augmentation of the [K'],
has been shown to be driven by the activation of barium-sensitive smooth muscle
inward-rectifier potassium (Kj;) channels (Knot et al., 1996, Edwards et al. 1998)
and/or of the ouabain-sensitive smooth muscle sodium-potassium pump (Na'/K’-
ATPase) (Félétou & Vanhoutte, 1988, Edwards et al., 1998). Amongst the many
other potential EDHFs, cytochrome P-450 metabolites of arachidonic acid such as
the epoxyeicosatrienoic acids (EETs), have also been postulated in some cases as
being responsible for the non-NO and non-PGI; smooth muscle hyperpolarisation
induced by acetylcholine (ACh) or bradykinine (Campbell et al., 1996; Fisslthaler
et al., 1999; Gauthier et al., 2002). In addition, gap junctions have been involved in
the dilatation of resistance arteries (Brandes et al., 2000; Dora e? al., 2003).

The vascular endothelial function is sensitive to pathological conditions
often resulting in its degradation. Hypercholesterolemia (HC) has been shown to
have deleterious effects on the NO-dependent relaxation (Cohen, 1995). As of
today, however, little is known on the effect of HC and more generally DL on
EDHF-dependent dilatation. The present experiments were designed to characterise
the nature of EDHF in the wild type (WT) mouse gracilis resistance artery and to
study the effects of clinically relevant DL on EDHF dilatation in mice expressing
the human apolipoprotein B100 (hApoB*"*; Sanan et al., 1998). Our results suggest
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that the nature and mechanisms of action of EDHF differ between vessels isolated
from WT and DL mice. EDHF-dependent dilatation was augmented in arteries
isolated from DL mice when compared to vessels isolated from WT mice. In WT
mice arteries, Ach-induced opening of endothelial SK¢, and IK¢, channels accounts
for the EDHF-dependent dilatation. This dilatation is prevented by smooth muscle
combined inhibition of K;; channels and Na*/K*-ATPase pump. In DL conditions,
EETs, which are cytochrome P450 metabolites of the arachidonic acid, also
contribute to the endothelium-dependent dilatation induced by Ach in the presence

of L-NNA and indomethacin.

63



Material and Methods

Vascular Preparation

The procedures and protocols were in accordance with our institutional
guidelines and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of Canada.
Experiments were conducted on isolated gracilis arteries of 3 month-old C57BL/6
(WT) mice (27+1g) (Charles River Laboratories, St-Constant, Quebec, Canada) and
DL mice expressing the human apolipoprotein B-100 (31+1g, P<0.05) (Sanan ez al.,
1998) using a method previously described (Nguyen et al., 1999). DL mice were
kindly provided by Dr. Helen Hobbs (University of Texas Southwestern Medical
Center, Dallas, TX, U.S.A.). The plasma concentration of cholesterol was 3.2+0.3
mM in WT and 4.6+0.3 mM in DL mice (P<0.05). Triglyceride was increased
(P<0.05) from 1.3+0.3 mM in WT to 3.0+0.3 mM in DL mice. Mice were killed by
CO, inhalation. The right or left gracilis artery was dissected and placed in ice-cold
physiological salt solution (PSS) of the following composition (mM): NaCl 130,
KCl1 4.7, KH,PO4 1.18, MgSO4 1.17, NaHCO;3 14.9, CaCl; 1.6, EDTA 0.023 and
glucose 10, aerated with 12% O / 5% CO2 / 83% N (37°C, pH 7.4). Segments of
the gracilis artery were cleaned up of surrounding tissue and fat. A 2 to 3 mm
length arterial segment was isolated, cannulated at both ends and pressurized at 80
mm Hg in no-flow condition in a pressure myograph as previously described
(Véquaud & Thorin, 2001). Internal pressure was maintained constant and real time
diameter changes were monitored using a pressure servo-control and a video
dimension analyzer, respectively (Living System, Burlington, Vermont, USA). All
experiments were conducted on segments with an internal diameter of 175 to 210
pm when pressurised at 80 mm Hg. An equilibration time of 45 min was allowed

before starting the experiment.

Experimental Protocols

Single cumulative concentration-response curve to acetylcholine (ACh, 1
nM to 30 pM) was obtained in vessels pre-contracted with phenylephrine (PE, 1 to
30 pM). Following pre-contraction, average diameters of arteries isolated from WT
and DL mice were 53+1 and 5243 pm, respectively. The pre-treatment with some

of the pharmacological tools used in this study constricted the vessels (reduction in
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resting diameter, see Table 2); in these conditions, the concentration of PE was
reduced to 1 uM to reach a similar level of pre-contraction in all experimental
conditions. In one experimental condition using Ba’* and ouabain, the reduction in
diameter of arterial segments isolated from DL mice was maximal (Table 2) and PE
was not added.

To study EDHF like-dependent dilatation to Ach, N®-nitro-L-arginine (L-
NNA, 100 pM) and indomethacin (indo, 10 pM) were present in the bath chamber
to prevent NO and prostanoid formation, respectively. In one series of experiments,
combined NO- and PGI>-dependent dilatations to ACh were obtained in the
presence of 40 mM KCl PSS. Depending on the channel, enzyme, or pump targeted,
apamin (Apa, 1 pM), charybdotoxin (Chtx, 0.1 pM), 14,15-epoxyeicosa-5(Z)-enoic
acid (EEZE, 1 uM), iberiotoxin (0.1 pM), 17-octadecynoic acid (17-ODYA, 10
puM), barium (Ba®, 30 uM), 18a-glycyrrhetinic acide (18a-GA, 50 uM) or ouabain
(1 mM) were added to the bath 30 minutes before the start of the protocol. At the
end of the protocol, the maximal diameter (Dpax) Was determined by changing the
PSS to a Ca**-free PSS containing sodium nitroprusside (SNP, 10 pM) and ethylene
glycol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N’ N’-tetraacetic acid (EGTA, 1 mM).

Statistical Analysis

In every case, n refers to the number of animals used in each protocol. Half-
maximum effective concentration (ECsg) of ACh was measured from each
individual concentration-response curve using a logistic curve-fitting program
(Microcaln"OriginTM version 5.0). The pD, value, the negative log of the ECsq, was
obtained. Continuous variables are expressed as mean = standard error of the mean
(SEM). For each protocol, basal diameter in no-flow condition was determined at
the end of the 45 minutes equilibration period. Myogenic tone, which is a reduction
in diameter induced by an increase in luminal pressure, was measured and
expressed as percentage of the Dpmax. ACh-induced dilatation is expressed as a
percentage of the Dp.. ANOVA were performed to compare concentration-
response curves. Differences were considered to be statistically significant when the

P value was <0.05 (Scheffe’s F test).
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Drugs

Acetylcholine, apamin, indomethacin, L-NNA, phenylephrine,
charybdotoxin, ouabain, 17-octadecynoic acid and 18a-glycyrrhetinic acid were
purchased from Sigma. Barium was purchased from Mallinckrodt. All drugs were
prepared daily and diluted in water except for indomethacin, EEZE and 17-
octadecynoic acid which were prepared as stock solutions and diluted in ethanol
and 18a-glycyrrhetinic which was dissolved in DMSO. All drugs were then directly
added to the bath chamber (extraluminally) and the final concentration of ethanol
and DMSO never exceeded 0.1 %. Equimolar amounts of NaCl were replaced with
KCl to prepare the 40 mM K'-PSS.
Results
EDHF, NO and PGI, dilatations

In the presence of indomethacin and L-NNA, ACh-induced EDHF-
dependent dilatations were increased (P<0.05) in the gracilis artery isolated from
DL mice compared to WT mice (Fig. 1, Table 1). In contrast, no differences were
observed in ACh-induced NO- and PGI,-dependent dilatation, measured in the
presence of high external K* (Table 1). Compared to EDHF-mediated dilatation,
however, the NO- and PGI,-dependent dilatation induced by ACh was significantly
lower. Vascular sensitivity to ACh was not different between groups. All
subsequent experiments were performed in the presence of L-NNA (100 uM) and

indomethacin (10 uM) to study the EDHF pathways.

Contribution of small (SK¢,) and intermediate (IK¢,) conductance calcium-
dependent potassium channels in EDHF-dependent dilatation to ACh

Inhibition of SKc, channels by apamin (100 nM) reduced by 10% (P<0.05)
ACh-induced maximal dilatation of arteries isolated from WT mice (Table 1). This
effect, however, was more pronounced (P<0.05) in arteries isolated from DL mice,
in which apamin reduced maximal dilatation to ACh by 40% (Table 1). Inhibition
of IKc, channels with charybdotoxin reduced (P<0.05) ACh-dependent maximal
dilatation from 86 to 54% as well as potency in arteries isolated from WT mice

(Table 1), whereas in DL mice, charybdotoxin had no significant effects (Table 1).
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Combination of apamin and charybdotoxin, however, blunted ACh-induced
dilatation in both groups of arteries (Table 1, Fig. 1).

Since charybdotoxin has been reported to have inhibitory effects on big
(BKca) conductance calcium-dependent potassium channels, these experiments
were repeated in the presence of iberiotoxin alone, a BK¢, specific blocker.
Iberiotoxin (0.1 uM) failed to affect EDHF-dependent dilatations. In segments
isolated from DL mice (n=3), the maximal dilatation obtained in the presence of
iberiotoxin was 95+2% with a pD, value for ACh of 7.32+0.35. These values are
similar to those obtained in the presence of L-NNA + Indo (Table 1).

Involvement of the inward rectifier potassium channels (K;,) and the Na*/K" -
ATPase pump in EDHF-dependent dilatation to ACh

In the presence of L-NNA and indomethacin, K;; channels play a role in the
dilatation induced by ACh in both groups of vessels. Ba** (30 uM) diminished the
maximal dilatation to 72 + 4% and 73 + 9% without affecting potency in arteries
isolated from WT and DL mice, respectively (Table 1). In contrast, ouabain (1 mM)
blunted (P<0.05) ACh-induced dilatation in arteries isolated from WT mice, but had
no significant effect in arteries isolated from DL mice (Table 1). In WT mice, a
concentration of ouabain of 500 nM (n=3) also reduced ACh-induced maximal
dilatation (26+4%). This lower concentration, however, neither reduced the
vascular sensitivity to ACh (pD; value of 7.23+0.02) nor increased significantly
myogenic tone (24+10%).

In the presence of a combined blockade of K;; channels and the Na'/K*-
ATPase pump, ACh-induced EDHF-dependent dilatation of arteries isolated from
WT mice was prevented; this inhibition, however, did not differ from the inhibition
obtained in the presence of ouabain alone (Table 1, Fig. 2). In contrast, combination
of Ba>* and ouabain, when compared to either drugs alone, resulted in a reduced
(P<0.05) maximal dilatation without preventing EDHF-mediated dilatation in
vessels isolated from DL mice (Table 1, Fig. 2).
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Cytochrome P450 and gap junction involvement in EDHF-dependent dilatation to
ACh

In arterial segments isolated from WT mice, 17-ODYA (10 uM) did not
impair the dilatation induced by ACh (Table 1). In contrast, 17-ODYA reduced
(P<0.05) by half the maximal dilatation induced by ACh in vessels isolated from
DL mice (Table 1). When 17-ODYA (10 pM) was applied in combination with
Ba?* (30 uM) and ouabain (1 mM), EDHF-dependent dilatation induced by ACh
was abolished in arteries isolated from DL mice (Table 1).

EEZE (1 pM) reduced (P<0.05) by half the maximal dilatation induced by
ACh in vessels isolated from DL mice (Table 1, Fig. 3). When EEZE was applied in
combination with Ba** (30 pM) and ouabain (1 mM), EDHF-dependent dilatation
induced by ACh was abolished in arteries isolated from DL mice (Table 1, Fig. 3).
In arterial segments isolated from WT mice, EEZE did not impair the dilatation
induced by ACh (Table 1, Fig. 3).

In additional experiments, the effects of more specific cytochrome P450
inhibitors were tested in arterial segments isolated from DL mice. Sulfaphenazole
(10 uM, 2C8 and 2C9 inhibitor), ketoconazole (10 pM, 3A4 inhibitor) and 2-(2-
propynyloxy)benzenehexanoic acid (PPOH, 20 pM, 4A2 and 4A3 inhibitor) did not
affect the dilatation induced by Ach (data not shown).

EETSs may act by increasing conduction of gap junction. In the presence of
18a-glycyrrhetinic acid (18a-GA, 50 uM), ACh-induced dilatation in the presence
of Indo + L-NNA was affected neither in vessels isolated from WT nor in vessels

isolated from DL mice (Table 1).
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Discussion

The present study had two objectives: the first was to characterise the
mechanisms involved in the dilatation resistant to L-NNA and indomethacin of wild
type mouse gracilis resistance arteries induced by ACh and attributed to EDHF.
The second objective was to investigate the impact of DL on this pathway. The
results suggest that the nature and the mechanisms of action of EDHF differ greatly
between WT and DL gracilis arteries. In both WT and DL arteries, activation of
endothelial SKc, and IK¢, channels mediate the effects of EDHF. In WT mice,
activation of these channels fully dilates smooth muscle cells by activating the
Na'/K*-ATPase pump, with a small contribution of K, channels. In gracilis arteries
isolated from DL mice, this pathway contributes to half of the dilatory response to
ACh. EETs, derived from the activity of a cytochrome P450, represent a secondary
pathway contributing to the dilatation induced by ACh. Hence, DL leads to the
duplication of the mechanisms responsible for EDHF-induced dilatation.

In this study, we used hApoB** mice. At 3 months of age, although the
mice are dyslipidemic, vessels are free of atherosclerotic lesions. In addition, NO-
and PGI;-dependent dilatation of isolated and pressurised gracilis arteries is similar
in both groups, which demonstrate that endothelial function is not affected by DL at
this age. The genetic background of the DL mice is 75% C57B16 and 25% SJ1. As a
control WT group, we used C57B16 mice. In preliminary control experiments (n=3),
gracilis arteries isolated from SJ1 mice had an identical sensitivity to 1 mM ouabain
(16+1%) and were insensitive to 17-ODYA (Epmax, 74+11%; pD,, 7.5£0.1) as
vessels isolated from C57B16 mice. It is therefore the DL phenotype that is
responsible for the changes in vascular function observed in this study.

In the presence of L-NNA and indomethacin, the dilatation induced by ACh
is attributed to EDHF (Adeagbo & Triggle, 1993; Brandes et al., 2000; Véquaud &
Thorin, 2001). Our experimental conditions are favourable to reveal EDHF
mechanisms since pressurised arteries are depolarised ( 40 to 45 mV) and develop
myogenic tone, as previously reported (Potocnik ez al., 2000; Taylor et al., 2003).
In arteries isolated from DL mice, the EDHF-dependent dilatation is significantly
increased. This is in agreement with previous studies, which reported that DL
augmented the EDHF-dependent relaxation of rabbit renal (Brandes et al., 1997)
and carotid (Najibi ef al., 1993) arteries. There are no clear reasons as why the
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efficacy of EDHF increases in the early stages of DL. Our data, however,
demonstrate that in DL, EDHF is a multifaceted factor, whereas in arteries isolated
from WT mice, only the activation of SKc, and IK¢, accounts for EDHF. Hence, in
the early stage of DL, several factors insensitive to NOS and COX inhibition may
contribute more efficiently than endothelial SK¢, and IKc, alone to the dilatation
induced by ACh.

As others have demonstrated (Beny & Schaad, 2000; Edwards et al., 1998),
a combination of apamin and charybdotoxin was required to prevent EDHF-
dependent dilatation of arteries isolated from WT mice. Charybdotoxin also inhibits
Kv1.2 and Kv1.3 (Garcia et al., 1995) but it is unlikely that these channels form the
endothelial cell target for the toxin in vessels as clearly discussed by Edwards and
co-workers (1999). It has been proposed that endothelial SKc, and IKc, are
responsible for the rise in [K'], in the intercellular space (Edwards et al., 1998).
This increases the activity of the smooth muscle Na*/K*-ATPase pump leading to
hyperpolarisation and dilatation. Our data are in agreement with this concept since
ouabain prevented ACh-induced dilatation of arterial segments isolated from WT
mice. In addition, and as previously reported by Edwards and collaborators (1999),
a lower concentration of ouabain (500 nM) also prevented the dilatation to ACh.
This further confirms the concept first described by Edwards and co-workers in
1998.

In arteries isolated from DL mice, apamin combined with charybdotoxin
reduced EDHF-dependent dilatation to ACh, as in vessels isolated from WT mice.
Ouabain, however, no longer prevented dilatation, suggesting a reduced
contribution of the Na'/K*-ATPase. The origin of this loss of efficacy is unknown.
It is possible that the basal activity of the Na*/K*-ATPase pump is increased in DL,
and thus not further activable following endothelial SK¢, and IKc, opening.
Depolarisation of arteries isolated from DL mice could increase the activity of the
Na'/K*-ATPase pump. K;; activity, sensitive to Ba>* ions, appears to be increased in
arteries isolated from DL mice. The activity of this channel is linked to the resting
membrane potential (Hirst & Edwards, 1989). The apparent increased activity of K
in vessels from DL mice may therefore be a consequence of a depolarised state,
which would also contribute to an increased activation of the Na'/K'-ATPase
pump. K;; channel activity, however, may not be a target of any EDHF but rather a
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reflection of smooth muscle membrane potential. This hypothesis needs to be
assessed by direct membrane potential recording in pressurised arteries. In addition,
K;; channel activity has been reported to be essential for the conduction of the
hyperpolarisation wave along resistance arteries, but not for the initiation of the
hyperpolarisation (Rivers et al., 2001).

This change in smooth muscle responsiveness led to an adaptive response
from the endothelium. The reduced dilatory efficacy of endothelial SKc, and IKca
led to a compensatory endothelial release of an additional dilatory factor. This
change in EDHF efficacy was not compensated by an up-regulation of NO
production and/or effect. In contrast, an arachidonic acid metabolite of cytochrome
P450 activity, sensitive to both 17-ODYA and EEZE, accounted for the
compensatory EDHF-dependent dilatation to ACh in arteries isolated from DL
mice. Such factor, most likely an EET, has been proposed to be the EDHF in
several species including human arteries (Fisslthaler et al., 1999; Brandes et al.,
2000; Archer et al., 2003). As a consequence, a combination of ouabain, Ba?* and
17-ODYA or EEZE were required to prevent EDHF-mediated dilatation induced by
ACh in arteries isolated from DL mice, whereas ouabain alone is sufficient to
prevent the dilatation of vessels isolated from WT mice.

The endothelial intracellular signal leading to EDHF production involves
both SKc, and IKc,, as revealed by the inhibitory effects of a combination of
apamin and charybdotoxin in arteries isolated from both type of mice. As proposed
previously (Véquaud & Thorin, 2001), activation of endothelial muscarinic
receptors may directly activate these channels. The resultant endothelial
hyperpolarisation leads to a rise in intracellular Ca®* concentration (Beny & Schaad,
2000; Edwards et al., 1998), which could promote cytochrome P450 activation and
EET release in arteries isolated from DL mice. This suggests, however, that DL per
se may be responsible for cytochrome expression. Cytochrome expression is known
to be up-regulated by numerous factors (Roman, 2002), and HC has been reported
as one of these factors in the aorta of HC rabbit leading to augmented production of
EETs (Pfister et al., 1991), which is in support of our current finding.

Although EETs account for EDHF in bovine coronary vessels, they usually
hyperpolarise smooth muscle cells by activating BKc, (Baron et al., 1997). In our
hands, however, iberiotoxin did not prevent ACh-induced dilatation (data not
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shown). EETs, however, have been shown to have other vascular effects such as an
augmentation of gap junctional communication by a protein kinase C-dependent
mechanism (Popp ef al., 2002) and an augmentation of the open probability of
endothelial calcium channels (Watanabe et al., 2003). These findings suggest that
EETs could be implicated in the EDHF-dependent dilatation by acting as
intracellular second messengers.

As mentioned above, EETs increase gap junction conductance (Popp et al.,
2002). In our hands, the gap junction blocker 18a-glycyrrhetinic acid did not reduce
the dilatation induced by ACh in either group of vessels. It is clear however, that
gap junction are involved in the conduction of the hyperpolarization (Dora et al.,
2003; Brandes et al., 2000), but this is apparently not the case in the gracilis artery
of the mouse. However, the rise in myogenic tone induced by 18a-GA, significant
in vessels isolated from DL mice, suggest that gap junctions are involved in the
maintenance of the basal vascular tone.

Finally, apamin had a stronger inhibitory effect on EDHF-dependent
dilatation in arteries isolated from DL mice than WT mice. In contrast,
charybdotoxin reduced more dilatation in arteries from WT than from DL mice.
This suggests that DL modifies the activated state of K¢, channels. This hypothesis
is strengthened by the impact of these toxins on myogenic tone. Used individually,
apamin and charybdotoxin, increased myogenic tone suggesting a lack of
compensation of one conductance by the other, in contrast to what is observed in
WT arteries. In combination, apamin and charybdotoxin increased myogenic tone to
a similar level in both groups. Hence, the “cross-talk” of SK¢, and IK¢, channels
observed in the WT is lacking in the DL mouse gracilis artery.

In conclusion, our results demonstrate that the nature and the mechanisms of
action of EDHF differ between WT and DL mouse gracilis arteries. In both WT and
DL arteries, activation of endothelial SK¢, and IK¢, channels is essential to induce
dilatation. In the gracilis artery isolated from the DL mouse, this is no longer
sufficient to induce a complete dilatation to ACh. A cytochrome P450 metabolite of
the arachidonic acid, most likely EETs, contributes to the dilatory action of ACh.

This early compensation takes place whereas the NO-dependent function is intact. It
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remains to demonstrate that EETs is essential for the maintenance of a normal

endothelial function in DL mice.
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Table 1. Efficacy (Emax) and sensitivity (pD;) to ACh of the gracilis artery isolated

from wild type and dyslipidemic (hApoB*'*) mice.

Experimental Wild type hApoB™*
conditions Emax pD2 n Emax pD, n
High external K* 48 £4* 7.7+0.1 6 46 + 4* 7603 6
L-NNA + Indo 86 + 4 7.4+0.2 7 95%2f% 74+01 7
+ Apamin 73 + 4% 7.2+0.2 6  55+12* 73+04 6
+ Chtx 54+ 4% 6.7 +0.2* 7 7410t  7.0+02 7
+ Apamin + Chtx 22+ 4* 6.8+0.2 7 25+ 5% 60+£04* 5
+Ba®* T2+4* 7.2+0.1 6  73+9% 74+02 6
+ Ouabain 19+£7* 6.2 + 0.6* 4 75£10t 69x02 7
+Ba?* + Ouabain 13+3* 6.2 £ 0.5% 4 54x11*  7.0£02 6
+17-ODYA 89+5 7.6+ 0.4 4 42+11*% 72+x03 6
17-ODYA + Ba** + Not Not
Ouabain g1t measurable . 53 measurable .
+EEZE 82+2 7.2+0.2 3 32+4* 64+02%F 5
+EEZE + Ba> + Not
Not tested Not tested 6% 1* 3
Ouabain measurable
+ 18a-GA 83+1% 7.6£0.24 3 92+1% 7.7£02 3

Data are expressed as mean:SEM. All solutions contained indomethacin (Indo, 10 uM)

and L-NNA (100 uM), except in High external K (vessels were pre-contracted with 40

mM KCI-PSS in this condition only). *: P<0.05 compared to L-NNA + Indo. : P<0.05

compared to WT.
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Table 2. Myogenic tone of the gracilis artery isolated from wild type and dyslipidemic
(hApoB™") mice.

Experimental Wild type hApoB™*
conditions Tone (%) n Tone (%) n
Control PSS +6 6 E3 6
L-NNA+Indo E1 7 k2 7
+ Apamin k1 6 + 7% 6
+ Chtx k4 7 £14%t 7
+ Apamin + Chtx  £7* 7 + 12% 5
+Ba®" + 1% 6  +14*% 6
+ Quabain + 14* 4 + 9* 7
+Ba®" + Quabain  +7* 4 0x1%f 6
+17-ODYA +9 4 + 10 6
+ EEZE +15 3 +11* 5
+ 18a-GA *+17 3 +11* 3

Data are expressed as meantSEM. All solutions contained indomethacin (Indo, 10
pM) and L-NNA (100 uM), except in Control PSS. *: P<0.05 compared to L-NNA
+ Indo. t: P<0.05 compared to WT.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 1. Effect of combined addition of apamin (Apa; 1 pM) and charybdotoxin
(Chtx, 100 nM) on Ach-induced dilatation of gracilis arteries isolated from
hApoB** (DL, n = 5) and WT (n = 7) mice. L-NNA (100 M) and indomethacin
(10 uM) were present in the bath. *: P<0.05 compared to WT without Apamin and
Chtx. f: P<0.05 compared to DL without Apamin and Chtx.

Figure 2. Effect of combined addition of Ba®* (30 uM) and ouabain (Ouab, 1 mM)
on Ach-induced dilatation of gracilis arteries isolated from hApoB*™* (DL, n=6)
and WT (n = 4) mice. L-NNA (100 pM) and indomethacin (10 pM) were present in
the bath. *: P<0.05 compared to WT without Ba?* and ouabain. t: P<0.05 compared

to DL without Ba?* and ouabain.

Figure 3. Effect of EEZE (1 uM) alone or with (n = 3) the combination of Ba®* (30
uM) and ouabain (Ouab, 1 mM) on Ach-induced dilatation of gracilis arteries
isolated from hApoB™* (DL, n=6) and WT (n=4) mice. L-NNA (100 M) and
indomethacin (10 pM) were present in the bath. *: P<0.05 compared to WT without
EEZE. §: P<0.05 compared to DL without EEZE.
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1. The effects of dyslipidemia (DL) through maturation and old age on endothelium-
derived hyperpolarising factor (EDHF) have not been studied. We isolated and
pressurised (80 mm Hg) gracilis arterial segments isolated from 3, 12 and 20
month-old (m/o0) DL mice expressing the human apolipoprotein B-100 and wild-
type (WT) C57B16 mice. EDHF-dependent dilations to acetylcholine (ACh) were
measured in the presence of L-NNA (100 pmol 1", NOS inhibitor) and
indomethacin (INDO, 10 umol 1", COX inhibitor). Data are expressed as mean +
SEM.

3. Age-associated decline in EDHF-mediated maximal dilation in WT (from 86+3%
in 3, to 66+8% in 12, and 48+4% in 20 m/o, P<0.05) was magnified by DL,
characterised by an early increased efficacy (95+2%, P<0.05 compared to WT)
and a worsening of the dysfunction at 20 m/o (26+2%, P<0.05 compared to WT).

4. 17-octadecynoic acid (17-ODYA) reduced (P<0.05) to 42+11% ACh-induced
EDHF-dependent dilation in arteries isolated from 3 m/o DL mice only, an effect
which disappeared in older DL mice. 17-ODYA, however, reduced (P<0.05)
ACh-induced EDHF-dependent dilation in 12 (43+£6%) and 20 m/o (33£2%) WT
mice.

5. N-acetyl-L-cystein (NAC) had no impact on the dilation in WT arteries. In
contrast, NAC restored EDHF responses in arteries isolated from 12 m/o DL mice
(84+3% from 57+8%; P<0.05); 17-ODY A blocked this dilatory response revealed
by NAC. NAC had no effect in arteries isolated from 20 m/o DL mice.

6. Our data demonstrate that the decline in EDHF-dependent dilation is hastened by
DL despite an early compensation involving a 17-ODY A-sensitive pathway. Free
radicals contribute to endothelial dysfunction in the presence of DL only, by
abrogating this latter pathway, which appears in 12 m/o WT mice and remains
active at 20 m/o. Hence, DL-associated free radical production induces an early

irreversible damage to the endothelium.
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Key words: Endothelium; gracilis artery; EDHF; aging; hypercholesterolemia;

triglycerides; mouse.

Abbreviations: ACh, acetylcholine; Apa, apamin; Ba®*: barium; Kc,, Ca?*-
sensitive K* channel; Chtx, charybdotoxin; DL, dyslipidemia; EDHF, endothelium
derived hyperpolarising factor; EETs, epoxyecosatrienoic acids; Emax, maximal
dilation; INDO, indomethacin; Kg : inward rectifier potassium channels; L-NNA,
No-nitro-L-arginine; MT, myogenic tone; NAC, N-acetyl-1-cysteine; NO, nitric
oxide; Ouab: ouabain; PE: phenylephrine; PGI,, prostacyclin; PSS, physiological
salt solution; SNP, sodium nitroprusside; 17-ODYA: 17-octadecynoic acid.
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Introduction

The endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) cannot be defined
as a single factor. Different candidates have been proposed as potential EDHFs and
over the years, K ions, epoxyecosatrienoic acids (EETs) and direct electrical
transfer through gap junctions have emerged as the most likely candidates (Edwards
et al., 1998; Brandes et al., 2000). In the C57B16 mouse gracilis artery, EDHF-
dependent dilations depend on the activation of endothelial small and intermediate
conductance calcium-dependent potassium channels (SKca and IKca), leading to the
activation of the smooth muscle via Na'/K*-ATPase pump and, to a lesser extent,
Ba®*-sensitive potassium channels (Ki;) activation (Krummen et al., submitted).

While the multi-nature of EDHF is accepted, their mechanisms of action and
sensitivity to the aging process and pathological conditions are still unknown.
EDHEF is the major contributor to endothelium-dependent dilations induced by
agonists such as acetylcholine (ACh) and bradykinin in small arteries (Nagao et al.,
1992; Véquaud & Thorin, 2001). The dilatory function of the endothelium is known
to decline with age (Marin, 1995; Marin et al., 1995; Gerhard et al., 1996;
Rodriguez-Martinez et al., 1998; Csiszar et al., 2002). In most cases, this
diminished endothelium-dependent dilation has been attributed to a diminished
release, formation and/or increased degradation of NO or PGI, (Mayhan et al.,
1990; van der Loo et al, 2000; Woodman et al., 2003), while it was reported that
EDHF-dependent dilation declines in some arteries (Fujii et al., 1993; Urakami-
Harasawa et al., 1997) but not others (Muller et al., 2002). Previous studies on
diabetes, hypertension, atherosclerosis and hypercholesterolemia likewise examined
possible alterations in NO and PGI, responses (Vanhoutte & Scott-Burden, 1994;
Kolodgie et al., 1990; Creager et al., 1990; Flavahan, 1992; Najibi et al., 1994;
Brandes et al., 1997). We recently reported that both the nature and the mechanisms
of EDHF-induced dilations were modified in young DL compared to wild type
(WT) C57B16 mouse gracilis arteries (Krummen e al., submitted).

The objective of the present study was therefore to examine the effects of
age on EDHF-induced dilations of DL mouse gracilis arteries. Our results suggest
that a clinically relevant DL leads to a selective and faster reduction in EDHF-

mediated dilation compared to the normal situation in WT despite the early
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expression of an EDHF alternative pathway sensitive to 17-octadecynoic acid (17-

ODYA). Oxidative stress appears to be central to this process in DL.
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Material and Methods.

Vascular Preparation

The procedures and protocols were in accordance with our institutional
guidelines and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of Canada.
Experiments were conducted on isolated gracilis arteries isolated from 3, 12 and 20
m/o DL mice expressing the human apolipoprotein B-100 (31+1g, 43+2¢g and
41+3g respectively; Sanan et al., 1998) and their WT C57BI16 control mice (27+1g,
45+1g and 53+4g, respectively) using a method previously described (Nguyen et
al., 1999). Total cholesterol (mg/dl) and triglyceride (mg/dl) was significantly
(P<0.05) elevated in DL (18349 and 228424, respectively; n=24) compared to WT
mice (11847 and 104+12, respectively; n=19). Mice were killed by CO, inhalation.
The right or left gracilis artery was dissected and placed in ice-cold physiological
salt solution (PSS) containing the following composition (mmol 1""): NaCl 130, KC1
4.7, KH,PO4 1.18, MgS0,4 1.17, NaHCO; 1.17, CaCl, 1.6, EDTA 0.023 and
glucose 10, aerated with 12% O, / 5% CO, / 83% N, (37°C, pH 7.4). All
experiments were conducted on segments of 2 to 3 mm in length with an average
internal diameter of 207+2 pm (WT) and 210+£2 um (DL) when pressurised at 80

mm Hg. An equilibration time of 45 min was allowed before every experiment.

Experimental Protocols

Dilations to ACh (1 nmol I to 30 pmol I'') were measured in vessels pre-
contracted with phenylephrine (PE, 1 to 10 pmol I""). Following pre-contraction,
vessels isolated from 3, 12 and 20 m/o WT mice had average diameters of 5443,
53+1 and 521 pm, respectively, and 5243, 48+1 and 47+2 pum, respectively, for
those isolated from DL mice. In the presence of certain pharmacological tools,
vessels were constricted (reduction in resting diameter, see Table 2). In these
conditions, the concentration of PE was reduced to 1 pmol I"' to reach a similar
level of pre-contraction in all experimental conditions. In two conditions using Ba®*
and ouabain, the myogenic tone was maximal (Table 2) and PE was not added.

When EDHF was studied, N®-nitro-L-arginine (L-NNA,100 pmol 1"') and
indomethacin (INDO, 10 pmol I'') were present in the bath chamber to prevent NO

and prostanoid formation, respectively. Combined NO/PGI,-dependent dilations to
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ACh were obtained in the presence of 40 mmol I"' KC1 PSS and without addition of
INDO and L-NNA. Depending on the channel, enzyme, or pump targeted, apamin
(Apa, 1 pmol I'"), charybdotoxin (Chtx, 0.1 pmol 1""), iberiotoxin (0.1 pmol 1), 17-
octadecynoic acid (17-ODYA, 10 pmol I'"), barium (Ba®*, 30 pmol 1), ouabain (1
mmol I"") or N-acetyl-L-cysteine (NAC, 1 pmol ") were added to the bath 30

minutes before the start of the protocol.

Statistical Analysis

In every case, n refers to the number of animals used in each protocol. Half-
maximum effective concentration (ECso) of ACh was measured from each
individual concentration-response curve using a logistic curve-fitting program
(Microcal™Origin™ version 5.0). The pD; value, the negative log of the ECso, was
obtained. Continuous variables are expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). For each protocol, basal diameter in no-flow condition was determined at
the end of the 45 minutes equilibration period. Myogenic tone, which is a reduction
in diameter induced by an increase in luminal pressure, was measured and
expressed as percentage of the Dmax. ACh-induced dilation is expressed as a
percentage of the pre-constriction. ANOVA were performed to compare
concentration-response curves. Differences were considered to be statistically

significant when the P value was <0.05 (Scheffe’s F test).

Drugs

Acetylcholine, apamin, INDO, L-NNA, phenylephrine, N-acetyl-L-cysteine,
charybdotoxin, ouabain and 17-octadecynoic acid were purchased from Sigma.
Barium was purchased from Mallinckrodt. All drugs were prepared daily and
diluted in water except for INDO and 17-octadecynoic acid, which were prepared as
stock solutions and diluted in ethanol. All drugs were then directly inserted in the
bath chamber and the final concentration of ethanol never exceeded 0.1 %.
Equimolar amounts of NaCl were replaced with KCl to prepare the 40 mmol I"' K*-

PSS.
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Results

EDHF in aging dyslipidemic mouse gracilis arteries

Non-NO / non-PGl,-induced dilations to ACh gradually decreased with
increasing age (Fig. 1A, Table 1). This dysfunction was also evidenced in DL
mouse gracilis arteries but with differences compared to WT (Fig. 1B, Table 1).
First, in vessels isolated from 3 m/o DL mice, the efficacy of ACh was greater
(P<0.05) when compared to that measured in arteries isolated from WT mice.
Second, the decrease in EDHF-dependent dilation was more pronounced (P<0.05)

at 20 m/o in arteries isolated from DL compared to WT mice.

Effect of aging and DL on the contribution of small (SKc,) and intermediate (IKc,)
conductance calcium-dependant potassium channels in EDHF-dependent dilation
to ACh

Apamin (1 pmol l'l), a small conductance K¢, channel inhibitor, and
charybdotoxin (0.1 pmol I""), an intermediate conductance Kc, channel inhibitor,
reduced by 75% the dilation induced by ACh in arteries isolated from 3 m/o WT
and DL mice (Table 1). At 12 m/o, however, apamin and charybdotoxin reduced the
dilation by 30% only in vessels from WT mice whereas at 20 months of age, the
dilation was prevented by 75%. In DL mice, the combination of the two toxins

prevented EDHF-dependent dilation induced by ACh at 12 and 20 m/o (Table 1).

Effect of aging and DL on the involvement of the Na' /K" -ATPase pump and K;,
channels in EDHF-dependent dilation to ACh

Ouabain alone (1 mmol I'), a Na*/K*-ATPase pump inhibitor, strongly
reduced (P<0.05) ACh-induced dilation in arteries isolated from WT mice at all
ages (Fig 1C, Table 1). Addition of Ba>* (30 umol I'"), a K;; channel inhibitor, to
ouabain, had no effects in arteries isolated from WT mice (data not shown).

In contrast, EDHF-induced dilation of gracilis arterial segments isolated
from 3 month-old DL mice was insensitive to ouabain (Fig. 1D, Table 1); At 12 and
20 months of age, however, ouabain strongly reduced (P<0.05) ACh-induced
EDHF-dependent dilation (26 + 6% and 2 + 1%, respectively) (Fig. 1D, Table 1).
Addition of Ba?* (30 pmol 1) to ouabain reduced (P<0.05) EDHF-dependent
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maximal dilation from 95 + 2% to 54 + 11% in arteries from 3 month-old DL mice
but did not further reduce dilations induced by EDHF in arteries from 12 month-old
mice (26 £ 9%). Ba®* / ouabain experiments were not conducted in arteries from 20
month-old mice since ouabain alone completely prevented ACh-induced EDHF-

dependent dilations (Fig. 1D, Table 1).

Effect of aging and DL on cytochrome P450 involvement in EDHF-dependent
dilation to ACh

In arteries isolated from 3 month-old WT mice, 17-ODYA, a cytochrome
P450/epoxygenase enzyme inhibitor, had no impact on the dilation triggered by
ACh (Fig 1E, Table 1). In vessels isolated from 12 and 20 month-old WT mice,
however, 17-ODYA reduced (P<0.05) ACh-induced EDHF-dependent dilation (Fig
1E, Table 1).

17-ODYA (10 pmol I'") reduced (P<0.05) EDHF-dependent maximal
dilations to 42 + 11% in arteries isolated from 3 month-old DL mice (Fig. 1F, Table
1). The inhibitory effect of 17-ODYA was lost in arteries isolated from 12 and 20
month-old DL mice (Fig. 1F, Table 1).

Effect of NAC on EDHF-dependent dilation to ACh in aging and DL

N-acetyl-L-cystein (NAC; 1 pmol I'"), a free radical scavenger, did not
affect EDHF-induced dilations of vessels isolated from WT mice. Similarly, NAC
did not affect the dilation to ACh of arterial segments isolated from 3 month-old DL
mice. At 12 m/o however, NAC restored (P<0.05) ACh-induced EDHF-dependent
dilation of the DL mouse gracilis artery (84 + 3%; Fig. 2, Table 1). No effect of
NAC could be observed at 20 months of age (Table 1).

In arteries isolated from 12 m/o DL mice, the combination of 17-ODYA (10
pmol 1"") and NAC abolished (P<0.05) the reversal beneficial effect of NAC alone
on EDHF-dependent dilations (Fig. 2, Table 1). NAC, 17-ODYA and ouabain,
added together, completely abolished (P<0.05) EDHF-dependent dilations of

arteries isolated from 12 month-old DL mice.
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NO and PGI, dilations

NO/PGI,-induced dilations to ACh, revealed on a pre-constriction induced
by a 40 mmol I'' KCI-PSS, were 50% less potent than EDHF-induced dilations
(Table 1). NO/PGl,-induced dilations were also less affected by aging and DL than
EDHF-dependent dilations. NO/PGI,-induced maximal dilations were reduced
(P<0.05) to 30 + 5% at 12 months of age but were then maintained in arteries of 20
month-old mice (Table 1). The vascular sensitivity to ACh-induced NO/PGI;-
dependent dilation was not affected by age in DL mice (Table 1).
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Discussion.

This paper is the second part of a two-fold study on the effects of DL alone
(Krummen et al., submitted) or associated with the aging process (this work) on the
nature, efficacy and mechanisms of EDHF-dependent dilation to ACh of the mouse
gracilis artery. EDHF-dependent dilatory responses were observed in the presence
of NOS and COX inhibitors such as L-NNA and INDO as previously reported
(Adeagbo & Triggle, 1993; Brandes et al., 2000; Véquaud & Thorin, 2001). In
small resistance arteries such as the gracilis artery, the EDHF component was
highly sensitive to DL-associated oxidative stress, which was incremental with age.
At 3 months, however, ACh-induced dilation is magnified by DL due to an early
overcompensation of the EDHF pathway. This is in agreement with previously
published data in hypercholesterolemic rabbits (Najibi et al., 1994).

The results of this study suggest that aging associated with DL impaired
EDHF-induced dilations to ACh. This loss of efficacy of EDHF-induced dilation
with advancing age was more pronounced in DL mouse gracilis arteries than in WT
mice. Aging by itself has been reported to reduce EDHF-dependent dilation (Fujii et
al., 1993; Urakami-Harasawa et al., 1997; Froese et al., 1999). The results of the
present study suggest that DL accelerates the age-dependent impairment of EDHF-
dependent dilations. As we previously demonstrated, the nature and pathways of
EDHF are modified by DL in 3 m/o mouse gracilis arteries (Krummen et al.,
submitted). In gracilis arteries isolated from young WT mice, EDHF is dependent
on endothelial SK¢, and IKc, channels activation; this activates the Na'/K*-ATPase
pumps. In young DL mouse gracilis arteries, this mechanism is still functional, but
an arachidonic acid metabolite formed by a cytochrome P450/epoxygenase enzyme
sensitive to 17-ODYA also significantly contributes to EDHF-dependent dilation.

One important finding of this study is that in arteries isolated from 12 and
20 m/o mice, the inhibitory effect of 17-ODYA was lost. NAC however, restored
the 17-ODY A-sensitive component of ACh-induced EDHF-dependent dilation at
12 but no longer at 20 months of age. Thus, the damages induced by DL-associated
free radical production were reversible at 12 months of age, to become permanent at
20 months. These damages can be attributed to DL since in WT mice, the

endothelial dysfunction that developed with age was 1) less dramatic and 2)
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insensitive to NAC. Therefore, the EDHF component of the endothelium-dependent
dilation induced by ACh is sensitive to oxidative stress.

Acetylcholine-induced NO/PGI,-dependent dilations were also reduced with
age in DL mouse gracilis arteries. This effect, however, was not different from the
reduction induced by age alone in WT mice. This suggests that in aging mice, DL
does not target the NO/PGI; pathways in gracilis artery.

In all groups, a combination of apamin and charybdotoxin, inhibitors of
SKca and IKc, channels, respectively, reduced EDHF-induced dilations. This is in
agreement with our own previous data (Krummen et al., submitted; Gendron et al.,
2004) and other studies (Beny & Schaad 2000; Edwards et al. 1998; Eichler et al.,
2003). Our experimental conditions are favourable to reveal EDHF mechanisms
since pressurised arteries are depolarised (  -40 to -45 mV) and develop myogenic
tone (Potocnik et al., 2000; Taylor et al., 2003). This myogenic tone is sensitive to
Ca®" channel blockers, strengthening the importance of membrane potential in the
regulation of the tone of pressurised arteries (Brayden & Nelson, 1992; Taylor et
al., 2003). It has been reported that SKc, and IKc, channels were responsible for the
augmentation of [K'], in the myo-endothelial space (Edwards et al., 1998). Such an
increase in [K'], is suggested to have two effects: first, it activates the Na'/K"-
ATPase pump, hyperpolarising the smooth muscle cells. This is supported by the
inhibitory effects of ouabain, an inhibitor of the Na'/K*-ATPase, which reduced
EDHF-induced dilations in 12 and 20 m/o mice gracilis arteries. Ouabain, however
failed to have an effect in arteries isolated from 3 m/o DL mice although it did
increase myogenic tone. The addition of Ba2+, an inhibitor of K;; channels, to
ouabain reduced EDHF-induced dilations by half in 3 m/o arteries but had no effect
in 12 m/o arteries. The lack of effect of ouabain in 3 m/o arteries of DL mice
suggests that activation of the Na'/K*-ATPase pump is not sufficient to induce
smooth muscle hyperpolarisation (Krummen et al., submitted).

This leads to the second consequence of an increased SKc, and IKc, channel
activity — also revealed in baseline conditions by the rise in myogenic tone induced
by the treatment with apamin and charybdotoxin — and thus of the endothelial
hyperpolarisation, which is a likely to rise intracellular Ca’* concentration in the
endothelium (Beny & Schaad, 2000; Edwards et al., 1998). This led us to
hypothesise that a secondary pathway, sensitive to Ca®*, could be involved. 17-
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ODYA, a cytochrome P450/epoxygenase inhibitor, reduced by more than half ACh-
induced EDHF-dependent dilation of arteries isolated from in 3 m/o DL mice,
whereas 17-ODYA failed to have any effects in vessels isolated from 3 m/o WT
mice. These results suggest therefore that an arachidonic acid metabolite of
cytochrome P450/epoxygenase activity is an EDHF in 3 m/o DL mice gracilis
artery. We previously reported that EETs accounted for this dilatory activity
(Krummen et al., submitted). EETs account for EDHF in different species
(Campbell et al., 1996; Baron et al., 1997; Fisslthaler et al., 1999; Brandes et al.,
2000; Archer et al., 2003). EETs have been shown to hyperpolarise smooth muscle
cells by activating BKc, channels (Campbell et al., 1996; Baron et al., 1997). In our
hands, however, iberiotoxin, a specific BK¢, channel inhibitor, failed to mimic the
effects of 17-ODYA and to prevent EDHF-induced dilation to ACh. EETs have
been shown to have other vascular effects such as an augmentation of gap
junctional communications by a protein kinase C-dependent mechanism (Popp et
al., 2002) and an augmentation of the open probability of endothelial calcium
channels (Watanabe et al., 2003). The mechanism of action of the arachidonic
metabolite produced by cytochrome P450/epoxygenase enzymes in the gracilis
artery remains, therefore, to be found.

At 12 months of age in DL mice, 17-ODY A failed to reduce EDHF-induced
dilation to ACh. This led us to envisage that the loss of this mechanism could
originate from an increased oxidative stress. Indeed, acute exposure to NAC (free
radical scavenger) restored the dilatory response mediated by EDHF in 12 m/o
arteries. In addition, the recovered response was sensitive to 17-ODYA confirming
that the arachidonic acid pathway present at 3 m/o was 1) still present at 12 m/o,
and 2) was highly sensitive to oxidative stress. In the presence of NAC, ACh-
induced EDHF-dependent dilation of arteries isolated from 12 m/o mice was
blocked by a combination of 17-ODYA and ouabain, thus revealing the importance
of both Na'/K*-ATPase and cytochrome P450 metabolites. Oxidative stress is also
augmented in hypercholesterolemia (Ohara et al., 1997). It has also been shown that
oxidized low-density lipoproteins (LDLs) exhaust the natural antioxidant
protections favouring the formation of reactive oxygen species (Adams et al.,

2000). In gracilis arteries isolated from 20 m/o DL mice, NAC failed to restore the
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dilation induced by ACh, suggesting the development of an irreversible endothelial
dysfunction.

It is interesting that although the pathways do not seem to be exactly the
same in DL and healthy conditions, aging similarly altered the mechanism of action
of EDHF in both DL and WT mice. The cytochrome P450 pathway was up-
regulated at 3 months of age in DL mice, whereas it was up-regulated at 12 months
of age in the WT mouse gracilis artery. This pathway, however, also contributed to
the EDHF-dependent dilation in vessels isolated from 20 month-old WT mice.
Thus, the cytochrome P450 pathway is highly sensitive to oxidative stress as
recently reported (Miura & Guttermann, 2004). The demonstration that 1) this
pathway is up-regulated early in DL and impaired at 20 months of age due to excess
oxidative stress, and 2) that it is up-regulated only 6 months later in WT mice and
remains active at 20 months whereas NAC has no effects in WT mice, suggest that
this pathway is compensatory and demonstrate the pre-eminence of oxidative stress
in the presence of DL. Hence, DL, a risk factor for cardiovascular diseases,
accelerated the functional aging of the endothelium leading to an early endothelial
dysfunction by targeting the EDHF pathways.

Indeed, aging affected NO/PGI,-dependent dilation similarly whether
arteries were isolated from WT or DL mice. Although this age-dependent
endothelial dysfunction is well established (Gerhard et al., 1996; Rodriguez-
Martinez et al., 1998; Woodman et al., 2003), we could not reveal an acute effect of
NAC. This is different from a previous study in which the impaired dysfunction
could be restored by acute exposure to a SOD mimetic (Csiszar et al., 2002). In this
latter study, flow-mediated dilations were impaired. The difference in stimulus is
likely to explain this discrepancy since NO is the sole responsible of flow-mediated
responses. Yet, there is no doubt that oxidative stress increases with age (van der
Loo et al., 2000; Csiszar et al., 2002) but not acutely functionally detectable in our
model.

In conclusion, a 17-ODY A-sensitive metabolite of the cytochrome
P450/epoxygenase pathway and K, channels are responsible for ACh-induced
EDHF-dependent dilation of the DL mouse gracilis artery. At 12 m/o, DL targets
the 17-ODY A-sensitive component of the dilation mediated by ACh, as revealed by
the rescue of this dilation by NAC, whereas this 17-ODY A-sensitive mechanism
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appears in 12 m/o WT mice. Free radical production was therefore responsible for
this early — but reversible — endothelial dysfunction in DL mice. At 20 months of
age, NAC no longer rescued the dilation suggestive of an irreversible damage to the
endothelium. Hence, the 17-ODY A-dependent dilation is a secondary endothelium-
dependent dilatory mechanism recruited early in the presence of a risk factor for
cardiovascular diseases such as DL and latter in life during the normal aging
process. This time-dependent evolution of the endothelial function suggests that
there is a therapeutic window for the prevention of the endothelial dysfunction
associated with DL. Because of the sensitivity of EDHF to oxidative stress, anti-
oxidant therapeutic agents may be of use in the early phases of DL and later in life
to prevent the deterioration of the endothelial dysfunction, although the impact of

oxidative stress to age-associated endothelial dysfunction needs further exploration.
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Figure 1. Acetylcholine-induced dilation of gracilis arteries isolated from 3, 12 and
20 m/o WT (left panels) and DL (right panels) mice. (A and B) In control conditions
(n=17, 8 and 5, respectively), (C and D) in the presence of ouabain (1 mmol I;n=17,
6 and 4, respectively), and (E and F) in the presence of 17-ODYA (10 pmol I';n=6,
6 and 5 respectively). L-NNA (100 pmol 1"y and INDO (10 pmol I'") were present in
the bath. *: P<0.05 compared to EDHF (A or B); 1: P<0.05 compared to 3 m/o; § :
P<0.05 compared to 12 m/o; § : P<0.05 compared to WT, same age and experimental

conditions.

Figure 2. Acetylcholine-induced dilation of gracilis arteries isolated of 3 and 12 m/o
DL mice (n=7 and 8 respectively). In arteries isolated from 12 m/o mice, the effects
of N-Acetyl-L-Cystein (NAC; 1 pmol I'") alone (n = 6), NAC plus 17-ODYA (10
pmol 1"', n = 6) and NAC plus 17-ODYA and ouabain (1 mmol I, n=6)are
reported. L-NNA (100 pmol 1"y and INDO (10 pmol I'") were present in the bath. *:
P<0.05 compared to 3 m/o; }: P<0.05 compared to 12 m/o NAC. }: P<0.05 compared
to 12 m/o 17-ODYA.
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5.0- Discussion

5.1- Nature et mécanisme d’action d’EDHF dans Dartére gracilis de la souris

agée de 3 mois

Des trois vasodilatateurs libérés par I’endothélium en réponse a 1’acétylcholine,
I’EDHF est le plus important au niveau de I’artére gracilis avec une vasodilatation de
86% comparativement a 48% pour le NO et la PGI, combinés. Cela est en accord
avec le fait qu’EDHF semble étre plus important que le NO et la PGI; dans les petites
artéres '%. Nos résultats démontrent qu’au niveau de 1’artére gracilis de la souris
C57Bl6 agée de 3 mois, le facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium est
constitué d’ions K* (Figure 11). La réponse a 1’Ach est sensible & une combinaison
d’apamine et de charybdotoxine, ce qui suggérent I’implication des canaux SKc, et
IKc, dans la libération des ions K (Figure 11). L’augmentation de 5 4 10 mM de la

130 active les pompes Na'/K'-

concentration myoendothéliale de K™ qui s’en suit
ATPase et les canaux K; des cellules musculaires lisses provoquant ainsi
I’hyperpolarisation de ces derniéres (Figure 11). Il est possible que les canaux K;
soient aussi exprimés sur les cellules endothéliales et qu’ils participent aussi a
I’hyperpolarisation endothéliale (Figure 11). L’hyperpolarisation endothéliale
résultant de I’activation des canaux SKc¢, et IKc, favorise 1’entrée de calcium dans les
cellules endothéliales par le biais des canaux TRP ou cationiques non sélectifs (Figure
11).

130417 une combinaison d’apamine et de

Comme cela a été déja démontré
charybdotoxine était nécessaire afin de bloquer la dilatation dépendante d’EDHF
induite par ’acétylcholine. Nos résultats démontrent qu’il en est de méme dans notre
préparation puisque l’apamine et la charybdotoxine appliquées ensemble ont
fortement réduit la dilatation induite par EDHF (de 8644 a 22+4%). L’activation des

récepteurs muscariniques endothéliaux pourrait étre en mesure d’activer ces canaux
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directement '*2. Les deux inhibiteurs utilisés seuls n’ont eu que des effets partiels sur

la dilatation dépendante d’EDHF. Les canaux IKc, semblent tout de

Cellule
Endothéliale

Cellule @

musculaire lisse

+\"" |

Hyperpolarisation

8.

_— = SpekEi

Figure 11. Nature et mécanisme d’action d’EDHF dans Dartére gracilis de la souris

dgée de 3 mois . L’acétylcholine se lie & son récepteur sur la cellule endothéliale, ce qui provoque
activation des canaux SKc, et IKc,, soit de maniére directe, ou par une augmentation du calcium
intracellulaire. L’hyperpolarisation endothéliale favorise I'entrée de calcium dans la cellule par des
canaux cationiques sur la membrane, ce qui éléve la concentration intracellulaire de calcium et
augmente encore 1’activation des canaux SKc, et IKc,. L’activation de ces canaux permet une légere
augmentation de la concentration potassique extracellulaire entre les cellules endothéliales et
musculaires lisses, ce qui active la pompe Na'/K*-ATPase et les canaux K; des cellules musculaires
lisses. Cela a pour effet d’hyperpolariser les cellules musculaires lisses et de provoquer la fermeture
des canaux Ca;. Il est aussi possible que des canaux K; soient aussi exprimés sur les cellules
endothéliales et qu’ils soient aussi activés par I’augmentation extracellulaire de potassium.

méme plus importants que les canaux SKc, dans la réponse EDHF puisque la
charybdotoxine a réduit cette réponse de maniére plus prononcée (-37%) que
I’apamine (-15%). Etant donné que la charybdotoxine est aussi un bloqueur des
canaux BKc,, des expériences ont été faites en présence d’ibériotoxine. Cet inhibiteur

n’a eu aucun effet sur la dilatation dépendante d’EDHF induite par 1’acétylcholine
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démontrant donc que les IKc, semblent bien étre les canaux impliqués dans la réponse

induite par EDHF.

1l a été démontré qu’une augmentation de la concentration extracellulaire d’ions K
pouvait stimuler deux cibles des cellules musculaires lisses sensibles a cette
augmentation soit la Na'/K*-ATPase et les canaux K; 130 Nos résultats démontrent
que la réponse dilatatrice dépendante d’EDHF induite par I’acétylcholine de I’artére
gracilis de la souris est sensible au barium et a la ouabaine. Le barium n’a diminué la
dilatation que de 16% alors que la ouabaine a été nettement plus efficace en
diminuant la réponse induite par EDHF de 78%. Ainsi, la pompe Na'/K'-ATPase
semble beaucoup plus impliquée que les canaux K;; dans les dilatations induites par
EDHF de D’artére gracilis de la souris. La combinaison de ouabaine et de barium a
réduit la réponse EDHF de 85% mais cet effet n’¢était pas significativement différent
de la réduction obtenue avec la ouabaine seule. Ainsi, il est possible que les canaux

Ki; jouent un rdle mineur dans la dilatation dépendante d’EDHF.

Ainsi, au niveau de I’artére gracilis de la souris méle de souche C57B16, EDHF est
une augmentation de la concentration de K myoendothéliale générée par Dactivité
des canaux SKc, et IKc, endothéliaux (Figure 11). En réponse a cette augmentation,
les pompes Na'/K*-ATPases et dans une moindre mesure, les canaux K;; musculaires

lisses sont stimulés, ce qui hyperpolarise et dilate le muscle lisse (Figure 11).

5.2- Effet du vieillissement sur la nature et le mécanisme d’action d’EDHF au

niveau de ’artére gracilis de la souris

Nos résultats démontrent que le vieillissement altére la fonction EDHF au niveau de
I’artére gracilis de la souris C57B16 méle. Il a déja été démontré par d’autres que le
vieillissement pouvait réduire 1’efficacité de la dilatation dépendante d’EDHF 122:410
Les effets du vieillissement sur EDHF sont complexes au niveau de 1’artére gracilis
de la souris mile. A 12 mois, il y a une diminution de la dilatation engendrée par

EDHF de 23%. Cette baisse d’efficacité est accompagnée d’un changement de la
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nature du facteur EDHF. En effet, 4 12 mois, un métabolite de 1’acide arachidonique
généré par un cytochrome P450 participe, avec les ions K", a la dilatation dépendante
d’EDHF (Figure 12). Au niveau du muscle lisse, I’hyperpolarisation est engendrée
par ’activation de la Na*/K*-ATPase. Les canaux K; ne semblent plus jouer de rdle.
A 18 mois, Defficacité de la dilatation dépendante d’EDHF n’est pas diminuée en
amplitude mais la sensibilité a I’acétylcholine est fortement réduite (pD: de 69a5.7
pour 12 et 18 mois respectivement). Les ions K" et le métabolite de 1’acide
arachidonique généré par un cytochrome P450 demeurent impliqués dans la réponse

EDHEF a cet age (Figure 12).

Alors qu’une combinaison d’apamine et de charybdotoxine a réduit la dilatation
induite par EDHF de 74% a 3 mois, cette combinaison n’a diminué la réponse EDHF
que de 30% a 12 mois. La raison de cette perte de I’efficacité de ces deux inhibiteurs
pour bloquer la réponse EDHF n’est pas claire. Par contre, le tonus myogénique est
augmenté de maniére plus importante lorsque les canaux SKc, et IKca sont inhibés a
12 mois comparativement 4 3 mois. Une explication possible pourrait donc étre qu’a
12 mois, les canaux SKc, et IKc, seraient plus actifs en condition passive et ils
seraient donc moins disponibles pour une éventuelle activation lors d’une réponse
EDHF. Le fait que le 17-ODYA ait réduit la réponse EDHF de 35% suggére qu’un
métabolite de ’acide arachidonique généré par ’activité d’un cytochrome P450 est
impliqué dans la réponse EDHF & 12 mois. Ce n’est qu’en combinant apamine,
charybdotoxine et 17-ODYA que nous avons pu réduire la dilatation induite par
EDHF & 18%, niveau similaire a celui obtenu par I’application d’apamine et de
charybdotoxine a 3 mois (22%). L’implication des cytochromes P450 dans la réponse
EDHF a été démontrée dans d’autres arteres '*'*¥2%_ Dans ces études les métabolites
de ’acide arachidonique générés par I’activité des cytochromes P450 sont des EETs
et ces derniers hyperpolarisent généralement les cellules musculaires lisses en

activant les canaux BKc,.
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Figure 12. Effet du vieillissement sur la nature et le mécanisme d’action d’EDHF

dans Dartére gracilis de la souris dgée de 3, 12 et 18 mois. Alors qu’a 3 mois, 'EDHF
semblait uniquement étre composé d’ions K* dans D’artére gracilis de la souris, 4 12 mois, un EDHF
formé par 1’action d’un cytochrome P450 sur I’acide arachidonique des phospholipides membranaires
semble aussi étre impliqué bien que les dilatations dépendantes d’EDHF soient moins efficaces. Ce
second EDHF, qui semble étre le 14,15-EET, pourrait agir sur le muscle lisse en activant la pompe
Na'/K*-ATPase. Il est aussi possible que cet EET agisse au niveau de la cellule endothéliale en
favorisant son hyperpolarisation. L’implication des canaux K;; disparait & 12 mois. A 18 mois, bien que
les deux EDHFs soient encore présents, les dilatations induites par ces derniers sont beaucoup

diminuées.

L’ibériotoxine n’a eu aucun effet sur les relaxations dépendantes d’EDHF dans
I’artére gracilis de la souris suggérant la synthése, par un cytochrome P450, d’un
autre type de métabolite de 1’acide arachidonique ou encore d’un EET utilisant un
autre mécanisme d’action n’impliquant pas les canaux BKc,. Il a été démontré que
1’acide arachidonique pouvait hyperpolariser 1’artére coronaire du cochon d’inde par

251

un mécanisme indépendant des EETs <. Il a aussi été démontré que les EETs

peuvent, par un mécanisme dépendant de la protéine kinase C, augmenter la

114



communication par les jonctions gap **. Les EETs semblent aussi étre en mesure
d’augmenter la probabilité d’ouverture des canaux calciques endothéliaux 2. Ainsi,
les EETs pourraient agir en tant que seconds messagers impliqués dans les dilatations

dépendantes d’EDHF plut6t qu’en tant qu’EDHF.

A 18 mois, 1’apamine et la charybdotoxine ont réduit de 75% la dilatation
dépendante d’EDHF soit une réduction semblable a celle obtenue en présence de ces
deux inhibiteurs & 3 mois (74%). Le 17-ODYA a réduit la dilatation induite par
EDHF de 35%. Le métabolite de I’acide arachidonique participant a la réponse EDHF
présent & 12 mois semble toujours étre impliqué & 18 mois. Pourtant, le fait que
I’apamine et la charybdotoxine inhibent 75% de la réponse EDHF suggeérent que les
canaux SKc, et IKc, sont en mesure, comme c’était le cas a 3 mois, d’induire la
réponse EDHF a eux seuls. Il est pourtant important de noter que la réponse EDHF
est réduite de 45% entre 3 et 18 mois. Ainsi, il est possible que I’importance relative

des canaux SKc, et IKc, augmente avec la baisse de I’amplitude de la réponse EDHF.

La raison de I’apparition d’un second EDHF ou d’un second messager généré par
Pactivité d’un cytochrome P450 et participant a la réponse EDHF a 12 mois n’est pas
claire. A 12 mois, le tonus myogénique est augmenté de maniére indépendante du NO
et de la PGI;, un fait qui pourrait s’expliquer par un état plus dépolarisé de 1’artére
gracilis a cet dge. La ouabaine n’augmente pas le tonus myogénique alors que c¢’était
le cas a 3 mois. Cela suggere que I’activité de la Na'/K'-ATPase est réduite a 12 mois
et cela pourrait étre 1’élément déclencheur de 1’expression endothéliale de la

composante sensible au 17-ODYA de la réponse EDHF.

Le fait que la ouabaine bloque la réponse EDHF a 3, 12 et 18 mois suggere que le
métabolite de 1’acide arachidonique généré par le cytochrome P450, comme
1’augmentation de la concentration extracellulaire de K', hyperpolarise les cellules
musculaires lisses en stimulant la pompe Na'/K*-ATPase. Il a été démontré que la
ouabaine était en mesure d’inhiber les réponses EDHF dépendantes des EETs et de

I’acide arachidonique *'**'°,
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La réponse dilatatrice dépendante du NO et de la PGI; induite par I’acétylcholine est
aussi altérée par le vieillissement. A 12 mois, la dilatation dépendante du NO et de la
PGI, est réduite de 38% et bien que cette dilatation soit maintenue a 18 mois, la
sensibilité & I’acétylcholine est quant a elle trés diminuée dans I’artére gracilis de la
souris mile (pD; de 7.9 & 5.2 pour 12 et 18 mois respectivement). Ces résultats sont
en accord avec des études qui ont démontré que le vieillissement détériorait les
réponses dilatatrices du NO et de la PGI, 401:40%:404 1 o5 mécanismes proposés pour
expliquer cette diminution sont une diminution de la production de NO ou de GMPc
404420 y1n épaississement de la paroi artérielle qui limite ’accessibilité des substances
vasodilatatrices au muscle lisse *%, des mécanismes intracellulaires dysfonctionnels

330397 ot une inactivation

3% 1a présence d’un endothélium régénéré moins efficace
du NO par ’augmentation des radicaux libres observable avec le vieillissement
402;405:408:421 Cette derniére possibilité a été testée par ’application de ’antioxydant n-
acétyl-l-cystéine mais ce dernier n’a pas rétabli la réponse EDHF. Il est toujours
possible que le stress oxydant ait un rdle a jouer dans la perte de la réponse induite
par l’acétylcholine si les dommages provoqués par les radicaux libres sont

irréversibles.

En résumé, le vieillissement détériore les dilatations induites par 1’acétylcholine
dépendantes d’EDHF et de NO/PGI.. A 3 mois, seule I’augmentation de la
concentration extracellulaire d’ions K provoquée par 1’activation des canaux SKc, et
IKca endothéliaux est, par le biais de I’activation des canaux K; et des pompes
Na'/K*-ATPases musculaires lisses, responsable de I’hyperpolarisation et de la
relaxation des artéres gracilis de la souris male C57B16 en réponse a I’acétylcholine
lorsqu’en présence de L-NNA et d’indométhacine. A 12 mois, la réponse EDHF est
réduite, mais en plus des ions K*, un métabolite de 1’acide arachidonique généré par
un cytochrome P450 participe a cette réponse. A 18 mois, les deux composantes
EDHF sont moins efficaces, ce qui favorise le développement de la dysfonction

endothéliale associée au vieillissement.
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5.3- Effet de I’hypercholestérolémie et du vieillissement sur la nature et le

mécanisme d’action d’EDHF au niveau de I’artére gracilis de la souris

Nos résultats démontrent qu’a 1’dge de 3 mois, I’hypercholestérolémie induit déja des
changements dans la réponse dépendante d’EDHF au niveau de 1’artére gracilis de la
souris méle. A cet age, 1’hypercholestérolémie augmente la dilatation dépendante
d’EDHF induite par 1’acétylcholine de 10%. Un tel effet de I’hypercholestérolémie a
déja été démontré au niveau des artéres carotides et rénales du lapin 358359 Alors
qu’au niveau de ’artére gracilis de la souris saine les ions K" représentent le facteur
hyperpolarisant dérivé de I’endothélium, chez la souris hypercholestérolémique ce
facteur ne semble plus suffisant pour dilater 1’artére gracilis et un métabolite de
I’acide arachidonique généré par un cytochrome P450 participe alors a la réponse
EDHF induite par ’acétylcholine (Figure 13). Ce métabolite semble étre le 14,15-
EET puisque le EEZE, un antagoniste spécifique de cet EET, a produit les mémes
résultats que le 17-ODYA, un bloqueur non spécifique des cytochromes P450 chez
les souris hypercholestérolémiques dgées de 3 mois. A 12 et 20 mois, ce métabolite
de I’acide arachidonique ne semble plus étre impliqué. Cependant, le n-acétyl-1-
cystéine rétablit la réponse EDHF chez la souris de 12 mois a un niveau semblable a
celui observable a 3 mois, et cette récupération est sensible au 17-ODYA. Ainsi, le
stress oxydant serait a I’origine de la perte de la composante sensible au 17-ODYA a
12 mois, mais cet effet est réversible a cet dge. L’absence d’effet du n-acétyl-1-

cystéine a 20 mois suggere

117



Inhibition de la voie CYP450
par les ROS et perte de la
composante K,

Diminution majeure de la
dilatation induite par
EDHF

Figure 13. Effet du vieillissement associé & I’hypercholestérolémie sur la nature et le

mécanisme d’action d’EDHF dans ’artére gracilis de la souris agée de 3, 12 et 20

mois. Dés 1’age de 3 mois chez la souris hypercholestérolémique, il y a formation d’un second EDHF,

en plus des ions K', formé par I'action d’un cytochrome P450 sur I’acide arachidonique des
phospholipides membranaires. Cet EDHF semble étre le 14,15-EET et sa cible musculaire lisse est
inconnue. A 12 mois, les vasodilatations dépendantes d’EDHF sont beaucoup moins efficaces et la
formation ou I’action du 14,15-EET semble étre inhibée par les radicaux libres. Les canaux Kj ne
semblent plus impliqués dans la vasodilatation dépendante d’EDHF. A 20 mois, ’EDHF composé du
14,15-EET n’est plus impliqué dans les vasodilatations dépendantes d’EDHF et ces derniéres sont

beaucoup moins efficaces.

la présence de dommages irréversibles. La réduction de la réponse EDHF induite par
le vieillissement en présence d’hypercholestérolémie est plus importante que celle
observée chez les souris saines. A 12 mois, la réponse EDHF est réduite de 40% et la
sensibilité a ’acétylcholine est aussi diminuée (pD; de 7.4 & 3 mois vs 6.3 & 12 mois).

A 20 mois, la réponse EDHF est encore réduite de 54% par rapport a la reéponse
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EDHF des souris de 12 mois pour un total de réduction de 73% par rapport a la

réponse EDHF observable a 3 mois.

Chez la souris hypercholestérolémique, le vieillissement n’affecte pas la capacité qu’a
la combinaison d’apamine et de charybdotoxine d’inhiber la réponse EDHF bien que
les effets de cette combinaison soient plus importants a 12 et & 20 mois (réponse
inhibé 2 92% et 98% a 12 et 20 mois, respectivement vs 75% a 3 mois). A 3 mois, la
ouabaine n’est plus en mesure de bloquer la réponse EDHF en condition
hypercholestérolémique (inhibition & seulement 25% vs 81% a 3mois chez la souris
témoin). L apport des canaux K;; semble étre plus important en comparaison avec la
condition contrdle et méme si ’EDHF principal, les ions K*, ne semblent plus aussi
efficaces pour dilater I’artére gracilis de la souris hypercholestérolémique, ils sont
toujours impliqués comme le démontre la réduction de 43% de la réponse EDHF en
présence de barium et de ouabaine. Par contre, seule ’addition de 17-ODYA au

barium et 4 la ouabaine a permis de complétement bloquer la réponse EDHF (5%).

L’activation des canaux SKc, et IKc, entraine I’hyperpolarisation des cellules
endothéliales et favorise 1’augmentation du calcium intracellulaire 130:417  Cette
augmentation du niveau de calcium intracellulaire pourrait étre a l’origine de
I’activation du cytochrome P450. Il a ét¢ démontré que I’hypercholestérolémie
augmente la production d’EETs dans ’aorte de lapin 360 Comme chez la souris saine
de 12 mois, la nature du métabolite de I’acide arachidonique généré par un
cytochrome P450 impliqué dans la réponse EDHF de I’artére gracilis de la souris
hypercholestérolémique demeure inconnue. Méme si ici encore I’ibériotoxine n’a pas
eu d’effet sur la réponse induite par EDHF, un EET pourrait tout d¢ méme é&tre

I’EDHF formé pour les raisons expliquées précédemment.

L’implication du métabolite de 1’acide arachidonique participant a la réponse EDHF
dans Dartére gracilis de la souris hypercholestérolémique semble étre perdue a 12
mois puisque le 17-ODYA n’a plus d’effet a cet ge. L application d’un antioxydant

soit le n-acétyl-l-cystéine a ramené le niveau de dilatation dépendante ’EDHF a une

119



valeur proche (84%) de celle observable au niveau de I’artére gracilis de la souris de
3 mois (95%). La composante sensible au stress oxydant semble étre 'EDHF formé
par un cytochrome P450 puisque la portion de la réponse EDHF récupérée sous
’action du n-acétyl-l-cystéine était sensible au 17-ODYA. A 20 mois, le n-acétyl-1-
cystéine n’avait aucun effet sur la réponse EDHF suggérant donc la présence de
dommages irréversibles par les radicaux libres. L’hypercholestérolémie semble étre
responsable de ces dommages puisque le n-acétyl-l-cystéine n’a pas eu d’effet au
niveau de ’artére gracilis de la souris saine et aussi parce que la diminution
attribuable au vieillissement de la réponse EDHF était beaucoup moins importante
chez le sujet témoin. Le stress oxydant est augmenté par I’hypercholestérolémie 353

De plus, les LDLs épuisent les protections antioxydantes favorisant ainsi la formation

de radicaux libres 3%

Il est intéressant de remarquer que les effets du vieillissement sur la réponse EDHF en
presence et en absence d’hypercholestérolémie se ressemblent beaucoup. En effet,
dans les deux cas, le vieillissement diminue la réponse EDHF. Chez la souris saine,
un métabolite de 1’acide arachidonique généré par le cytochrome P450 participe a la
dilatation dependante d’EDHF & partir de 12 mois alors qu’une voie semblable
apparait a 3 mois chez la souris hypercholestérolémique. Quoique les cibles de ce ou
ces métabolites de I’acide arachidonique semblent différer, il semble logique
d’émettre ’hypothése que I’hypercholestérolémie pourrait favoriser 1’apparition
accélérée de la dysfonction endothéliale normale observée avec le vieillissement

chez le sujet sain.

6.0- Conclusion

En conclusion, au niveau de I’artére gracilis de la souris, ’EDHF a deux identités.
Les ions potassiques, libérés par les canaux SKca et IKc, endothéliaux, activent les
pompes Na'/K*-ATPases et dans une moindre mesure, les canaux Kj, hyperpolarisant
et relaxant les cellules musculaires lisses. En condition saine, le vieillissement

provoque ’apparition du second EDHF soit un métabolite de I’acide arachidonique
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de nature inconnue, généré par un cytochrome P450 qui semble participer a
I’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses en activant les pompes Na'/K*-
ATPases. L hypercholestérolémie provoque également la formation d’un métabolite
de I’acide arachidonique de nature inconnue généré par un cytochrome P450 chez la
souris dgée de 3 mois. La cible de ce métabolite est inconnue en condition
hypercholestérolémique. Chez la souris hypercholestérolémique, ce mécanisme est
inhibé de maniére réversible par le stress oxydant a 12 mois alors que 1’inhibition
devient permanente et donc irréversible a 20 mois. Chez la souris saine comme chez
la souris hypercholestérolémique, le vieillissement réduit la réponse EDHF. Cette
réduction est plus drastique chez la souris hypercholestérolémique méme si a 3 mois,
I’hypercholestérolémie augmente transitoirement 1’amplitude de 1la dilatation

dépendante d’EDHF avant de la réduire fortement a 12 et & 20 mois.
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des lacunes. Il m’a aussi appris bien des choses sur ma propre personne en

m’enseignant : 4 ne jamais perdre confiance en moi quoique les gens me disent, a ne
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jamais prendre pour acquis 1’avis d’une autre personne, a perservérer envers et contre
tous lorsque les résultats ne sont pas équivalents au travail accompli et & comprendre
que méme les meilleurs peuvent se tromper et que malgré ces erreurs, il faut foncer
téte premiére et travailler encore plus fort. Pour cela et pour tout le reste qui n’est pas

écrit ici, je te remercie Eric, tu m’as nettement fait grandir en tant que personne.
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