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Résumeé

Le systetme endothéline (ET) est activé en condition d’hypertension pulmonaire
(HTP). L’efficacité des antagonistes des récepteurs a I’ET a clairement ét¢ démontrée et a
menée a ’approbation clinique de tels antagonistes dans le traitement de I’hypertension
artérielle pulmonaire (HTAP). Toutefois, il existe présentement un important débat
opposant 1’utilisation d’un antagoniste sélectif des récepteur ET, a I'utilisation d’un
antagoniste double ETA/ETg dans le traitement de cette pathologie. Bien que nous sachions
que le systéme ET est activé et contribue a ’HTAP, les modifications locales de ce systeme
induites par la pathologie, particuliérement au niveau des arteres de résistance pulmonaires,
demeurent inconnues. De plus, I’impact de ces modifications sur la réponse
pharmacologique aux divers antagonistes des récepteurs a ’ET (sélectifs versus double) est
d’une importance capitale. Ainsi, le but de la premicre étude de cette theése était d’évaluer
les modifications potentielles de la pharmacologie du systéeme ET au niveau des artéres de
résistance pulmonaires induites par ’HTAP. Dans cette étude, nous avons démontré qu’en
condition controle 1’antagoniste sélectif ET, et 1’antagoniste double n’ont eu aucun effet
sur la réponse vasoconstrictrice a I’ET-1. Toutefois, en condition d’HTAP, les antagonistes
sélectif et double ont tous deux été en mesure de réduire la vasoconstriction pulmonaire
induite par ’ET-1. Une diminution importante de I’expression génique du récepteur ETg

pourrait étre a I’origine de cette modification du profil pharmacologique des antagonistes.

Une meilleure compréhension des roles joués par les récepteurs ET, et ETg au
niveau des artéres de résistance pulmonaires pourrait permettre 1’optimisation des
traitements de ’HTAP. Ainsi, le but de la deuxiéme étude était d’évaluer les effets d’un
traitement antisens ex vivo dirigé contre I’ARNm des récepteurs ET, et ETg dans la
vasoconstriction des artéres de résistance pulmonaires induite par I’ET-1. Dans cette étude,
nous avons démontré dans un premier temps que les récepteurs ETs et ETg pouvaient
former des diméres au niveau des artéres de résistance pulmonaires. De plus, nous avons

observé qu'une réduction de [’expression protéique du R-ET, entralnait une
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potentialisation de la vasoconstriction ETg dépendante suggérant ainsi qu’en condition
contrdle, le récepteur ET, aurait un effet inhibiteur sur la vasoconstriction pulmonaire

induite par la stimulation du récepteur ETg.

Les effets délétéres de I’ET-1 sur la circulation pulmonaire sont bien connus,
toutefois seules quelques études ont porté leur attention sur 1’implication de I’ET-3 dans
I’HTAP. Ainsi, le but de la troisiéme ¢étude était d’évaluer I’implication potentielle de I’ET-
3 dans I’HTAP. Dans cette étude, nous avons démontré qu’il était nécessaire en condition
contrdle de bloquer simultanément les récepteurs ET et ETg afin de réduire la réponse
vasoconstrictrice pulmonaire a I’ET-3. En condition d’HTAP, nous avons observé une
augmentation non-significative des concentrations plasmatiques d’ET-3 ainsi qu’une
modification du profil pharmacologique des antagonistes des récepteurs a ’ET. En effet,
I’utilisation de I’antagoniste sélectif ET4 ou de 1’antagoniste double était dans les deux cas

en mesure de réduire la vasoconstriction pulmonaire a I’ET-3.

Les résultats de ces trois études suggerent qu’il est préférable d’utiliser un
antagoniste double dans le traitement de ’'HTAP. En effet, (1) en condition d’HTAP,
I’utilisation d’un antagoniste double est aussi efficace que I'utilisation d’un antagoniste
sélectif ETx; (2) les récepteurs ET et ETg peuvent former des dimeéres au niveau des
arteres de résistance pulmonaires et (3) le récepteur ETg joue un role prédominant dans la
vasoconstriction pulmonaire, il semble donc essentiel de bloquer simultanément les

récepteurs ET, et ETp afin d’inhiber la réponse vasoconstrictrice induite par I’ET.

Mots-clés: endothéline-1, endothéline-3, artére de résistance pulmonaire, récepteur
vasculaire, antagoniste des récepteurs a I’ET, dimérisation, phosphorothioate, hypertension

artérielle pulmonaire



Abstract

The endothelin (ET) system is activated in pulmonary arterial hypertension (PAH);
indeed, increased plasma levels of ET-1 were detected in patients with various forms of
PAH and in various experimental models. The therapeutic value of pharmacological
blockade of ET receptors has been demonstrated in various animal models and led to the
current approval and continued development of these drugs for the therapy of human PAH.
Whether the net effect of either selective ET, receptor blockade or combined ETA/ETg
receptor blockade provides greater therapeutic benefit remains a subject of debate.
Although the ET system contributes to PAH, we currently incompletely comprehend which
local modifications of this system occur as a consequence of PAH, particularly in small
resistance arteries, and how this could affect the pharmacological response to ET receptor
antagonists. The purpose of the first study was therefore to evaluate potential modifications
of the pharmacology of the ET system in rat pulmonary resistance arteries from
monocrotaline-induced PAH. Our results reveal striking changes in pulmonary vasculature
sensitivity to ET receptor antagonism in PAH that may be related to a reduction in ETg
receptor expression.

A better understanding of the exact role played by both ET, and ETg receptors on
pulmonary resistance arteries might contribute to optimization of PAH treatments.
Therefore the aim of the second study was to clarify the role played by both ET and ETg
receptors in ET-1 induced pulmonary vasoconstriction using an antisense (AS)
oligonucleotide ex vivo treatment. In this study we have demonstrated that ET, and ETg
receptors can form heterodimers in pulmonary resistance arteries. Furthermore, suppression
of ET, receptors potentiated the response to ET-1 suggesting that in control condition the
ETa receptor has an inhibitory action on the ET-1 induced pulmonary vasoconstriction

induced by the stimulation of the ETy receptor.

Although the deleterious effects of ET-1 on the pulmonary circulation are well
established, only a few studies have focused on ET-3 in PAH. Therefore, the purpose of the
last study was to evaluate the potential implication of ET-3 in MCT-induced PAH and
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evaluate the roles of ET, and ETg receptors on ET-3-induced pulmonary vascular
reactivity. In control condition, the use of a combination of both ET, and ETg receptor
antagonists is necessary to reduce the ET-3 induced pulmonary vasoconstriction. In PAH,
we found an increased ET-3 plasma levels and a modification of the pharmacological
profile of ET receptor antagonists. Indeed, the use of either the ET 4 receptor antagonist or

the dual antagonist was able to reduce the ET-3 response.

The results from these three studies suggest that it is preferable to use a dual
antagonist in the treatment of PAH. Indeed, (1) in PAH the use of a dual antagonist is as
effective as the use of a selective ET4 receptor antagonist (2) ET4 and ETg receptors can
form heterodimers in pulmonary resistance arteries and (3) ETg receptor plays an important
role in the ET-1 induced pulmonary vasoconstriction, suggesting that it is necessary to

block both receptors to reduce the ET-1 induced pulmonary vasoconstriction.

Keywords: endothelin-1, endothelin-3, pulmonary resistance artery, receptor, endothelin

receptor antagonist, dimerisation, phosphorothioate pulmonary arterial hypertension
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1 Introduction

1.1 Circulation pulmonaire

Jusqu’au XVI° siécle, on croyait que le sang circulait d’un coté a ’autre du ceeur en
s’écoulant par des pores de sa paroi médiane, le septum auriculo-ventriculaire. Nous savons
aujourd’hui que les passages du cceur ne sont pas horizontaux mais bien verticaux. En fait,
le cceur est composé de deux pompes adjacentes qui desservent chacune un circuit distinct
(Figure 1). Les vaisseaux responsables du transport du sang entrant et sortant des poumons
forment la circulation pulmonaire.

La circulation pulmonaire est une circulation a haut débit et a basse pression tout en
étant un systéme a haute compliance. Elle permet au sang d’entrer en contact avec les

alvéoles des poumons de maniére a permettre les échanges gazeux.

“Left atrium

Left ventricle
Aorta to
systemic
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Figure 1. Représentation schématique des circulations systémique et pulmonaire

(http://academic.kellogg.cc.mi.us)
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La circulation pulmonaire posséde plus d’une particularité. En effet, la résistance
vasculaire pulmonaire (RVP) représente le 1/10 de la résistance vasculaire retrouvée dans la
circulation systémique. Ainsi, sa faible résistance permet a cette circulation de protéger la
barriere capillo-alvéolaire des hautes pressions intra-vasculaires qui autrement
favoriseraient la formation d’cedémes alvéolaires. De plus, contrairement a la circulation
systémique, la circulation pulmonaire est dilatée de fagon maximale en condition basale.
Par ailleurs, le mécanisme autorégulateur est inversé dans la circulation pulmonaire car une
faible concentration d’oxygéne (O;) y cause une vasoconstriction des artérioles alors
qu’une forte concentration d’O, y provoque plutot une vasodilatation. Ce phénoméne est
parfaitement adapté puisque lorsque les sacs alvéolaires sont remplis d’air riche en O,, les
capillaires pulmonaires se gorgent de sang et sont préts a recevoir 1’0O,. Par contre, si les
sacs alvéolaires sont affaissés ou obstrués par du mucus, la concentration d’O, baisse dans
la région et le sang la contourne.

L’information présentée dans les sous-sections subséquentes (anatomie et pression

pulmonaire) a été tirée du Guyton et Hall (10°™ édition, 2000).

1.1.1 Anatomie

Vaisseaux pulmonaires

Au niveau du ventricule droit, I’artére pulmonaire se divise en deux troncs
principaux soit la branche droite et la branche gauche qui permettent 1’apport de sang aux
deux poumons (Figure 2). Dans les poumons, les deux artéres se scindent en plusieurs
branches qui desservent les lobes pulmonaires. Apres avoir longé les bronches principales,
ces branches se ramifient en de nombreuses artérioles pour finalement produire les réseaux
denses de capillaires qui entourent les alvéoles. Les lits capillaires pulmonaires s’écoulent
dans les veinules pour finalement se réunir et former les deux veines pulmonaires de
chaque poumon. Les quatre veines pulmonaires déversent leur contenu dans I’oreillette
gauche. Les artéres pulmonaires transportent le sang pauvre en O, mais riche en CO, alors

que les veines transportent le sang riche en O, mais pauvre en CO,. La paroi de ’artere
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pulmonaire est mince mais elle représente environ le double de 1’épaisseur de la veine cave
et le 1/3 de celle de I’aorte. Les artéres pulmonaires sont extrémement courtes et les petites
artéres ainsi que les artérioles posseédent un plus grand diameétre que leurs équivalentes
systémiques. La grande compliance de cette circulation qui est environ de 7 ml/mm Hg
(valeur similaire a la circulation systémique enti¢re) est en grande partie expliquée par le
fait que les vaisseaux pulmonaires sont minces et trés extensibles. Cette compliance permet

a la circulation pulmonaire d’accommoder environ le 2/3 de 1’¢jection du ventricule droit.

Right Lung Left Lung

1. Aorta 4. Left

2. Innominate subclavian
artery artery

3. Left
common
carotid

5. Pulmonary
arfery

12

140 12 Tricuspid valie=
eft aur , 3 13, Inferior vena cava
8. Bicuspid valve 10. Right ventricle 14, Right auricle

6. Pulmonary vein 9. Lefi ventricle 11, Papillary muscle 15, Superior vena cava

7. Left auricle

Figure 2. Anatomie de la circulation pulmonaire (www.images.google.ca)

Circulation bronchique

Le sang circule a travers les poumons via de petites arteres bronchiques qui
proviennent de la circulation systémique. Les artéres bronchiques contiennent du sang
oxygéné qui alimente les tissus pulmonaires tels que les tissus conjonctifs, le septum ainsi
que les petites et grandes bronches. Lorsque le sang artériel et bronchique a traversé les

tissus conjonctifs, il se déverse dans la veine pulmonaire et pénetre 1’oreillette gauche.



Vaisseaux lymphatiques

Les vaisseaux lymphatiques s’étendent autour des tissus de support en commencant
par I’espace de tissus connectifs entourant les bronches puis traversent I’hilium des
poumons et achévent leur course dans le conduit lymphatique droit. Les particules qui
entrent dans les alvéoles ainsi que les protéines qui s’échappent des capillaires sont
principalement expulsées par les canaux lymphatiques permettant ainsi la prévention de

I’cedéme pulmonaire.

1.1.2Endothélium vasculaire pulmonaire

Comme au niveau de la circulation systémique, la paroi des artéres et des veines de
la circulation pulmonaire est composée de trois tuniques soit I’intima, la media et

I’adventice.

La tunique interne est formée d’un endothélium qui tapisse la lumiére de tous les
vaisseaux sanguins. Il est stratégiquement situé afin de séparer le compartiment intra-
vasculaire (sang) du compartiment interstitiel et des cellules musculaires lisses. D’un point
de vue de son nombre de cellules (6X10™"?), de son poids (1.5 kg) et de sa taille (1000 m?),
I’endothélium est reconnu comme ¢étant le plus grand organe autonome du corps humain
(McHugh et al, 1998). Autrefois, I’endothélium était considéré comme rien de plus qu’une
simple barriére sélective permettant la diffusion de macromolécules de la lumiére des
vaisseaux sanguins vers l’espace interstitiel. Toutefois, durant les 25 derniéres années,
plusieurs découvertes ont permis de démontrer que ses actions autocrines et paracrines
jouent un role clé au niveau de la régulation du débit sanguin, de la coagulation sanguine,
de I’adhésion des leucocytes, ainsi que de la croissance des cellules musculaires lisses
(Pechanova et al, 2007). L’endothélium permet la synthése et la relaiche de nombreuses
substances vasodilatatrices (Chen et al., 1988;Furchgott et al., 1980) et vasoconstrictrices

(Piper et al., 1969;Yanagisawa et al., 1988b) qui régulent le tonus vasculaire.



1.1.2.1 Agents vasodilatateurs

Les stimuli mécaniques tels que la pression et les forces de cisaillement ainsi que
certains stimuli hormonaux entrainent la relache d’agents vasodilatateurs dépendants de
I’endothélium communément appelés EDRF (endothelium derived relaxing factors)

(Pechanova et al., 2007) (Figures 3 et 4).
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Figure 3. Quelques-uns des médiateurs hormonaux entrainant la relaiche d’EDRF via

I’activation de récepteurs spécifiques a 1I’endothélium (Vanhoutte., 2003)
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Figure 4. Sécrétion et mécanismes d’action des substances vasodilatatrices dérivées de

I’endothélium (Vanhoutte., 2003)

1.1.2.1.1 Monoxyde d’azote

La découverte du NO a été considérée, durant la deuxiéme portion du 20°™ siécle,
comme la plus grande trouvaille en biologie vasculaire pour laquelle les investigateurs
Furchgott et Zawadski ont recu le prix Nobel de Physiologie et de Médecine en 1998. C’est
au tout début des années 70 que Furchgott et Zawadski ont débuté leurs études sur
I’acétylcholine (Ach) et ses effets vasculaires (Furchgott et al., 1980). En effet, ils ont
remarqué que lorsque 1’aorte thoracique de lapin était dénudée de son endothélium, I’Ach
entrainait une vasoconstriction du muscle lisse. Au contraire, en présence de 1’endothélium,

I’Ach produisait une vasorelaxation du muscle lisse. Cette relaxation pouvant étre inhibée
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par ’addition d’atropine, ils ont proposé que 1I’Ach, en agissant sur ses récepteurs
endothéliaux, induisait la relache d’une substance ayant la capacité¢ de diffuser jusqu’au
muscle lisse pour induire une vasorelaxation. C’est en 1988 que Palmer et ses

collaborateurs ont observé que ’EDRF relaché par la cellule endothéliale était en fait le NO

(Palmer et al., 1988).

Le NO est un gaz hautement diffusible possédant une demie-vie de 3 a 5 secondes.
Il est produit a partir de I’extrémité guanidine de 1’acide aminé L-arginine par 1’action de
trois isoformes de la NO synthétase soit les formes neuronale (nNOS), inductible (iNOS) et
endothéliale (eNOS) (Figure 6) (Moncada et al., 1991;Pollock et al., 1991). La nNOS et la
eNOS sont toutes deux considérées comme étant des formes constitutives exprimées et
activées par une entrée de calcium (Ca”") dans la cellule (Ignarro et al., 1987;Palmer et al.,
1988) alors que la iNOS est Ca’’-indépendante et est synthétisée durant le processus
inflammatoire par diverses cytokines et endotoxines (Marletta et al., 1988;Szabo et al,
1995). En condition physiologique, la eNOS est la principale isoforme exprimée dans les
cellules endothéliales produisant du NO en faibles concentrations (nano molaires). Elle est
activée et régulée par la contractilité¢ du cceur et est exprimée au niveau de 1’endothélium de
I’endocarde, de la circulation coronarienne, des myocytes cardiaques et des tissus de
conduction spécialisés (Balligand et al., 1995;Schulz et al., 1991). L’expression de la iNOS
est associ¢e a des dommages cellulaires et inflammatoires (Radomski et al., 1995). Cette
isoforme peut produire de fortes concentrations de NO (micro molaires) durant de longues
périodes pouvant durer jusqu’a 5 jours. L’expression de la iNOS est induite par les
cytokines dans les myocytes cardiaques, 1’endothélium endocardique, les cellules
inflammatoires, les cellules musculaires lisses vasculaires, les fibroblastes et I’endothélium
micro vasculaire (Balligand et al., 1994;Balligand et al., 1995;Schulz et al., 1992).
Toutefois, les trois isoformes de la NOS requierent, afin d’avoir une activité optimale, la
présence de plusieurs cofacteurs soient le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
réduit (NADPH), le 5, 6, 7, 8-tétra-hydrobiopterine (BH4), la flavine adénine dinucléotide
(FAD) ainsi que la flavine mononucléotide (FMN) (Cosentino et al., 1999).
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En condition basale, les forces de cisaillement et le débit sanguin sont tous deux des
stimuli majeurs qui entrainent la relache du NO. De plus, celui-ci peut étre synthétisé et
relaché par la stimulation de certains agonistes tels que la bradykinine (BK), 1’histamine, la
sérotonine, la thrombine et bien sir 1’Ach (Figure 5). L’Ach et les forces de cisaillements
entrainent une augmentation de ’activité de la eNOS via la phosphorylation du résidu
sérine 1179 par Akt (Dimmeler et al., 1999). Cette phosphorylation conduit a la
dissociation de la eNOS de la membrane plasmique ainsi que son activation (Dimmeler et
al., 1999). Toutefois, la eNOS peut aussi étre activée par des voies Akt-indépendantes. En
effet, certains agonistes béta-adrénergiques peuvent favoriser 1’activation de celle-ci via
I’augmentation des niveaux de 3’5’ adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et via
I’activation de la protéine kinase A (PKA) (McDaniel et al., 1994). De plus, la HSP90 (heat
shock protein) peut aussi favoriser la dissociation de la eNOS de la cavéoline entrainant
ainsi son activation (Garcia-Cardena et al., 1998;Gratton et al., 2000). Le NO est synthétisé
au niveau du cytosol des cellules endothéliales et diffuse jusqu’aux cellules musculaires
lisses ou il se lie a la guanylate cyclase soluble (GCs) qui catalyse la production de 3’5’
guanosine monophosphate (GMPc¢) entrainant éventuellement une réduction des niveaux
calciques. Cette baisse de Ca®" produit une réduction au niveau de la cellule musculaire
lisse de la formation du complexe Ca**-calmoduline sur la chaine légére de myosine. Ceci
provoque la phosphorylation de cette derni¢re favorisant ainsi une vasorelaxation. Le
GMPc réduit I’entrée de Ca®” via Dinhibition directe de canaux calciques voltage-
dépendants (Bolotina et al., 1994) et via I’activation d’une protéine kinase G (PKG)
dépendante du GMPc. La PKG entraine la phosphorylation de protéines présentes dans le
réticulum sarcoplasmique (RS) incluant les canaux potassiques activés par le Ca**, le 1, 4, 5
inositol triphosphate (IP;) ainsi que le phospholamban. Le phospholamban favorise la
réduction de la concentration de Ca®" intracellulaire via I’activation de la pompe calcique

du RS (SERCA) résultant en une relaxation du muscle lisse (Sanders., 1995).

En plus de ses propriétés vasodilatatrices, le NO inhibe 1’adhésion et 1’agrégation
plaquettaire (Radomski et al., 1987a), la prolifération des cellules musculaires lisses,

I’adhésion des monocytes et I’expression de différentes molécules d’adhésion (Radomski et
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al., 1987c;Radomski et al., 1987b) (Boulanger et al., 1990;Boulanger et al., 1991) (Figure
5). Le NO est également en mesure de neutraliser les effets de certains vasoconstricteurs
tels que I’angiotensine II (ANGII) (Zhou et al., 2004), les especes oxygénés radicalaires
(ROS) et ’ET-1 (Boulanger et al., 1990;Boulanger et al., 1991).
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Figure 5. Les différents agonistes et les différentes voies de signalisation intracellulaires

impliquées dans la relache de NO par la cellule endothéliale (Vanhoutte, 2003)

1.1.2.1.1.1 Interaction entre le monoxyde d’azote et I’endothéline-1

L’ET-1 sera abordée plus amplement dans une section subséquente. Il est toutefois
important de mentionner qu’il existe une interaction entre celle-ci et le NO. Cette
interaction pourrait jouer un rdle clé dans la balance entre les influences vasodilatatrice et
vasoconstrictrice qui agissent sur les cellules musculaires lisses. En effet, plusieurs études
ont démontré que le NO peut, en condition physiologique, inhiber I’action et la production
de ’ET-1. Plusieurs effets induits par I’ET-1 sont révélés lors de la suppression du NO. Par

exemple, la dénudation de I’endothélium d’artéres coronaires de porc a induit une
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augmentation de la vasoconstriction induite par I’ET-1(Suzuki et al., 1991). De plus,
Luscher et al ont démontré que la dénudation de 1’endothélium d’artéres humaines favorise
I’augmentation de la vasoconstriction dépendante de ’ET-1. Au contraire, la contraction
induite par I’ET-1 est inhibée par la relache de NO induite par une administration d’Ach,
une application directe de NO ou encore une administration d’un donneur de NO tel que le
nitroprussiate de sodium (Luscher et al., 1990). Le NO provoque non seulement une
réduction des effets induits par ’ET-1 mais peut aussi influencer la production d’ET-1
(Boulanger et al., 1990;Boulanger et al., 1991). En effet, la production d’ET-1 induite par
une stimulation a la thrombine est augmentée par le L-NMMA (NG-monométhyl-L-
arginine; inhibiteur de la eNOS) et le bleu de méthyléne (inhibiteur non-spécifique de la
GCs) mais réduite par le 8-bromo-GMPc (analogue non-hydrolysable du GMPc). Ces
quelques études ont confirmé 1’existence d’une interaction entre le NO et ’ET-1, au sein de
laquelle le NO agit comme mécanisme de protection contre une vasoconstriction exagérée

induite par I’ET-1.

1.1.2.1.2 Prostacycline

La PGI, communément appelée prostacycline a été la premiere substance
endothéliale vasoactive découverte au milieu des années 70 par le groupe de recherche de
Sir John Vane (Vane., 1971). D’un point de vue physiologique, la PGI, est une hormone
locale plutot que circulante puisque les concentrations retrouvées au niveau plasmatique
sont beaucoup trop faibles (3 pg/ml) pour avoir un effet généralisé sur la circulation (Vane
et al.,, 1990). Conséquemment, la PGI, relachée par les cellules endothéliales affecte
I’environnement local. Tout comme le NO, la PGI, est une hormone cardio-protectrice et
ses principaux effets sont: la prévention de 1’agrégation plaquettaire, la réduction du risque
de thrombose, la vasorelaxation et la réduction du remodelage des cellules musculaires

lisses (Nakayama., 2006).

La synthese de la PGI, implique trois étapes séquentielles dépendantes d’enzymes

catalytiques soit: 1) 1’activation, par la stimulation d’un agoniste, de la phospholipase A,
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entrainant ainsi la relache de I’acide arachidonique (AA) de la membrane plasmique, 2) le
métabolisme de I’AA par la cyclo-oxygénase (COX) favorisant ainsi la formation de la
prostaglandine H, (PGH,) et finalement, 3) un réarrangement enzymatique de la structure
de la PGH; par la PGI, synthétase favorisant ainsi la formation de la PGI, (Figure. 6). La
PGI, est donc un produit de la COX qui est principalement synthétisée par les cellules
endothéliales. Il existe deux isoformes de la COX, la COX-1 et la COX-2. La COX-1 est
exprimée constitutivement alors que la COX-2 est induite en condition inflammatoire
(Mitchell et al., 2006). En condition physiologique, la COX-1 est le principal isoforme
exprimé par les cellules endothéliales (Mitchell et al., 2006). De par leur expression
distincte, COX-1 et COX-2 présentent des différences au niveau de leurs mécanismes de
régulation, de leurs distributions tissulaires, de leurs spécificités de substrats, de leurs
couplages a des enzymes et finalement de leurs susceptibilités d’inhibition par une classe

hétérogene d’inhibiteurs des COXs.

La vasorelaxation induite par la PGI, est initiée par la stimulation des récepteurs a la
prostaglandine I, (IP) présents sur les cellules musculaires lisses. Cette liaison favorise
I’activation d’une enzyme intracellulaire, 1’adenylate cyclase (AC), entrainant ainsi la
formation d’AMPc (Gryglewski et al., 1988). L’AMPc favorise la phosphorylation de la
PKA qui inhibe la contraction vasculaire en activant deux cibles importantes impliquées
dans la mobilisation du Ca" soit par la phosphorylation du RGS-4 et par ’inactivation du
complexe Gaq-GTP. De plus, la PKA induit la phosphorylation de la RhoA entrainant ainsi
son inactivation et sa translocation au niveau du cytosol et lui interdisant ainsi I’accés a ses
substrats soit la Rho kinase et la phospholipase D. L’inhibition de ces deux substrats,
habituellement impliqués dans 1’inhibition de la phosphatase de la chaine légere de la
myosine, entraine la déphosphorylation de cette chaine et favorise ainsi la relaxation du

muscle lisse vasculaire (Murthy et al., 2003).
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Figure 6. Synthése de NO et de PGI, par les cellules endothéliales (Mitchell et al., 2008)

1.1.2.1.3 Facteur hyperpolarisant dérivé de [’endothélium

Une relaxation dépendante de I’endothélium a été observée dans plusieurs vaisseaux
sanguins de diverses especes incluant I’humain et ceci méme en présence d’inhibiteurs de
la NOS et des COX (Taylor et al., 1988). En effet, certains groupes de recherche ont
démontré que I’Ach et la BK induisent une hyperpolarisation du muscle lisse d’artéres de
chien, de cochon d’Inde et de porc, qui était toutefois indépendante du NO et de la PGI,
(Feletou et al., 2000). Ces résultats ont permis de suggérer 1’existence d’un facteur distinct
du NO ou de la PGI,, pouvant traverser 1’espace extracellulaire pour aller moduler le
potentiel membranaire des cellules musculaires lisses et ainsi induire une hyperpolarisation
dépendante de I’endothélium (Chen et al, 1991;Mombouli et al., 1996). Cette
hyperpolarisation a été attribuée a une substance diffusible plus communément appelée

EDHF (endothelium derived hyperpolarizing factor). L’acronyme EDHF porte a confusion
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puisque celui-ci implique qu’une seule et unique substance est responsable de
I’hyperpolarisation de la cellule musculaire lisse. Pourtant plusieurs facteurs dérivés de
I’endothélium incluant les ROS, le monoxyde de carbone (CO,), I’adénosine et divers
métabolites de ’AA sont en mesure d’induire une hyperpolarisation de la cellule
musculaire lisse. De facon générale, la réponse induite par I’EDHF inclue une
augmentation de la concentration de Ca®’ intracellulaire, une ouverture des canaux
potassiques de petite conductance (SKc,) et de conductance intermédiaire (IK,) activés par
le Ca®" ainsi qu’une hyperpolarisation de la cellule endothéliale (Chataigneau et al.,
1998;Gluais et al.,, 2005). Certaines ¢études ont démontré que 1’hyperpolarisation
subséquente de la cellule musculaire lisse dépendante de I’endothélium pourrait étre
provoquée par un couplage ¢électrique direct grace a des jonctions gap puisque I'utilisation
d’inhibiteurs de ces jonctions a réduit ou inhibé la réponse EDHF (Chaytor et al.,
2001;Dora et al., 1999;Edwards et al., 1999). Un mécanisme additionnel pouvant étre
responsable de I’hyperpolarisation de la cellule musculaire lisse serait 1’accumulation
d’ions potassiques dans 1’espace intercellulaire (Hendrickx et al., 1974). Une activation des
pompes Na”/K* ATPase musculaires (Neylon., 1999) et des canaux potassiques a
rectification entrante (Kjr) (Prior et al., 1998) serait responsable de 1’hyperpolarisation des
cellules musculaires lisses par les ions potassiques. Dans la majorité des artéres étudiées, la
contribution de ’EDHF dans la relaxation dépendante de 1’endothélium varie en fonction
de la taille de I’artére étudiée: I’implication de I’EDHF est plus importante au niveau des
artéres de résistance (Nagao et al., 1992). La vraie nature de ’EDHF demeure encore a ce
jour trés incertaine, méme si plusieurs candidats ont été proposés tel que les jonctions gap,
les acides epoxyéicosatriénoiques, les ions potassiques ainsi que le peroxyde d’hydrogene

(Figure 7) (Busse et al., 2002; Feletou et al., 2000;Vanhoutte., 2001)
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Figure 7. Les multiples mécanismes pouvant entrainer une hyperpolarisation dépendante de

I’endothélium (Vanhoutte., 2003)

1.1.2.2 Agents vasoconstricteurs

L’endothélium pulmonaire peut aussi libérer, en plus des facteurs vasodilatateurs,

plusieurs facteurs vasoconstricteurs communément appelés EDCF (endothelium derived

contracting factor) (Figure 8). Parmi ces substances, nous retrouvons le thromboxane A,

(TxA;), ’ET-1 et ’ET-3. Dans la présente thése, nous nous concentrerons d’avantage sur

I’ET-1 et ’ET-3 puisqu’ils sont au cceur du sujet de la présente étude.
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d’EDFR via I’activation de récepteurs spécifiques a I’endothélium (http://www.scielo.br)

1.1.2.2.1 Thromboxane A,

C’est en 1969 que Piper et Vane ont découvert, au niveau du poumon du cochon
d’Inde, une puissante substance vasoactive libérée en condition anaphylactique (Piper et al.,
1969). A cette époque, ils I’ont nommée substance constrictrice de 1’aorte de lapin (RCS).
Puisqu’il était possible d’inhiber la relache de RCS a l’aide d’anti-inflammatoires
stéroidien et non-stéroidien, ils ont conclut que cette substance était apparentée a la famille
des prostaglandines. En 1973, Vargaftig et Zirinis ont démontré que la RCS était libérée
durant I’agrégation plaquettaire induite par I’AA. L’appellation RCS persista jusqu’en 1975
lorsque Hamberg et al ont démontré que celle-ci était en fait une substance biosynthétique

instable intermédiaire entre la PGH, et le PHD, un métabolite stable maintenant connu sous
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le nom de thromboxane B,. C’est alors qu’ils ont proposé une structure chimique ainsi

qu’un nouveau nom, le TxA; (Figure 9) (Hamberg et al., 1975).

Figure 9. Structure du TxA; (Ogletree., 1987)

Le TxA, se distingue de son précurseur PGH, par sa demi-vie de courte durée (34
secondes versus 5 minutes) ainsi que par sa plus grande puissance vasoconstrictrice. Ce
prostanoide est libéré principalement par les plaquettes activées (Hamberg et al., 1975) et
joue un role important dans le contrdle local de I’homéostasie vasculaire (Narumiya et al.,
1999). La TxA, synthétase est I’enzyme responsable de la conversion de la PGH, en TxA.,.
Il est tres difficile de décrire I’importance physiologique du TxA, puisque celui-ci et la
PGH, possedent plusieurs activités similaires. Ainsi, les récepteurs par lesquels ces
substances induisent leurs actions ont ét¢é nommés les récepteurs aux endoperoxides
TxA,/PG. Lors de la classification des récepteurs aux prostanoides, Kennedy et ses
collaborateurs les ont alors renommés les récepteurs de type T Prostanoide (TP). Il existe
deux types de récepteurs TP soit le récepteur TPa et le récepteur TP qui font tous deux
partie de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces récepteurs
peuvent s’associer a plusieurs protéines G telles que Gy, Gia, Gz, Gie et Gp. Ils se
retrouvent sur les plaquettes et également sur les cellules endothéliales et musculaires lisses
(Halushka et al., 1995). La liaison du TxA, a son récepteur entraine I’activation de la
phospholipase C (PLC) et favorise ainsi 1’augmentation des concentrations intracellulaires
de Ca®". En situation physiologique, la PGI, contrebalance les effets du TxA,.Toutefois,

lors d’un déréglement de 1I’homéostasie vasculaire, une augmentation du TxA, peut
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contribuer au développement de certaines pathologies telle que I’'HTAP (Christman et al.,

1992).

Ces différents agents vasodilatateurs et vasoconstricteurs dérivés de I’endothélium
vasculaire et véhiculés par le sang seront en mesure d’influencer les pressions pulmonaires

en agissant directement sur le muscle lisse vasculaire.

1.1.3Les pressions pulmonaires

Pression ventriculaire droite

La pression systolique au niveau du ventricule droit est d’environ 25 mm Hg alors
que la pression diastolique a une valeur de 0 a 1 mm Hg. Ces valeurs représentent environ

le 1/5 des valeurs retrouvées au niveau du ventricule gauche.

Pression de I’artére pulmonaire

La pression systolique artérielle pulmonaire est d’environ 25 mm Hg alors que la
pression artérielle diastolique pulmonaire est de 8 mm Hg. Il en résulte une pression

artérielle pulmonaire moyenne de 15 mm Hg.

Pression capillaire

Les échanges d’O, et de CO; se produisent au niveau des capillaires pulmonaires.
Les artérioles pré-capillaires représentent le site de résistance maximale ou les premiers
changements pathologiques de I’HTP se réalisent. La pression capillaire moyenne est
environ de 7 mm Hg. Cette faible pression est trés importante pour 1’échange des fluides et

la prévention de I’cedéme pulmonaire. Selon les forces de Starling, la filtration des fluides
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dépend de 4 forces, la pression hydrostatique des capillaires (+7 mm Hg), la pression
colloidale osmotique du plasma (-28 mm Hg), la pression négative du fluide interstitiel (-8
mm Hg) et la pression colloidale osmotique du liquide interstitiel (-14 mm Hg). Ainsi, nous
obtenons une pression de filtration qui permet une sortie continuelle de liquide des
capillaires pulmonaires vers 1’espace interstitiel. Ce liquide retournera éventuellement a la
circulation via le systétme lymphatique pulmonaire. Tout facteur pouvant mener a une
augmentation des pressions colloidales osmotique interstitielle et hydrostatique des
capillaires entraine une entrée de liquide dans I’espace interstitiel et dans les alvéoles
provoquant ainsi un cedéme pulmonaire. Il est donc essentiel de préserver 1’intégrité de la
barriere épithéliale alvéolaire ainsi que 1’endothélium des micro-vaisseaux. Les causes les
plus fréquentes d’cedéme pulmonaire sont des défaillances du ventricule gauche ou encore
des pathologies de la valve mitrale. Un dommage a la membrane capillaire pulmonaire par
une infection telle qu’une pneumonie peut aussi provoquer une fuite de protéines

plasmatiques et donc une perte de liquide au niveau de 1’espace interstitiel.

Pression auriculaire gauche

La pression moyenne de 1’oreillette gauche et de la veine pulmonaire tourne autour
de 2 mm Hg. Il est difficile de mesurer directement la pression auriculaire gauche a 1’aide
d’un cathéter toutefois celle-ci peut étre estimée a I’aide de la WP (wedge pressure). Cette
derniére est obtenue par I’insertion d’un cathéter au niveau d’une veine périphérique puis a
travers le ventricule droit pour atteindre 1’artére pulmonaire et finalement pénétrer une des

petites artérioles pulmonaires ou 1’on prend la mesure.

1.2 Hypertension pulmonaire

L’HTP est une pathologie débilitante qui est caractérisée par une vasoconstriction
exagérée des cellules musculaires lisses, une augmentation de la RVP ainsi qu’une

augmentation des pressions pulmonaires menant éventuellement a une défaillance
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ventriculaire droite et ultimement a la mort (Farber et al., 2004). Elle est diagnostiquée
lorsque la pression artérielle pulmonaire moyenne est au dessus de 25 mm Hg au repos ou
au dessus de 30 mm Hg a I’exercice, alors que les pressions ventriculaires gauches sont

normales.

1.2.1Classification

C’est en 1998 que la WHO a proposé un systeme de classification des différentes
formes d’HTP. Cette catégorisation a été basée sur les options thérapeutiques ainsi que sur
les similitudes des mécanismes pathophysiologiques et la présentation clinique de la
maladie (Fishman., 2004). En 2003, lors de la réunion de la WHO a Venise, plusieurs
modifications ont été¢ apportées a ce systeéme de classification afin qu’il devienne plus
complet, plus facile a utiliser et plus pratique pour les cliniciens (Figure 10) (Galie et al.,
2004). Dans cette thése de doctorat, nous nous concentrerons sur I’HTAP puisque le

mode¢le animal utilisé dans les études présentées ici est comparable a cette pathologie.
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. Pulmonary arterial hypertension
1.1. Idiopathic
1.2. Familial
1.3. Associated with:
1.3.1. Collagen vascular disease
1.3.2. Congenital systemic-to-pulmonary shunts?
1.3.3. Portal hypertension
1.3.4. HIV infection
1.3.5. Drugs and toxins
1.3.6. Other (thyroid disorders, glycogen storage disease, Gaucher
disease, hereditary hemorrhagic telangiectasia, hemoglobinopathies,
myeloproliferative disorders, splenectomy)
1.4. Associated with significant venous or capillary involvement
1.4.1. Pulmonary veno-occlusive disease
1.4.2. Pulmenary capillary hemangiomatosis
1.5. Persistent pulmonary hypertension of the newborn

n

. Pulmonary hypertension with left heart disease
2.1. Left-sided atrial or ventricular heart disease
2.2. Left-sided valvular heart disease

3. Pulmonary hypertension associated with lung diseases and/or hypoxemia
3.1. Chronic obstructive pulmonary disease
3.2. Interstitial lung disease
3.3. Sleep-disordered breathing
3.4. Alveolar hypoventilation disorders
3.5. Chronic exposure to high altitude
3.6. Developmental abnormalities

=

. Pulmonary hypertension due to chronic thrombotic and/or embolic disease
4.1. Thromboembolic obstruction of proximal pulmonary arteries
4.2. Thromboembolic obstruction of distal pulmonary arteries
4.3. Non-thrombotic pulmonary embolism (tumor, parasites, foreign material)

5. Miscellaneous: Sarcoidosis, histiocytosis X, lymphangiomatosis, compression
of pulmonary vessels (adenopathy, tumor, fibrosing mediastinitis)

Figure 10. Classification de I’'HTP (Venise 2003) (Puri et al., 2007)

1.2.1.1 Hypertension artérielle pulmonaire

L’HTAP est une pathologie rare et débilitante qui affecte environ 50 000 a 100 000
personnes aux Etats-Unis. Elle se caractérise par une augmentation de la pression artérielle
pulmonaire en absence d’augmentation des pressions ventriculaires gauches. Il n’existe
présentement aucun traitement curatif de cette pathologie toutefois, depuis 1995 il y a eu
une explosion de nouveaux traitements qui améliorent la durée et la qualit¢ de vie des

patients.
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1.2.1.1.1 Contribution génétique et environnementale

Une meilleure compréhension de la prédisposition génétique et environnementale
est d’'une importance capitale afin d’identifier les racines de la pathogénese de I’'HTAP.
L’HTAP idiopathique (HTAPI) est une pathologie extrémement rare qui frappe de 1-2 /1
000 000 personnes par année aux Etats-Unis. Elle affecte 2 a 3 fois plus de femmes que
d’hommes et I’dge moyen des personnes affectées est de 36 ans. L’HTAPI est une
pathologie progressive qui provoque la mort en moyenne 2.8 ans aprés le diagnostic

(Rubin., 1997).

Une étude réalisée par le groupe de Newman a démontré un lien direct entre
I’HTAP familiale et une région située sur le chromosome 2 (Newman et al., 2001). En
effet, le séquencage du génome des candidats a révélé une mutation hétérozygote du geéne
impliqué dans le codage du récepteur de type Il de la BMP (BMPR-II) qui est un membre
de la superfamille des récepteurs du TGF-(Deng et al., 2000;Lane et al., 2000). Les BMP
ont originellement été identifiées comme des molécules responsables de la croissance et de
la différentiation des os et du cartilage (Kawabata et al., 1998) toutefois, les BMP sont
maintenant considérées comme des cytokines multifonctionnelles biologiquement actives
dans divers types cellulaires tels que les monocytes, les cellules épithéliales ainsi que les
cellules neuronales (Kawabata et al., 1998). L activation du BMPR-II permet la régulation
de la transcription génique. La présence, a la surface cellulaire, d'un BMPR-II ayant subi
une mutation permet tout de méme la liaison des BMP mais non la signalisation
intracellulaire qui accompagne habituellement cette liaison. Donc, I’incapacité du BMPR-II
muté a générer les signaux d’inhibition de la croissance cellulaire pourrait contribuer a la

prolifération cellulaire anormale observée en condition d’HTPA (Figure 11).
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Figure 11. Role joué par le BMPR-II dans la circulation pulmonaire (Morrell et al., 2001)

Comme celle du BMPR-II, la voie de signalisation de la sérotonine a été proposée
comme pouvant participer au développement de ’HTAPI. Les concentrations plasmatiques
de sérotonine sont augmentées chez les patients souffrant d’HTAPI (Herve et al.,
1990;Herve et al., 1995). Une étude réalisée par le groupe d’Eddahibi a démontré qu’un
pourcentage plus élevé de patients souffrant d’HTAPI (65%) présentait un polymorphisme
homozygote pour le promoteur de la sérotonine comparativement aux sujets contrdles
(27%). De plus, ils ont prouvé que cette variation génétique entrainait une prolifération plus
rapide des cellules musculaires lisses pulmonaires suite & une exposition a la sérotonine.
Ainsi, les patients présentant ce polymorphisme seraient plus susceptibles de développer
une HTAPI (Eddahibi et al., 2001). Une association positive a aussi été observée chez les
patients souffrant d’un défaut plaquettaire congénital impliquant le storage de la sérotonine

et le développement de ’HTAP (Herve et al., 1990).

I1 a été suggéré que plusieurs facteurs environnementaux pourraient aussi contribuer
a la pathogéneése de I'HTAPI. En effet, une association directe existe entre le

développement de I’HTAPI et la consommation de médicaments supprimant 1’appétit
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particulierement le groupe des fenfluramine/dexfenfluramine (Abenhaim et al.,
1996;Haworth., 1998;Polak et al., 1998). De plus, il existe une prévalence ¢levée d’HTP
(0.5%), semblable a ’HTAPI d’un point de vue pathologique et clinique, chez les patients

atteints d’une infection au HIV.

1.2.1.1.2 Pathogénese

La pathogénése de I'HTAP est complexe et multi-factorielle. Plusieurs types
cellulaires présents dans la paroi des artéres pulmonaires et dans la circulation pulmonaire
contribuent au développement et au maintien de I’HTAP. L’endothélium vasculaire
pulmonaire joue un rdle central dans la perception des différents stimuli nuisibles associés a
I’HTAP tels que I’hypoxie, les forces de cisaillement et I’inflammation. Ainsi, le
débalancement entre la production et la relache des différents agents vasodilatateurs et
vasoconstricteurs observé en condition d’HTAP pourrait étre la conséquence d’un
dommage initial a 1’endothélium vasculaire pulmonaire. Certaines études ont toutefois
proposé qu’un débalancement au niveau des composantes de la paroi vasculaire tel que les
fibroblastes ou encore un débalancement des composantes de la matrice extracellulaire
pourraient plutot €tre a 1’origine du développement de la pathologie (Stenmark et al., 2002).
Néanmois, plusieurs caractéristiques histologiques sont communes a la majorité¢ des types

d’HTAP et inclut trois processus majeurs.

En premier lieu, une vasoconstriction exagérée des cellules musculaires lisses
résultant d’un débalancement entre la production et la relache des vasodilatateurs et
vasoconstricteurs est observable au niveau de la circulation pulmonaire (Chan et al.,

2008;Humbert et al., 2004b) (Figure 12).
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Figure 12. Vasoconstricteurs et vasodilatateurs de la circulation pulmonaire en condition

controdle et en condition d’HTP (Morrell et al., 2001)

Deuxiémement, une prolifération excessive des cellules musculaires lisses et
endothéliales se développe, favorisant ainsi un important remodelage vasculaire. Ces
modifications morphologiques typiques incluent un développement de la musculature ainsi
qu’un épaississement et une fibrose de 1’intima des petites artéres pulmonaires (<200 pM)
(Figure 13). De plus, le développement d’une musculature dans les artérioles qui n’en

présentaient initialement pas est aussi observée (Chan et al., 2008;Humbert et al., 2004b).
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Figure 13. Remodelage vasculaire des artéres pulmonaires en condition d’HTAP (Morrell

etal., 2001)

Finalement, une coagulation anormale qui résulte en la formation de thrombus in
situ contribuant a I’augmentation de la RVP est aussi apparente (Chan et al., 2008;Humbert

et al., 2004b).

Ces trois processus pathologiques contribueront a la réduction de la lumicre des
artéres pulmonaires et a 1’augmentation de la résistance vasculaire pulmonaire menant

ultimement a I’augmentation des pressions pulmonaires.

Dans les prochaines sous-sections nous présenterons les différents médiateurs
impliqués dans la dysfonction endothéliale et conséquemment dans la vasoconstriction

exgagérée des cellules musculaires lisses pulmonaires.

1.2.1.1.2.1 NO

Les caractéristiques du NO ont été présentées dans une section ultérieure toutefois
nous n’avions pas abordé I’implication de cet agent vasodilatateur dans le développement et

le maintien de I’HTAP.
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Plusieurs études animales ont confirmé 1’implication du NO dans le développement
et le maintien de ’HTAP. Le groupe de Steudel a démontré que les souris ayant subis une
délétion pour le géne de la eNOS ¢étaient plus susceptibles de développer une HTP
comparativement aux souris controles (Steudel et al., 1997). De plus, une étude
complémentaire réalisée par le méme groupe de recherche a confirmé que ces mémes souris
développaient une HTP plus sévere suite a une insulte hypoxique comparativement aux
souris contrdles (Steudel et al., 1997). La délétion du géne de la eNOS chez des souris
males et femelles était associée a des caractéristiques histologiques de ’'HTAP durant leur
développement feetal et et au moment de leur naissance (Miller et al., 2005). De plus, les
souris possédant une délétion pour le BH4, un co-facteur nécessaire a 1’activité
enzymatique de la eNOS, développent une HTP (Nandi et al., 2005).

Plusieurs études ont démontré que le NO joue un role important dans la circulation
pulmonaire (Zapol et al., 1994) puisque ce dernier est responsable, en condition
physiologique, de maintenir de basses pressions pulmonaires. En effet, une étude réalisée
par le groupe de Giaid a démontré qu’en condition basale les vaisseaux pulmonaires de
patients controles présentent une forte expression endothéliale d’eNOS. Alors qu’en
condition d’HTAP, une réduction des niveaux d’eNOS a été observée au niveau de ces
mémes vaisseaux (Giaid et al., 1995). De plus, cette réduction d’expression enzymatique
corrélait inversement avec la résistance vasculaire pulmonaire.

L’impact du NO a été confirmé par I’efficacité de produits ciblant spécifiquement
cette voie dans le traitement de I’HTAP (Barnett et al., 2006). Un inhibiteur de la
phosphodiestérase de type 5 s’avére un traitement efficace de ’HTAP. Nous présenterons

de fagon détaillée le sildénafil dans une section subséquente.

1.2.1.1.2.2 PGI,
La PGIL, a été un des premiers vasodilatateurs endogénes a étre associé au
développement de ’HTAP.
L’excrétion et la production de la PGI, sont réduites chez les patients souffrant

d’HTAP (Christman et al., 1992). Cette réduction de la production est la conséquence d’une
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réduction de I’expression de la PGI, synthase au niveau des petites et moyennes artéres
pulmonaires. De plus, une réduction de I’expression des récepteurs a la PGI, a aussi été
observée au niveau des cellules musculaires lisses de patients souffrant d’HTAP
(Hoshikawa et al., 2001;Smyth et al., 2002). Ainsi, la PGI, s’est avérée la premiére drogue
efficace dans le traitement de ’HTAP. En effet, cette derniére posséde deux effets
bénéfiques soit I’inhibition de I’agrégation plaquettaire ainsi que I’inhibition de la
prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires, deux processus fortement

impliqués dans le développement de ’'HTAP.

1.2.1.1.2.3 TxA;

Tout comme la PGIl,, le TxA, est un produit de [’acide arachidonique.
Contrairement a la PGI,, ce dernier stimule 1’agrégation plaquettaire et possede des
propriétés vasoconstrictrices.

L’excrétion urinaire du métabolite stable de la TxA; soit le TxB, est augmentée
chez les patients souffrant d’HTAP primaire et secondaire (Christman et al., 1992). De
plus, une étude réalisée par le groupe de Fike a démontré que 1’utilisation du terbogrel, un
antagoniste des récepteurs au TxA,, a entrainé une atténuation du développement de
I’HTAP et une augmentation de la réponse a 1’Ach chez des cochons hypoxiques (Fike et
al., 2005). De fagon similaire, 1’utilisation d’ozagrel, un inhibiteur de la TxA, synthétase, a
induit une amélioration des symptomes de patients souffrant d’HTP (Maruyama et al.,

2005).

1.2.1.1.2.4 ET-1

En raison de ses propriétés vasoconstrictrices et pro-mitogéniques, I’ET-1 occupe
une place importante dans le développement et le maintien de ’HTAP. Les caractéristiques
du systéme ET ainsi que son implication dans le ’HTAP seront abordées en détail dans la

prochaine section.
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1.2.1.1.2.5 Facteur de croissance dérivé des plaquettes

Plusieurs données suggerent que le facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF) est impliqué dans I’HTP. Le PDGF posséde des propriétés mitogéniques et chémo-
attractantes pour les cellules musculaires lisses pulmonaires (Yu et al., 2003). Une
augmentation de ’expression des deux récepteurs du PDGF, le PDGF-a et le PDGF-f3, est
observée chez I’agneau souffrant d’HTP (Balasubramaniam et al., 2003). De plus,
I’utilisation de 1’antagoniste des récepteurs au PDGF, le ST1571, a entrainé une réduction
de la pression ventriculaire droite et de I’hypertrophie ventriculaire droite ainsi qu’une
amélioration du taux de survie chez deux modeles animaux d’HTP soit le rat monocrotaline

et la souris hypoxique (Schermuly et al., 2005).

1.2.1.1.2.6 Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire

Le facteur de croissance dérivé de 1’endothélium vasculaire (VEGF) est le facteur
principal de croissance de 1’endothélium et il est exprimé de fagon trés importante dans le
poumon. Il est nécessaire au développement et au maintien des structures du poumon
(Voelkel et al., 2006). La liaison de ’agoniste a son récepteur a la tyrosine kinase 2
(VEGFR-2) entraine une augmentation de [’expression de la eNOS ainsi qu’une
augmentation de la production de la PGI, (Voelkel et al., 2006).

Une étude réalisée par le groupe de Le Cras a démontré que [’utilisation d’un
antagoniste du récepteur VEGFR-2, chez des rats nouveau-nés, entrainait le développement
d’une HTP et d’une hypertrophie ventriculaire droite (Le Cras et al., 2002). De plus,
I’utilisation de ce méme antagoniste, le SU-5416, a aussi induit, en condition hypoxique, le
développement d’une HTP sévére chez le rat. A I’inverse, I’administration de VEGF chez
des agneaux et des rats monocrotalines a favorisé une réduction de la sévérité de I’'HTP

(Grover et al., 2005).

Il est important de mentionner que chacun de ces médiateurs n’est pas en mesure

d’induire, individuellement, le développement d’une HTP. Ainsi, le développement de
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I’HTP est la conséquence d’une combinaison de plusieurs facteurs endothéliaux ainsi que

d’une prédisposition génétique.

1.3 Systeme endothéline

En 1985, Hickey et ses collaborateurs ont démontré que I’application d’un milieu de
culture obtenu de cellules endothéliales aortiques bovines entrainait une augmentation
progressive dose-dépendante de la tension isométrique d’artéres coronaires bovine, canine
et de porc (Hickey et al., 1985). Toutefois, ce ne fit qu'en 1988 que le groupe de
Yanagisawa a finalement isolé ce peptide dans des cellules endothéliales aortiques de porc
et ils I’ont par la suite séquencé, cloné et nommé ET-1(Yanagisawa et al., 1988a). Il existe
trois génes humains distincts pour I’encodage des trois isomeres de I’ET soit: 1) la forme
classique et prédominante de I’ET (ET-1), 2) I’endothéline-2 (ET-2) ainsi que 3)
I’endothéline-3 (ET-3). Il existe aussi une autre ET-1 de 31 acides aminés (Goldie et al.,
2000;Kishi et al., 1998) ainsi qu’un quatrieme peptide de cette famille cloné chez la souris

et nommé ET-4 ou VIC (vasoactive intestinal contractor)(Saida et al., 1989).

1.3.1Endothéline-1

L’ET-1 posséde un poids moléculaire de 2492 kilodaltons (kDa), est le seul
isoforme synthétisé au niveau de ’endothélium vasculaire (White et al., 1991) et est
considéré comme le plus puissant peptide vasoconstricteur du muscle lisse vasculaire.
Parmi les différents organes du corps humain, le poumon est considéré comme celui
possédant les niveaux les plus élevés d’ET-1 sécrétés (Firth et al., 1992) par I’endothélium,
le muscle lisse, I’épithélium aérien ainsi que plusieurs autres types cellulaires. Plusieurs
agents peuvent entrainer la libération de ce peptide tels que le TGF-f (transforming growth
factor), I’angiotensine II (ANGII), 1’adrénaline, I’insuline, la vasopressine ainsi que

I’interleukine-1 (Figure 8) (Imai et al., 1992;Yoshizumi et al., 1989). Par contre, le NO, les
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prostaglandines et le peptide natriurétique de 1’oreillette peuvent en réduire la synthése
(Figure 14) (Kramer et al., 1994;Prins et al., 1994). La synthese et la relache des ET sont
augmentées en conditions pathologiques aigiies et chroniques telles que 1’athérosclérose, le

cancer, I’hypertension artérielle (HTA) et ’HTP (Battistini et al., 1993).
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Figure 14. Les agents qui régulent la libération de ’ET-1 (Remuzzi et al., 2002)
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1.3.1.1 Biosynthése et Biochimie

1.3.1.1.1 Structure des membres du systeme ET

La famille des ET est constituée des trois isoformes d’ET ainsi que de quatre
sarafotoxines (S6)(S6a, S6b, S6c, S6d), des peptides cardiotoxiques hautement similaires
isolés du venin du serpent Atractapsis engaddenensis (Figure 15)(Kloog et al., 1988;Kloog
et al, 1989). Tous les membres de cette famille possédent 21 acides aminés. L’ET-2 et
I’ET-3 différent de I’ET-1 par la substitution de deux et six aminés. Les ET-1 humaine et
porcine possédent des séquences d’acides aminés identiques. Au contraire, les ET-1 du rat
et de I’humain différent pour 6 des 21 résidus d’acides aminés (Bloch et al., 1989b). Il est
dorénavant bien établi que le pont disulfure est essentiel a la liaison des ET aux R-ET,

alors que celui-ci est moins crucial pour la liaison aux R-ETg(Rubanyi et al., 1994).

" Endothelin-1

Figure 15. Structure des membres de la famille ET (Barnes., 1994)
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1.3.1.1.2 Biosynthese

La localisation chromosomique du gene pour ’ET-1 a été cartographiée a la région
6p23-24 (Arinami et al., 1991). Les génes de I’ET-2 et ’ET-3 se retrouvent pour leur part
au niveau des chromosomes 1 et 20 respectivement. La biosynthése des ET ressemble a
celle de tout autre peptide biologiquement actif (Arinami et al., 1991). Elles sont
initialement synthétisées sous la forme de larges précurseurs inactifs qui sont ensuite clivés
a des sites spécifiques permettant la libération des peptides biologiquement actifs. L’ET-1
humaine origine donc d’un précurseur de 212 acides aminés communément appelé
preproET-1(Itoh et al., 1988). La preproET est clivée par des endopeptidases de type furine
pour former un intermédiaire biologiquement inactif de 38 acides aminés communément
appelé Big ET ou proET. Cette derniére est enfin clivée au niveau de la liaison Trp’'-
Val/lle* pour former le peptide final de 21 acides aminés (Kimura et al., 1989). I a été
suggéré que cette derniére étape a lieu au niveau de la membrane plasmique des cellules
cibles et est catalysée par des métalloprotéases membranaires a zinc de la superfamille des
néprilysines appelées enzymes de conversion de I’ET (ECE) (Turner et al., 1997). Bien que
la Big ET-1 posséde une activité vasoconstrictrice, celle-ci est 140 fois moins puissante que

celle de ’ET-1.

1.3.1.1.2.1 Enzymes impliquées dans la biosynthése

L’ECE est une métalloprotéase membranaire zinc-dépendante. Il existe trois
isoformes de I’ECE soit I’ECE-1, I’ECE-2 et ’ECE-3. L’ECE-1 a été découverte en 1993
et représente l’isoforme la plus importante physiologiquement en raison de son large
spectre d’action et d’expression (Takahashi et al., 1993). L’ECE-1 est une métalloprotéase
membranaire de type I, métabolisant la Big ET-1 produite de fagon endogene ainsi que la
Big ET-1 exogene présente sur la surface cellulaire (Yoshioka et al., 1998). L’expression de
I’ECE-1 est régulée par des mécanismes dépendants de la protéine kinase C (PKC), par les

R-ETg (Naomi et al., 1998), par des cytokines telles que IL-1, IL-4 et IL-10 (Yoshioka et
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al., 1998). Cette enzyme est produite de facon abondante au niveau des cellules
endothéliales et autres types cellulaires reconnus pour la relache d’ET-1 mature. La
spécificité de I’ECE-1 pour les différentes Big ET est décroissante (Big ET-1 > Big ET-2 >
Big ET-3). Quatre isoformes de ’ECE-1 ont été identifiés: L’ECE-1a (Shimada et al.,
1995), ’ECE-1b (Shimada et al., 1995), ’ECE-1c (Schweizer et al., 1999) ainsi que I’ECE-
1d (Valdenaire et al., 1999). Un seul géne présent sur le chromosome 1 (I1p36) est
responsable de la synthése de ces quatre isoformes humains. Ceux-ci différent seulement au
niveau de la portion N-terminale qui est responsable de leurs localisations cellulaires
respectives. En effet, ’ECE-1a, L’ECE-1c et ’ECE-1d se retrouvent toutes au niveau de la
membrane plasmique avec le domaine catalytique orienté vers I’extérieur de la cellule alors
que I’ECE-1b est localisée a I’intérieur de la cellule. Certaines études ont toutefois contredit
ces données en suggérant plutot que I’ECE-1b et ’ECE-1d ¢étaient toutes deux localisées au
niveau du systéme endosomal (Muller et al., 2003). Ils ont aussi suggéré que I’ECE-1b
serait responsable de I’activité et de la localisation cellulaire des autres isoformes. Plus
récemment, le groupe de recherche de Meidan a démontré 1’existence d’une variante
d’épissage de ’ECE-1 soit ’ECE-1sv au niveau des cellules endothéliales du boeuf. En
raison du fait qu’elle ne posséde pas de domaine transmembranaire (peptide signal), I’ECE-
Isv serait retenue au niveau du cytosol (Klipper et al., 2006). De plus, la présence de cette
isoforme dans un compartiment cellulaire distinct de ’ECE-1 pourrait suggérer un rdle

physiologique différent de cette protéine.

En 1995, Emoto et Yanagisawa ont identifi¢ I’isoforme ECE-2 (Emoto et al, 1995).
Ils ont démontré que ’ECE-2 a un pH optimal plus acide (pH 5.5) que celui de ’ECE-1
(Emoto et al., 1995). L’ECE-2 préfere la Big ET-1 plutdt que les Big ET-2 et Big ET-3.
L’ECE-2 possede 59% d’homologie avec ’ECE-1. En 2002, Ikeda et al ont identifié¢ quatre
isoformes de I’ECE-2 soit: ’ECE-2a-1, ’ECE-2a-2, I’ECE-2b-1 ainsi que I’ECE-2b-
2(Ikeda et al., 2002). L’ECE-2a-1 et I’ECE-2a-2 sont exprimés dans une variété de tissus
tels que le foie, le rein, la glande surrénale, les testicules ainsi que les cellules endothéliales
alors que I’ECE-2b-1 et ’ECE-2b-2 sont exprimés au niveau du cerveau et de la glande

surrénale. Un troisiéme isoforme de ’ECE soit I’ECE-3, a été identifié au niveau des
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microsomes de 1’iris de beeuf (Hasegawa et al., 1998). Cet isoforme serait spécifique pour

la Big ET-3 et permettrait la formation de I’ET-3 mature (Hasegawa et al., 1998).

Les chymases dérivées des mastocytes pulmonaires de rats (Wypij et al., 1992) et
d’humains (Maguire et al., 2004;Nakano et al., 1997) peuvent aussi former I’ET-1 mature
(1-21) a partir de son précurseur Big ET. Finalement il a aussi ét¢ prouvé qu’une autre
enzyme soit une métalloprotéase matricielle de type-2 (MMP-2) posseéde aussi la capacité

de générer ’ET-1 (1-32) a partir des Big ET-1 humaine et de rat (Maguire et al., 2001).

1.3.1.2 Sécrétion de PET-1

L’ET-1 est sécrétée préférentiellement (80%) du c6té abluminal lui conférant ainsi
son activité paracrine et locale alors que seulement 20% de celle-ci est sécrétée du coté
luminal (Wagner et al., 1992). Des études de microscopie réalisées au niveau des cellules
endothéliales de la veine ombilicale (Russell et al., 1998a) et de 1’artére coronaire humaine
(Russell et al., 1998b) ont permis de proposer deux voies de sécrétion pour le transport et la
relache d’ET-1, les voies constitutive et induite.

Puisque les cellules endothéliales possedent peu de granules de sécrétion,
Yanagisawa et ses collaborateurs ont stipulé en 1988 que la voie constitutive était
responsable de la sécrétion de I’ET par les cellules endothéliales aortiques de porc
(Yanagisawa et al., 1988b). En effet, Harrison et al/ ont démontré 1’existence de vésicules
de transport et de sécrétion de I’ET au niveau des cellules endothéliales aortiques de boeuf
prouvant ainsi I’implication de la voie constitutive dans le transport de ce peptide (Harrison
et al., 1993). L’ECE et la Big ET ont aussi été retrouvées ensemble dans ces vésicules
endothéliales de sécrétion (Barnes et al., 1998). Ces données permettent d’affirmer que la
relache basale d’ET par les cellules endothéliales est probablement effectuée par la voie de
sécrétion constitutive.

Par contre, plusieurs évidences semblent aussi indiquer un réle de la voie de

sécrétion induite dans le transport de I’ET. Le groupe de recherche de Russell a émis



35
I’hypothése que la Big ET-1 était transformée en ET-1 et emmagasinée dans des vésicules
de sécrétion pour étre ultérieurement libérée (Russell et al., 1998b;Russell et al., 1998a).
Des ¢études morphologiques ont démontré 1’existence de granules de stockage
communément appelées vésicules de Weibel-Palade qui pourraient étre responsables de la
sécrétion de I’ET-1(Weibel et al., 1964).

I1 a été proposé dans une étude réalisée par le groupe de Davenport que deux voies
distinctes de sécrétion (constitutive et induite) peuvent €tre utilisées par une méme cellule
(Russell et al., 1998b). En effet, ils ont suggéré que le transport et la relache d’ET par les
cellules endothéliales coronaires humaines s’effectuaient de fagon constitutive a partir de
vésicules de sécrétion mais I’ET pouvait aussi étre emmagasinée dans les corps de Weibel-

Palade et étre relachée en réponse a certains stimuli (Russell et al., 1998b).

1.3.1.3 Clairance de PET-1

La clairance par liaison a un récepteur ainsi que la dégradation enzymatique par les
endopeptidases semblent étre les deux voies métaboliques de I’ET-1. La circulation
pulmonaire représente le lit vasculaire clé responsable de la clairance rapide de I’ET
circulante. Effectivement, des 1989, Anggard et ses collaborateurs ont démontré que I’ET-1
exogene, lorsqu’administrée dans la circulation pulmonaire du rat, possédait une demie-vie
de seulement 3 minutes (Anggard et al., 1989). D’autres études ont subséquemment prouvé
que 60% de ’ET-1 infusée dans le poumon isolé de cochon d’Inde et de rat était extraite
lors d’un premier passage pulmonaire (De Nucci et al., 1988). De fagon similaire, des
clairances de 31% et de 49% lors du premier passage pulmonaire ont été observées chez le
chien (Dupuis et al., 1994) et le lapin, respectivement (Rimar et al, 1992). De plus, Dupuis
et al ont confirmé que I’extraction pulmonaire d’ET-1 chez des volontaires sains était de
47% (Dupuis et al., 1996b). Ces données suggerent que le pourcentage d’extraction et le
métabolisme pulmonaire peuvent varier en fonction de I’espéce étudiée. Ainsi, comme la
majorité des autres peptides et hormones, cette clairance est régulée par un récepteur

(Anderson et al., 1993;Nussenzveig et al., 1990). Les résultats suivants: (1) la réduction
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significative de la clairance et du captage de I’ET-1 au niveau des poumons et des reins par
I’administration intraveineuse de 1’antagoniste BQ-788 (antagoniste sélectif ETg), (2)
I’absence d’effet d’un antagoniste sélectif ETq, et (3) la capture de 80% de ’ET-1 marquée
a I’iode 125 par les poumons ont permis a plusieurs groupes dont ceux de Fukuroda et
Dupuis de démontrer I’importance du R-ETg dans la clairance rapide de I’ET-1(Dupuis et

al., 1996a;Fukuroda et al., 1994Db).

La dégradation enzymatique par des endopeptidases contribue aussi a la clairance de
I’ET-1. L’endopeptidase neutre (NEP), localisée dans les vésicules de la bordure du tubule
proximal du rein, catabolise I’ET-1. En effet, I’inhibition de cette enzyme induit une
augmentation des concentrations plasmatique et urinaire d’ET-1 (Abassi et al., 1992). Une
¢tude réalisée par le groupe de Shi a confirmé la contribution du rein dans la clairance de
I’ET-1 chez le rat puisqu’une néphrectomie bilatérale a entrainé une réduction de la
clairance d’ET-1 exogene (Shi et al., 1994). De plus, Johnstrom et al ont prouvé que cette
clairance rénale d’ET était régulée par la liaison a un récepteur puisque I’administration
d’un antagoniste sélectif ETg a favorisé une réduction significative du captage d’ET-1 au
niveau du rein (Johnstrom et al., 2005). Les résultats de cette étude ont aussi démontré

I’implication du foie dans la clairance de ’ET-1 (Johnstrom et al., 2005).

1.3.1.4 Récepteurs vasculaires a ’ET-1

Maggi et al ont été les principaux investigateurs a exécuter les premicres études
pharmacologiques dans le but de caractériser les récepteurs a ’ET (Maggi et al., 1989). Ils
ont confirmé I’existence de deux récepteurs distincts et les ont nommés ET, et ETg.
Plusieurs groupes ont par la suite cloné ces deux récepteurs chez plusieurs especes incluant
I’humain (Lin et al., 1991) et le rat (Arai et al., 1990;Sakurai et al., 1990). Les récepteurs
ETa et ETg sont tous deux des récepteurs a 7 domaines transmembranaires hydrophobes
couplés aux protéines G. Le R-ET, humain possede 427 acides aminés et un poids

moléculaire de 48, 516 Da alors que le R-ETg possede 442 acides aminés et un poids
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moléculaire de 46, 901 Da (Ozaki et al., 1995). Les geénes pour les R-ET4 et ETg sont situés
sur les chromosomes 4 et 13, respectivement (Masaki., 1995). Il existe une homologie de
58.9% entre ces deux récepteurs (Elshourbagy et al., 1993). L’affinité du R-ET4 pour les
endothélines 1 et 2 est plus élevée que pour ’ET-3 alors que le R-ETg possede la méme

affinité pour les trois isoformes (Masaki., 1995).

1.3.1.4.1 Distribution des récepteurs ET 4 et ETp

Puisque le poumon est un important site de production et de clairance de I’ET-1, il
représente une des cibles les plus importantes des effets induits par ce peptide. Les
récepteurs ETA et ETg sont largement distribués au niveau pulmonaire, ils y sont exprimés
sur les bronches, les alvéoles et les vaisseaux pulmonaires. Au niveau du systéme
respiratoire humain, une forte densité des récepteurs se retrouvent au niveau des cellules
musculaires lisses des voies aériennes. Le R-ETg y est prédominant représentant de 60 a
90% des sites de liaison néanmoins, le R-ET, est aussi présent (Fukuroda et al.,
1996;Goldie et al., 1995). Ces deux récepteurs sont responsables de la contraction des voies
aériennes. Plusieurs données suggérent que la distribution et la proportion des récepteurs
ETa et ETg varient selon I’espece (Goldie et al., 1994) et la région des voies respiratoires
¢tudiées (Goldie et al., 1996;Hay et al., 1993). Au niveau des vaisseaux pulmonaires, le R-
ET, est situé majoritairement sur les artéres alors que le R-ETg se retrouve de maniére
prédominante sur les veines (Moreland et al., 1994). Ainsi, au niveau de la circulation
pulmonaire humaine, le R-ET4 est prédominant au niveau des artéres de conductance alors
que la proportion de R-ETg augmente au niveau des artéres pulmonaires distales (Davie et
al., 2002). Les récepteurs ETo et ETg sont tous deux exprimés au niveau des cellules
musculaires lisses vasculaires alors que seul le R-ETg est exprimé au niveau des cellules
endothéliales. Au niveau des vaisseaux sanguins et des bronches humaines une deuxieme
division a été suggérée en ce qui concerne le R-ETy soit ETg; et ETg, (Hay et al., 1998). Le
R-ETg; est principalement retrouvé au niveau des cellules endothéliales et favorise une

vasorelaxation alors que le R-ETg, est présent au niveau des cellules musculaires lisses ou
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il induit une vasoconstriction et une broncho constriction importantes. Toutefois, de
récentes études ont démontré que les deux sous-types de récepteur sont codés par un seul et
unique gene (Flynn et al., 1998) discréditant ainsi 1’existence de plus d’un sous-type de
récepteur ETg.

Les récepteurs ET, et ETp sont aussi exprimés dans plusieurs autres types
cellulaires. En effet, ils se retrouvent au niveau des cardiomyocytes (Modesti et al., 1999),
des myofibroblastes pulmonaires (Prefontaine et al., 2008), des hépatocytes (Housset et al.,

1993) ainsi qu’au niveau du rein (Wilkes et al., 1991).

1.3.1.4.2 Voies de signalisation intracellulaire

Les récepteurs ET, et ETg sont tous deux capables de coupler plusieurs protéines G
(Gq, Gs, Gi, Go...) suggérant ainsi que la signalisation intracellulaire peut différer selon la
protéine G qui est couplée au récepteur. L’ET-1 produit une augmentation bi-phasique des
concentrations calciques intracellulaires soit une augmentation rapide et transitoire (2-5
secondes) suivie d’une augmentation soutenue et prolongée (30-60 minutes) (Wright et al.,

1988).

Phase rapide et transitoire

* La liaison de I’ET-1 a ses récepteurs induit généralement I’activation de la PLC qui
hydrolyse le phosphatidyl inositol 4,5 biphosphate (PIP,) pour former 1’IP; ainsi
que le diacylglycérol (DAG) (Resink et al., 1988).

o L’IP; entraine la mobilisation initiale et transitoire de Ca® via ’activation de

récepteurs se trouvant a la surface du RS (Neylon., 1999).
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Phase soutenue et prolongée

La vidange des réservoirs internes de Ca®" entraine I’augmentation initiale de Ca*"
intracellulaire nécessaire a I’ouverture de canaux calciques (SOCC, NSCC) situés a
la membrane plasmique permettant ainsi 1’entrée subséquente de Ca®" dans la
cellule. Pour sa part, le DAG facilite I’ouverture de canaux calciques activés par des

récepteurs (ROC).

L’augmentation de Ca®’ intracellulaire peut aussi favoriser une ouverture des
canaux chlores (CI) dépendants du Ca*" facilitant ainsi une sortie de CI de la

cellule et donc une dépolarisation cellulaire (Simonson et al, 1992).

L’inhibition par ’ET-1 (Shimoda et al., 1998) des canaux potassiques responsables
du potentiel membranaire des cellules musculaires lisses (Archer et al., 2000)
entraine aussi une dépolarisation cellulaire et une entrée de Ca®" par les canaux

calciques voltage-dépendants (VOCC)(Weir et al, 1995).

L’augmentation intracellulaire de Ca®" peut aussi conduire a I’activation de
I’échangeur Na'/H" entrainant ’alcalinisation cellulaire et I’activation subséquente
de ’échangeur Na'/Ca®" (Grinstein et al., 1986) en plus de favoriser la relache de

Ca’" du RS via les récepteurs a la ryanodine.

Ainsi, la diversité des signaux calciques activés par I’ET-1 dépendront de 1’expression

et de la distribution relative des récepteurs ET4 et ETg (Figure 16).
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Figure 16. Signalisation intracellulaire responsable de la vasoconstriction et du remodelage

vasculaire induit par I’ET-1. (Motte et al., 2006)

1.3.1.4.3 Implication des récepteur ETg dans les effets déléteres induits par I’ET-1

Plusieurs études ont démontré que I’ET-1 était impliquée dans la vasoconstriction
(Bonvallet et al., 1994;Yanagisawa et al., 1988b), la prolifération cellulaire (Ohlstein et al.,
1992) et la fibrose. Bien que I’implication du R-ET, dans ces effets déléteres ait clairement
¢été prouvée, I’'implication du R-ETg a été beaucoup plus complexe a démontrer. Les effets
de I’activation du R-ETjy sur le tonus vasculaire dépendent de la distribution relative des R-
ETg endothéliaux vasodilatateurs et des R-ETg musculaires lisses vasoconstricteurs.
Plusieurs études réalisées chez des volontaires sains ont suggéré que 1’activation du R-ETg
endothélial entrainait la relache de NO et de PGI, (De Nucci et al., 1988;Takayanagi et al.,

1991;Warner et al., 1989b) de sorte que, les R-ETg ont été reconnus initialement comme
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¢tant plutot vasodilatateurs. Pourtant depuis quelques années, la fonction vasodilatatrice du
R-ETg est remise en question. En effet, certaines études cliniques ont démontré que la
stimulation du R-ETg n’entrainait pas de relaxation dépendante de 1’endothélium des
artéres radiale et mammaire humaines, (Liu et al., 1996) et de la circulation de 1’avant-bras
de volontaires sains (Love et al., 1996). De plus, une étude réalisée par le groupe de Clozel
a démontré que l’administration intraveineuse de Big ET-1 ne provoquait pas de
vasorelaxation mais induisait plutoét une augmentation de la pression artérielle (Clozel et al.,
1993a). De fagon similaire, le groupe de Kiely a démontré que I’administration
intraveineuse d’ET-1, chez des volontaires sains, entrainait une augmentation des pressions
artérielles pulmonaires et systémiques moyennes ainsi que des résistances vasculaires
pulmonaires et systémiques (Kiely et al., 1997). Les résultats de ces études suggerent donc
que le role vasodilatateur du R-ETg observé suite a une injection exogene d’ET-1 pourrait

n’étre qu’un artefact pharmacologique plutot qu'une observation physiologique.

De plus en plus d’études suggerent que le R-ETg pourrait avoir une contribution
importante dans les effets pathologiques de I’ET-1. Effectivement, le R-ETg est impliqué
dans les effets vasoconstricteurs de I’ET-1. Toutefois, certaines études ont démontré que la
localisation et la taille de I’artére étudiée déterminaient lequel des deux types de récepteur
¢taient responsable de la vasoconstriction induite par I’ET-1 (MacLean et al., 1994). Par
exemple, il a été prouvé que le R-ET, était responsable de la vasoconstriction des artéres de
large diamétre (extra-pulmonaires) alors que le R-ETg était plutot responsable de la
vasoconstriction des petites artéres de résistance (MacLean et al., 1994). Ainsi, il a été
démontré que les récepteurs ET4 et ETg participaient tous deux a la vasoconstriction des
artéres pulmonaires humaines (MacLean et al., 1998) et de lapins (LaDouceur et al., 1993).
Ces études ont en effet confirmé que la stimulation du R-ETg pouvait entrainer une
importante vasoconstriction et qu'un antagonisme double des récepteurs était nécessaire
pour réduire la réponse a I’ET-1. Au niveau du poumon isolé de rat, 'IRL-1620 et la S6¢
(agonistes sélectifs du R-ETg) ont tous deux induit une importante vasoconstriction
pulmonaire ainsi qu’un cedéme pulmonaire pouvant étre prévenus par I’administration d’un

antagoniste sélectif ETg (Sato et al., 1995).
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Le R-ETjg peut aussi induire les effets pro-fibrotiques de I’ET-1. En effet, ’'ET-1 a
entrainé une augmentation de la production de collageéne de type I et de type III par les
fibroblastes normaux et sclérodermiques (Shi-Wen et al., 2001). Hoscher et al/ ont
démontré, dans une étude réalisée chez des rats hypertendus, que I’utilisation d’un
antagoniste sélectif ETg pouvait a lui seul prévenir la fibrose cardiaque (Hocher et al.,
1999). De plus, une deuxieme étude réalisée par ce méme groupe de recherche a établi que
I’utilisation d’un antagoniste sélectif ET,, dans un mode¢le de rat hypertendu, favorisait le
développement d’une fibrose rénale (Hocher et al., 2000a). Ces données expérimentales
suggerent que la stimulation du R-ETg pourrait favoriser la fibrose.

L’activation du R-ETg est impliquée dans plusieurs autres effets délétéres induits
par ’ET-1. En effet, le R-ETg semblerait étre impliqué dans la prolifération cellulaire
puisqu’une étude réalisée par Davie et al a démontré que ’ET-1 et la S6¢ pouvaient toutes
deux stimuler la prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires humaines (Davie
et al., 2002). Le R-ETg est aussi impliqué dans 1’activité pro-inflammatoire de I’ET-1. En
effet, une administration intraveineuse d’ET-1 ou d’IRL 1620 a favorisé I’extravasation
d’albumine au niveau de la trachée et des bronches chez le cochon d’Inde (Filep et al.,
1995).

En résumé, ces quelques données précliniques et cliniques ont confirmé

I’implication du R-ETjy dans les effets pathologiques induits par ’ET-1.

1.3.1.4.3.1 Profil d’expression du récepteur ETg en condition pathologique

Puisque le R-ETg posséde une double fonction vasodilatatrice (R-ETg endothélial)
et vasoconstrictrice (R-ETg musculaire lisse), il est important de déterminer le profil
d’expression et le réle joué par ce récepteur en condition pathologique. Les modéles
expérimentaux d’HTP ont été utilisés afin de clarifier I’implication du R-ETg dans le
processus pathologique de cette maladie. En effet, certaines études réalisées dans un
modele de rat transgénique sl/sl (mutation génétique pulmonaire du R-ETg) ont démontré

que I’administration de monocrotaline et I’injection exogeéne d’ET-1 n’induisaient pas une
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vasodilatation ET-dépendante (Ivy et al., 2001;Nishida et al., 2004b), une augmentation des
pressions pulmonaires basales ainsi qu’une augmentation de la réponse a 1’hypoxie chez ces
animaux (Ivy et al., 2001;Nishida et al., 2004b). De plus, le blocage chronique du R-ETg
chez I’agneau a induit le développement d’une HTP (Ivy et al., 2000). Dans 1’ensemble, ces
données suggerent que le R-ETp aurait un role vasodilatateur et que son dysfonctionnement
ou son blocage pourrait favoriser le développement d’'une HTP. Toutefois, en condition
pathologique, une réduction de 1’expression des R-ETp vasodilatateurs endothéliaux ainsi
qu’une augmentation de 1’expression des R-ETg vasoconstricteurs présents sur la cellule
musculaire lisse (Adner et al., 1998;Moller et al., 1998;Uddman et al., 2002) ont été
observées (Clozel et al., 1993b). Davie et ses collaborateurs ont également remarqué que
les patients souffrant d’HTP présentaient une augmentation significative du nombre de sites
de liaison des récepteurs a ’ET au niveau des artéres pulmonaires distales (Davie et al.,
2002). De plus, Bauer et al ont démontré que les patients souffrant d’HTP présentaient une
augmentation des expressions géniques et protéiques du R-ETg dans la media des artéres
pulmonaires (Bauer et al., 2002). L’expression du R-ETpg est aussi augmentée au niveau des
vaisseaux pulmonaires de gros calibres et de I’épithélium alvéolaire chez les patients
souffrant de sclérodermie associée a une fibrose pulmonaire (Abraham et al., 1997). De
plus, une réduction du marquage d’ETg par immunofluorescence au niveau de la cellule
endothéliale ainsi qu’une augmentation du marquage au niveau des cellules musculaires
lisses ont été observées chez des rats souffrant d’hypertension, de diabéte ou
d’hypercholestérolémie (Kakoki et al., 1999). Aussi, dans ces modeles atteints
d’hypertension, de diabéte ou d’hypercholestérolémie, 1’activation du R-ETp a entrainé une
plus forte vasoconstriction que chez les rats contrdles, suggérant la participation de ce
récepteur a ’augmentation du tonus vasculaire observée en condition pathologique (Kakoki

et al., 1999).

Ces données suggerent donc que la majorité des pathologies cardio-vasculaires sont
caractérisées par une réduction de 1’expression des R-ETg endothéliaux vasodilatateurs et

par une augmentation de 1’expression des R-ETg musculaires lisses vasoconstricteurs.
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1.3.1.4.4 Régulation croisée entre les récepteurs ET, et ETp

L’antagonisme sélectif d’un des deux récepteurs a ’ET-1 pourrait entrainer une
compensation par 1’autre récepteur suggérant donc I’existence d’une régulation croissée
(cross-talk) entre la signalisation intracellulaire activée par les récepteurs ETs et ETg
(Sauvageau et al., 2007). Ainsi, lorsqu’une méme cellule exprime les récepteurs ETa et
ETg, le blocage d’un seul de ces deux récepteurs pourrait permettre a I’ET-1 d’induire ses
effets par le biais de 1’autre récepteur. Ce systéme compensatoire pourrait indiquer qu’un
antagonisme double serait nécessaire pour obtenir une inhibition compléte des effets induits
par PET-1. L’existence d’une régulation croisée entre les récepteurs ET, et ETg a été
suggérée dans le passé (Fukuroda et al., 1994c;Fukuroda et al., 1996;Mickley et al., 1997).
En effet, Clozel et al ont démontré que I’inhibition sélective du R-ET, avec le BQ-123
n’était pas suffisante pour supprimer la constriction de la trachée induite par I’ET-1 car le
R-ETp était en mesure de prendre la releve (Clozel et al., 1995). De fagon similaire,
certaines études ont démontré qu’il était nécessaire de bloquer simultanément les récepteurs
ET, et ETg afin de réduire la vasoconstriction d’artéres pulmonaires de lapin (Fukuroda et
al., 1994c¢) et la constriction des bronches humaines (Fukuroda et al., 1996;Hay et al., 1998)
et de mouton (Henry et al, 1999) induites par I’ET-1. De plus, nous avons récemment
démontré I’existence d’une interaction entre les récepteurs ET, et ETg au niveau des
arteres de résistance pulmonaires de rat nécessitant le blocage simultané des deux
récepteurs pour inhiber la vasoconstriction induite par I’ET-1 (Sauvageau et al., 2007). Des
résultats similaires avaient été observés dans le passé. En effet, MacLean et al ont démontré
que I’utilisation d’un antagoniste double était nécessaire afin d’inhiber la vasoconstriction
d’artéres de résistance pulmonaire humaines (MacLean et al., 1994;MacLean et al., 1998).
Le groupe de recherche de Walker a récemment démontré, dans des cellules HEK 293, que
I’hétérodimérisation des récepteurs ET, et ETy induisait une augmentation soutenue des
concentrations de Ca”" intracellulaire. De plus, cette augmentation de Ca’" ne pouvait étre
inhibée que par 1’utilisation d’'une combinaison d’antagonistes sélectifs ET, (BQ-123) et

ETg (BQ-788). Ces résultats pourraient expliquer la nécessité de bloquer simultanément les
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récepteurs ET4 et ETg afin de réduire la vasoconstriction induite par I’ET-1 (Evans et al.,

2008b).

L’existence d’une régulation croisée entre les récepteurs ET, et ETg a aussi été
suggérée dans la prolifération des myofibroblastes pulmonaires induite par I’ET-1
(Prefontaine et al., 2008). Ce phénoméne pourrait donc étre une caractéristique qui est
généralement retrouvée lorsque les deux récepteurs coexistent dans un méme type

cellulaire.

1.3.1.4.5 Antagonisme sélectif versus antagonisme double

Le développement d’antagonistes sélectifs et doubles a permis de comparer leurs
efficacités relatives dans divers modeles expérimentaux. Certaines études ont démontré
qu’un traitement avec un antagoniste double était plus efficace que I’utilisation d’un
antagoniste sélectif ET,. Une étude réalisée par le groupe de Dupuis a comparé 1’efficacité
d’un traitement de 3 semaines avec un antagoniste sélectif ET, (LU 135252) a celle
obtenue par un traitement avec un antagoniste double (BSF 420627) dans un mod¢le d’HTP
induite par I’administration de MCT. Les auteurs ont conclu que les deux antagonistes
¢taient efficaces dans ce modele d’HTAP. Toutefois, seul 1’antagoniste double a été en
mesure de réduire le développement de 1I’hypertrophie ventriculaire droite et d’améliorer le
taux de survie des animaux (Jasmin et al., 2001). Des résultats similaires ont ¢été¢ obtenus
chez des rats hypertendus SHR (spontaneously hypertensive rats). En effet, le groupe de
Clozel a démontré que 1’administration intraveineuse d’antagonistes doubles (bosentan ou
terosentan) chez ces animaux entrainait une plus forte réduction de la pression artérielle que
I’administration d’antagonistes sélectifs ET, (BQ-123, BMS182874) (25 mm Hg versus 17
mm Hg) (Clozel et al., 1999). De plus, Sato et al ont démontré au niveau du poumon isolé
de rat, que la combinaison d’un antagoniste sélectif ET, (BQ-123) et ETg (BQ-788) était
plus efficace que [I’utilisation de D’antagoniste sélectif ET, seul pour inhiber la
vasoconstriction et le développement de 1’cedéme pulmonaire induits par I’ET-1(Sato et al.,

1995). Des résultats similaires ont été obtenus chez ’homme. En effet, chez des patients
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hypertendus, le blocage simultané des récepteurs ET, et ETg (combinaison BQ-123 et BQ-
788) a induit une plus forte réponse vasodilatatrice de I’artére brachiale que le seul blocage

des R-ET4 (Cardillo et al., 1999).

1.3.1.5 Roles physiologiques

Chez les mammiferes, le systétme ET est essentiel dans le développement
embryonnaire et néonatal (Baynash et al., 1994;Kurihara et al., 1994), dans le maintien du
tonus vasculaire (Haynes et al., 1994;Wright et al., 1988), dans I’homéostasie rénale (Badr
et al., 1989;Edwards et al., 1990;Pernow et al., 1988), dans la réparation du tissu
cardiaque(Weber et al., 1992), dans I’angiogenése (Knowles et al., 2005) et dans la
régulation de la respiration (Dreshaj et al., 1995;Kuwaki et al., 1996).

1.3.1.5.1 Développement embryonnaire et néonatal

Les expériences d’invalidation de gene du systéme ET chez la souris ont montré
I’importance physiologique de ce systéme dans le développement embryonnaire et
néonatal. L’ET-1, le R-ET, ainsi que I’ECE-1 sont essentiels au développement des
structures cranio-faciales et des éléments du systéme d’éjection cardiaque dérivés des crétes
neuronales (Clouthier et al., 1998;Kurihara et al., 1994;Yanagisawa et al., 1998b). En effet,
les souris invalidées pour les génes codant pour ’ET-1 ou pour le R-ET, meurent a la
naissance par asphyxie en raison de malformations cranio-faciales et pharyngo-laryngées
alors que les souris invalidées pour le géne codant I’ECE-1 meurent a un stade plus précoce
soit in utero. Les souris invalidées pour les génes codant pour le R-ET,, I’ET-1 et I’ECE-1
possedent plusieurs défauts de structures artérielles tels que I’absence d’artére sub-claviere
droite, I’interruption de 1’aorte ainsi que la présence d’une arche aortique droite. Il a ainsi

¢t¢ démontré que le R-ET, doit étre activé par I’ET-1 au stade embryonnaire E10 afin
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d’assurer une prolifération normale des cellules de la créte neuronale permettant ainsi le

développement normal des structures artérielles (Yanagisawa et al., 1998a).

1.3.1.5.2 Maintien du tonus vasculaire

L’évaluation des effets de ’administration d’ET-1 et d’antagonistes des récepteurs a
I’ET ont permis de démontrer ’importance de ce systéme dans la régulation du tonus
vasculaire. L’administration intraveineuse d’ET-1 dans diverses espéces entraine une
réduction de courte durée (quelques minutes) de la résistance vasculaire, suivie d’une
importante vasoconstriction de longue durée (1 heure) démontrant ainsi la fonction
vasodilatatrice et vasoconstrictrice de I’ET (Wright et al., 1988). Une libération de NO et
de PGI, via la stimulation du R-ETg endothélial est a I’origine de la vasodilatation initiale
puisque I’utilisation in vivo ou in vitro d’inhibiteurs du NO et de la PGI, ou d’antagonistes
du R-ETg abolisent cette vasodilatation initiale (Berti et al., 1993;Filep et al., 1993).
Toutefois, la vasoconstriction observée par la suite est induite par la stimulation du R-ETx
présent sur les cellules musculaires lisses puisque 1’administration d’antagoniste du R-ETx
peut atténuer cet effet presseur. L’intensité¢ des effets, et la nature des ces derniers, de
I’administration d’antagonistes sélectifs et doubles dépendront de I’espece étudiée. En effet,
I’implication du systtme ET dans la régulation du tonus vasculaire est limitée chez le rat
(Gardiner et al., 1996;Thompson et al., 1995), le chien (Munter et al., 1999;Teerlink et al.,
1995) et le lapin (Gratton et al., 1997;Ignasiak et al., 1997). Au contraire, I’administration
des antagonistes des récepteurs a I’ET a d’importantes répercussions hémodynamiques chez
I’homme. Ainsi, I’administration d’antagonistes sélectifs ET, (PD 145065 et BQ-123) ou
double (bosentan) chez le rat n’induit aucune modification de la pression artérielle (Banting
et al., 1996;Filep., 1997;Richard et al., 1995). De plus, I’administration de 1’antagoniste
double bosentan n’entraine aucun effet hémodynamique chez le chien anesthésié¢ (Teerlink
et al.,, 1995). L’administration intraveineuse d’un antagoniste sélectif ET, (PD156707)

chez le lapin n’induit aucune modification de la pression artérielle (Ignasiak et al., 1997).
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En revanche, Haynes et al ont démontré que 1’administration intraveineuse de 1’antagoniste
double TAK-044 chez I’homme favorise une réduction de la résistance vasculaire et de la
pression artérielle suggérant ainsi une contribution basale du systéme ET dans le maintien
du tonus vasculaire (Haynes et al., 1996). De plus, I’administration intra-artérielle locale
d’un antagoniste sélectif ET, (BQ-123) chez I’homme induit une vasodilatation ainsi
qu’une augmentation de débit sanguin local (Haynes et al, 1994). Ces données suggérent
que P’influence du systéme ET sur le tonus vasculaire pourrait étre plus importante chez

I’homme que chez certains modeles animaux.

1.3.1.5.3 Homéostasie rénale

Le systtme ET joue un rdle important dans la physiologie et la pathophysiologie
rénale. L’ET-1 et I’ET-3 sont toutes deux synthétisées dans diverses cellules des néphrons
telles que les cellules épithéliales de la medulla et du tubule collecteur cortical. Les
récepteurs ET, et ETp sont tous deux présents au niveau de la médulla et du cortex
toutefois, 70% de ces récepteurs sont du type B. De plus, ces récepteurs sont présents au
niveau des vaisseaux et des tubules rénaux, des cellules mésangliales ainsi qu’au niveau de
I’interstitium médullaire (Wilkes et al., 1991). Ainsi il n’est pas surprenant que le systeme
ET controle le débit rénal, la réabsorption d’H,O et de sodium ainsi que 1’équilibre acido-

basique (Peng et al., 2001).

Il est important de noter que les effets rénaux de ’ET dépendront non seulement de
la dose mais aussi du type d’administration. En effet, I’administration systémique d’ET-1
chez le rat entraine une augmentation de la résistance vasculaire rénale ainsi que des
réductions du débit sanguin rénal et du rythme de filtration glomérulaire favorisant donc la
rétention d’H,O et de sodium (Matsuura et al., 1997). En revanche, I’administration de
cette derniere directement au niveau de I’artére rénale favorise une augmentation rapide et
transitoire du débit sanguin rénal suivie d’une réduction de longue durée qui s’accompagne

d’une diminution du rythme de filtration glomérulaire (Wilkes et al., 1991). Les effets
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rénaux de I’ET-1 ont aussi pu étre observés lors de I’administration d’ET-1 au niveau de
I’artere rénale de lapin anesthésié (Evans et al., 1998). Cette administration a entrainé une
réduction du débit sanguin rénal, de la perfusion corticale, du rythme de la filtration
glomérulaire, du débit urinaire ainsi que de 1’excrétion sodique. Toutefois, un effet opposé
a ¢été observé au niveau de la médulla ou I’activation du R-ETg a plutoét induit une

natriurése et une diurése via I’inhibition de I’action de la vasopressine (Evans et al., 1998).

1.3.1.6 Roles pathophysiologiques

I1 est dorénavant bien établi que le systeme ET est impliqué dans le développement
et le maintien de certaines maladies cardiovasculaires. En effet, une augmentation des
niveaux circulants d’ET-1 a été observée dans diverses pathologies telles que la défaillance
cardiaque (McMurray et al., 1992), PHTA (Saito et al., 1990), I’athérosclérose (Lerman et
al., 1991), le choc septique (Schuetz et al., 2007), ainsi que la fibrose rénale (Hocher et al.,
1997).

1.3.1.6.1 Défaillance cardiaque et insuffisance cardiaque chronique

L’insuffisance cardiaque (IC) touche plus de 400 000 Canadiens et le nombre de
nouveaux cas chaque année dépasse les 50 000. En 2002, plus de 4 500 Canadiens sont
morts d’IC. L’IC est une condition pathophysiologique ou la performance cardiaque est
réduite et ne répond plus a la demande et aux besoins de I’organisme. Une des principales
conséquences de cette maladie est I’activation des systémes neurohormonaux tels que les
systémes nerveux sympathique, rénine-angiotensine-aldostérone ainsi que ET. En effet, des
augmentations des concentrations circulantes de noradrénaline, d’ANGII, d’ET-1 et
d’aldostérone ont ¢été observées chez les patients souffrant d’insuffisance cardiaque
chronique (ICC) (Cleland et al., 1996;Wright et al, 1988). Cette activation est initialement

bénéfique puisqu’elle permet de maintenir une pression adéquate de perfusion des organes
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vitaux toutefois, a long terme, cette activation devient délétére et est impliquée dans la

progression rapide de I’IC menant, éventuellement, a la mort.

Une grande percée dans le traitement de I’IC a été ’introduction des inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de ’angiotensine (ECA). En effet, les ECA ont démontré des
bénéfices en termes de mortalité, de la tolérance a I’exercice, de la fonction ventriculaire
gauche ainsi que de la protection cardiaque (Kober et al., 1995;Pfeffer et al., 1992;Wing et
al., 2003). Malgré les effets bénéfiques des inhibiteurs de ’ECA, les taux de mortalité et de
morbidité demeurent élevés chez les patients souffrant d’ICC probablement une
conséquence de 1’activation d’autres systémes neurohormonaux qui induisent leurs effets
déléteres. En effet, une augmentation des concentrations circulantes d’ET-1 ainsi qu’une
augmentation de la production d’ET-1 par le myocarde ont été observées chez des rats
souffrant d’IC chronique (ICC) (Sakai et al., 1996b).De plus, une augmentation des
expressions génique et protéique des récepteurs ET, et ETg a été confirmée au niveau du
ventricule gauche d’un modéle de rat infarctus (Kobayashi et al., 1999;Picard et al., 1998).
En raison des nombreuses données expérimentales impliquant le systtme ET dans la
pathophysiologie de I'ICC, plusieurs ¢études précliniques évaluant 1’efficacité des
antagonistes des récepteurs a I’ET-1 ont été réalisées. C’est avec les travaux de Sakai et ses
collaborateurs, en 1996, qu’un véritable intérét pour les antagonistes des récepteurs a ’ET-
1 a vu le jour (Sakai et al., 1996a). Ils ont démontré que 1’administration prolongée d’un
antagoniste sélectif ET, (BQ-123) réduisait de moitié¢ la mortalité dans un modéle de rats
infarctus induit par la ligature d’une artére coronaire. Depuis, plusieurs études évaluant
I’efficacité d’antagonistes sélectifs et double dans I’ICC ont été publiées (Miyauchi et al.,
2004;Mulder et al., 1997;Mulder et al., 1998;Nguyen et al., 1998;Sakai et al., 1996a). Ces
¢tudes ont suggéré que [’utilisation d’antagonistes des récepteurs a I’ET-1 pourrait
améliorer la fonction ventriculaire gauche, le remodelage cardiaque, 1’hémodynamie

pulmonaire et systémique ainsi que le pronostic.

Chez les patients souffrant d’ICC, des augmentation des concentrations

plasmatiques (Cacoub et al., 1993;McMurray et al., 1992;Rodeheffer et al., 1992) et



51
tissulaires d’ET-1 ont été rapportées (Ergul et al., 2000;Kakoki et al., 1999). Les niveaux
plasmatiques d’ET-1 corrélent positivement avec la classe fonctionnelle de la NYHA (New
York Heart Association) (Rodeheffer et al., 1992;Wei et al., 1994) et le volume du
ventricule gauche en fin de diastole (Wei et al., 1994) et inversement avec la fraction
d’¢jection ventriculaire gauche (Cacoub et al., 1993;Rodeheffer et al., 1992). Ainsi, les
niveaux plasmatiques d’ET-1 sont en mesure de prédire, chez les patients souffrants d’ICC,
la détérioration clinique, le besoin d’une transplantation cardiaque et la mort (Galatius-
Jensen et al., 1996;Pousset et al., 1997). Il est fort intéressant de noter que les niveaux
plasmatiques d’ET-1 corrélent positivement avec la sévérit¢é de I’HTP (Cacoub et al.,
1993;Cody et al., 1992;Pacher et al., 1993) dans I’'ICC. Toutefois, il est encore aujourd’hui
incertain si cette augmentation représente un marqueur ou un médiateur de I'HTP.
Cowburn et al ont démontré que la perfusion exogéne d’ET-1 directement dans 1’artére
pulmonaire, en concentrations similaires a celles retrouvées chez les patients souffrant
d’ICC, chez des patients souffrant d’une défaillance ventriculaire gauche entraine une
vasoconstriction systémique mais non pulmonaire (Cowburn et al., 1998). Ces données
suggerent que ’ET-1 serait un marqueur plutét qu'un médiateur de I’HTP. L’augmentation
des concentrations plasmatiques d’ET-1 observée en condition d’ICC pourrait en fait étre le
résultat d’une augmentation de la production, de la sécrétion et/ou d’une réduction de la
clairance d’ET-1. En effet, Dupuis et Staniloae ont tous deux démontré que la capacité de
clairance pulmonaire était réduite chez les patients souffrant d’IC secondaire a un infarctus
du myocarde (Dupuis et al., 1998c;Staniloae et al., 2004). De plus, Dupuis et al ont aussi
observé une réduction de la clairance d’ET-1 chez les patients souffrant d’HTP (Dupuis et
al., 1998a). De plus en plus de données suggerent que le R-ETy serait responsable de la
clairance de I’ET-1 circulante (Dupuis et al., 1996a;Fukuroda et al., 1994a). Ainsi,
I’augmentation des concentrations plasmatiques en condition d’ICC pourrait étre la
conséquence d’une réduction de I’expression du R-ETg dans I’ICC. En effet, une réduction
de I’expression pulmonaire du R-ETg a été observée chez certains modeles expérimentaux

d’ICC (Kobayshi et al., 1998).
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1.3.1.6.1.1 Antagonistes des récepteurs a I’ET-1

En raison des résultats précliniques prometteurs, plusieurs études cliniques évaluant
I’efficacité d’antagonistes sélectifs et doubles chez des patients souffrant d’ICC ont été
réalisées. L’étude REACH-1 (Research on Endothelin Antagonists in Chronic Heart
Failure) a évalué, chez des patients souffrant d’ICC de classe IIIB/IV, les effets d’un
traitement a long terme avec un antagoniste double (bosentan) (Mylona et al., 1999). Cette
¢tude a été terminée prématurément en raison de I’augmentation des transaminases
hépatiques observée. Par la suite, les effets du bosentan a plus faibles doses ont été évalués
dans deux grandes études cliniques réalisées aux Etats-Unis soit ENABLE-1 et ENABLE-2
(Endothelin Antagonist Bosentan for Lowering Cardiac Events in Heart Failure). Les
résultats de ces deux études n’ont toutefois guere démontré que 1’administration du
bosentan pouvait avoir un effet bénéfique sur le taux de morbidité et de mortalité des
patients souffrant d’ICC (Teerlink., 2002). Une autre étude évaluant les effets sur la classe
fonctionnelle et la fréquence d’hospitalisation d’un autre antagoniste double, 1’enrasentan
(ENCOR, Enrasentan Cooperative Randomized Evaluation), n’a démontré aucun bénéfice
puisque le traitement placebo a été plus efficace. L’étude EARTH (EndothelinA Receptor
Antagonist Trial in Heart Failure) a évalué le remodelage vasculaire aprés 6 mois de
traitement avec un antagoniste sélectif ET, (darusentan) chez 642 patients souffrant d’ICC
de classe II-IV et présentant une fraction d’éjection ventriculaire gauche de moins de 35%
(Coletta et al., 2002). Méme si les investigateurs ont conclu que le darusentan était bien
toléré par les patients, ils n’ont pas ét€¢ en mesure de démontrer un effet bénéfique

clairement associé au traitement.

Les attentes envers les antagonistes des récepteurs a I’ET-1 dans le traitement des
patients souffrant d’ICC n’ont clairement pas été satisfaites par les nombreuses études
cliniques réalisées jusqu’a ce jour. Une excellente revue de la littérature par Kelland et al.,
a proposé¢ plusieurs explications de ces résultats négatifs (Kelland et al., 2006).
Premiérement, ils ont mentionné qu’il était possible que les antagonistes des récepteurs a

I’ET-1 améliorent 1’¢jection cardiaque a court terme mais que leur utilisation a long terme
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ne soit pas en mesure de réduire les taux de morbidité et de mortalité. Deuxiémement, ils
ont suggéré que 'utilisation d’antagonistes des récepteurs a I’ET-1 aurait pu étre un succes
dans le traitement de I’'ICC s’ils avaient été introduits avant les inhibiteurs de ’ECA, les
béta-bloquants et la spirinolactone. En effet, une fois que deux des trois systémes
neurohormonaux sont bloqués, il est possible que le blocage du troisiéme systéme ajoute
peu d’effets bénéfiques additionnels. Troisiémement, ils ont énoncé qu’il existait peut-Etre
une sous-population de patients souffrant d’ICC qui pourrait bénéficier d’un traitement
avec des antagonistes des récepteurs a I’ET-1. Finalement, ils ont proposé que I’utilisation
d’antagonistes sélectifs ET, pourrait étre plus bénéfique que I’utilisation d’antagonistes

doubles chez les patients souffrant d’ICC.

1.3.1.6.2 Hypertension artérielle systéemique

L’HTA systémique affecte une personne sur cinq au Canada. Il s’agit du principal
facteur de risque associ¢ aux arréts cérébraux-vasculaires et 1'un des plus importants
facteurs de risque associés aux maladies du cceur. Selon I’organisation mondiale de la santé
(World Health Organization, WHO), ’HTA est définie par une pression systolique égale
ou supérieure a 160 mm Hg et par une pression diastolique égale ou supérieure a 95 mm
Hg. La pression sanguine est optimale lorsque les pressions systolique et diastolique sont
en bas de 120 mm Hg et 80 mm Hg, respectivement.

En raison du fait que I’administration exogene d’ET-1 entraine une augmentation de
la pression artérielle chez le rat (Mortensen et al., 1992;Potter et al., 1997), le chien
(Wilkins et al., 1993) et I’homme (Rabelink et al., 1994), plusieurs études ont évalué
I’implication du systtme ET dans la pathophysiologie de I’'HTA. Une réduction de la
réponse a I’ET-1 de I'aorte de rats DOCA-sel a été la premicre observation suggérant
I’implication du systéme ET dans certaines formes expérimentales d’HTA (Nguyen et al.,
1993). L’activation du systetme ET a aussi été¢ observée dans plusieurs modeles animaux
d’hypertension tels que le rat DOCA-sel (Carneiro et al., 2008;Lariviere et al.,
1993b;Lariviere et al., 1993a;Schiffrin et al., 1997), le rat DOCA-sel SHR (Schiffrin et al.,
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1995), le rat Dahl-sel (Doucet et al., 1996) et le hamster SHR (Rubinstein., 2006). Ces
mode¢les animaux présentent une augmentation des niveaux tissulaires d’ET-1 au niveau de
I’aorte et des arteres mésentériques (Day et al., 1995) et ont une baisse de pression artérielle
suite a I’administration d’antagonistes des récepteurs a I’ET-1 (d'Uscio et al., 1997;Day et
al., 1995;Lariviere et al., 1995;Li et al., 1996b;Okada et al., 2000). Au contraire,
I’activation du systeme ET ne semble pas jouer de role important dans les modeles animaux
SHR et rénovasculaire d’HTA (Li et al., 1996a), dans les modeles animaux transgéniques
(mREN2)27 (Rossi et al., 2000) de méme que dans les mod¢les animaux exprimant la
rénine et I’angiotensinogéne humaine (Bohlender et al., 2000). En effet, dans ces divers
mod¢les animaux, ['utilisation d’antagonistes des récepteurs a I’ET-1 n’a eu aucun effet
anti-hypertenseur.

Les niveaux plasmatiques d’ET-1 sont habituellement normaux chez les patients
souffrant d’HTA (Davenport et al., 1990;Kohno et al., 1990;Schiffrin et al., 1991).
Toutefois, des niveaux élevés peuvent Etre retrouvés chez les américains d’origine africaine
et chez certains patients souffrant d’HTA sévere (Ergul et al., 1996). L’utilisation
d’antagonistes sélectifs ET, entraine une plus forte vasodilatation chez les patients
souffrant d’HTA essentielle que chez des volontaires sains suggérant donc un role
prédominant du R-ET, dans la régulation du tonus vasculaire par I’ET-1 endogéne. Ainsi,
Cardillo ef al., ont démontré que 1’administration d’un antagoniste sélectif ET, (BQ-123)
améliore la vasodilatation chez les patients souffrant d’HTA (Cardillo et al., 1999). De
plus, I’administration d’un antagoniste sélectif ETg (BQ-788) au niveau de la circulation de
I’avant-bras de patients hypertendus entraine une vasodilatation (Cardillo et al., 1999) alors
que ’administration du BQ-788 chez des volontaires sains induit une vasoconstriction des
arteres de résistance de I’avant-bras. Ces résultats suggerent que chez les volontaires sains,
le R-ETg pourrait jouer un réle vasodilatateur alors que chez les patients hypertendus, le R-

ETg aurait un role vasoconstricteur.
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1.3.1.6.2.1 Antagonistes des récepteurs a I’ET-1

L’implication du syst¢tme ET dans la pathophysiologie de I’'HTA humaine est
toujours incertaine. Quelques études cliniques ont tenté de démontrer D’efficacité
d’antagonistes des récepteurs a ’ET-1 dans ’HTA. Ainsi, I’administration de 1’antagoniste
double bosentan (500-2000 mg/jour sur 4 semaines) chez des patients souffrant d’HTA
1égere (classe I-1I), a entrainé une réduction de la pression diastolique comparable a celle
obtenue lors de I’administration d’un inhibiteur de ’ECA (enalapril, 20 mg/jour) (Krum et
al., 1998). De plus, une étude réalisée chez 392 patients hypertendus a évalué les effets
d’un traitement de deux semaines avec un antagoniste sélectif ET, (darusentan).
L’administration du darusentan a induit des réductions de la pression diastolique de 6 (10
mg/jour pendant 6 semaines) et 11.3 mm Hg (100 mg/jour) chez ces patients hypertendus
(Nakov et al., 2002). Des résultats similaires ont ét¢ obtenus récemment dans une étude de
phase II réalisée chez 115 patients souffrant d’une forme résistante d’hypertension et traités
avec le darusentan. En effet, dix semaines de traitement avec cet antagoniste sélectif ETx a
résulté en une réduction des pressions systoliques et diastoliques (Black et al., 2007).
Malgré des résultats fort intéressants, il demeure toujours incertain si les antagonistes des
récepteurs a I’ET seront éventuellement inclus dans les traitements thérapeutiques de
I’HTA. Peut-étre existe-t-il une sous-population de patients souffrant d’HTA qui pourrait
étre plus susceptible de répondre positivement a un traitement avec des antagonistes des
récepteurs a I’ET. En effet, ’ET semble étre impliquée dans le développement de I’HTA
sensible au sel. La majorité des études réalisées a ce jour ont seulement évalué les effets des
antagonistes des récepteurs a I’ET-1 sur la pression artérielle. Pourtant, il est bien connu
que le systtme ET est impliqué dans les dommages tissulaires ainsi il est possible que
I’utilisation de ces agents puisse protéger contre ces effets délétéres plutdt que d’entrainer
une réduction de la pression artérielle. En effet, une étude réalisée par le groupe de Barton a
démontré que I’administration d’un antagoniste sélectif ET, (LU135252) pendant deux
mois n’a induit qu'une légere réduction de la pression artérielle mais a néanmoins prévenu
I’hypertrophie vasculaire et a normalisé la réactivité¢ vasculaire induite par une diete riche

en sodium (Barton et al., 1998). De plus, Okada et al ont révélé que I’administration d’un
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antagoniste sélectif ET, (J-105859) a aussi prévenu 1’hypertrophie vasculaire chez des rats
Dahl-sel en plus de réduire le taux de mortalité¢ et d’éviter le développement de 1ésions
cérébrales induites par I’ET-1 (Okada et al., 2000).

Néanmoins, les effets sur les enzymes hépatiques, les maux de téte occasionnés et
leur courte durée d’action nécessitant plus d’une administration par jour, ont entrainé une

réduction de I’intérét pour le développement de ces agents dans le traitement de ’'HTA.

1.3.1.6.3 Hypertension pulmonaire

Les niveaux plasmatiques d’ET-1 sont €élevés chez les patients souffrant d’HTP de
diverses étiologies (Giaid et al., 1993;Kumar et al., 1996;Langleben et al., 1993) et
correlent positivement avec la sévérité de la maladie, la pression de I’artére pulmonaire et
la résistance vasculaire pulmonaire (Cody et al., 1992). Ils corre¢lent par contre de fagcon
négative avec le pronostic. Une augmentation du gradient artério-veineux d’ET-1 suggere
que la circulation pulmonaire pourrait contribuer a cette augmentation des niveaux
circulants d’ET-1 (Stewart et al., 1991). Il reste néanmoins a déterminer si cette ¢lévation
est la conséquence d’une augmentation de la production et/ou une réduction de la clairance
pulmonaire due a une diminution de I’activité du R-ETg (Dupuis et al., 1998c;Dupuis et al.,
1998a;Dupuis et al., 1998b;Dupuis et al., 1996a;Mathieu et al., 2001). De plus, la
signification de cette augmentation des niveaux plasmatiques d’ET-1 demeure incertaine.
Toutefois, il est fort probable que cette augmentation d’ET-1 circulante soit secondaire au
processus pathologique de I’HTP et serait donc un marqueur plutét qu’un médiateur. Cette
hypothese est supportée par le fait qu’une administration chronique exogéne d’ET-1 sur une
période de quatre semaines chez le rat n’a pas induit le développement d’une HTP ou d’une
hypertrophie ventriculaire droite (Migneault et al., 2005). De plus, Hocher et al ont
démontré que la surexpression pulmonaire d’ET-1 chez la souris n’induisait pas le
développement d’'une HTP mais entrainait toutefois le développement d’une inflammation
et d’une fibrose pulmonaires (Hocher et al., 2000b). Ainsi, ces données suggerent que
I’activation seule du systéme ET est insuffisante pour induire une HTP et donc qu’un

débalancement de d’autres facteurs endothéliaux tels que le NO, le TxA, et la PGI, ainsi
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qu’une modification des propriétés des cellules musculaires lisse et du BMPR-II (Bone
protein morphogenic receptor) pourraient &tre nécessaires pour permettre a 1I’ET-1
d’induire de tels effets pathophysiologiques.

Bien qu’il soit toujours incertain si I’augmentation plasmatique est une cause ou une
conséquence de I’HTP, les études qui ont évalué les niveaux d’expression tissulaire du
systtme ET confirment I’implication de ce dernier dans la pathogénése de 'HTAP. En
effet, I’étude réalisée par le groupe de Giaid a démontré que comparativement au groupe
contrdle, une augmentation de 1’expression tissulaire pulmonaire d’ET-1 a été observée
chez les patients souffrant d’HTAP. Cette augmentation d’expression était localisée
principalement au niveau de 1’endothélium des artéres pulmonaires ainsi qu’au niveau des
Iésions plexiformes. De plus, l'intensit¢é du marquage correlait positivement avec la
résistance vasculaire pulmonaire (Giaid et al., 1993). Une augmentation du marquage de
I’ECE-1 (Giaid., 1998) de méme qu’une augmentation de I’expression du récepteur ETg
(Davie et al., 2002) ont aussi ét¢ remarquées au niveau de I’endothélium des artéres

pulmonaires de patients souffrant d’HTAPI.

Ainsi, ces données confirment que les composantes du systeme ET sont en majorité
surexprimées au niveau des artéres pulmonaires et ces dernicres correlent de fagon positive

avec la sévérité de la pathologie.

Dans les prochaines sous-sections nous présenterons les différents modeles

expérimentaux d’HTAP tout en précisant I’implication du systéme ET.

1.3.1.6.3.1 Modg¢les animaux expérimentaux

Une variété de stimuli chimiques, physiologiques et moléculaires ont été utilisés
pour étudier ’HTP (Tableau 1). Parmi ceux-ci, les modeles hypoxiques et MCT sont

couramment utilisés.



Experimental model

Animal species

Shared pathological findings in
human disease

(Patho)physiological
stimuli

Acute and chronic hypoxia

Bird, cow, dog,
guinea pig, mouse,
pig. rat, sheep

Increased muscularization

of resistance vessels in chronic
bronchitis, cystic fibrosis, chronic
obstructive pulmonary disease,
hypoventilation and chronic heart disease

Increased flow

Dog, pig rat, sheep

Increased muscularization in
congenital heart disease

Vascular obstruction
(air embolism, synthetic
microspheres)

Dog, pig rat, sheep

Vascular obliteration and increased
muscularization in chronic pulmonary
thromboembolism

Chemical and
toxic stimuli

Monocrotaline (pyrrole)

Dog, rat, sheep

Increased muscularization and vascular
inflammation in drug-induced PH

a-Naphthylthiourea

Rat

Pulmonary edema and increased
muscularization induced
by chemotherapy

Bleomycin

Mouse, rabbit, rat

Fibrosis and increased muscularization
in interstitial lung diseases

Group B Streptococcus Pig, sheep Vasoconstriction in persistent PH
of the newborn
Molecular stimuli VEGFR-2 inhibition + hypoxia Rat Plexiform lesions in primary PH
Angiopoietin-| overexpression Rat Muscularization and vascular
occlusion in primary and secondary PH
Genetic stimuli Fawn-hooded rat Rat Genetic predisposition resulting
in increased muscularization
Broiler chickens Chicken Genetic predisposition resulting
in increased muscularization
BMPR2 knockout Mouse Genetic predisposition resulting
in increased muscularization
S100A4 overexpression Mouse Genetic predisposition resulting

in plexiform lesions
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Tableau 1. Mod¢les animaux expérimentaux d’HTP (Marsboom et al., 2004)

1.3.1.6.3.1.1 Mod¢le hypoxique

Les modéles hypoxiques simulent plusieurs aspects de I’HTP résultant de
pathologies pulmonaires et cardiaques chroniques. Ainsi, les modeles hypoxiques aigus et
chroniques sont tous deux des modeles couramment utilisés dans les études de la
vasoréactivit¢ pulmonaire et de I’HTP. L’HTP se développe secondairement a une
réduction de pression de 1’air atmosphérique (hypoxie hypobarique, simulant une
exposition a haute altitude) ou a une réduction de la tension partielle d’oxygene a pression
atmosphérique normale (hypoxie normobarique). L hypoxie aigue induit une vasodilatation
des vaisseaux systémiques alors qu’elle provoque plutot une vasoconstriction des artéres

pulmonaires. Cet effet aigue et réversible est en fait la conséquence de la surexpression de
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vasoconstricteurs tels que I’ET-1 (Petersen et al., 2008) et la sérotonine en plus de
I’activation de canaux potassiques dépendants de I’hypoxie situés sur les cellules
musculaires lisses vasculaires pulmonaires (Sweeney et al., 2000). L’hypoxie aigue
entraine une vasoconstriction de la circulation pulmonaire pouvant étre inhibée par des
inhibiteurs de canaux calciques de type L (McMurtry et al.,, 1976). Ceci suggére que
I’hypoxie entraine une dépolarisation membranaire des cellules musculaires lisses et une
augmentation de la concentration intracellulaire de Ca** via 1’ouverture de canaux calciques
voltage-dépendants favorisant une vasoconstriction pulmonaire et conséquemment, une
augmentation de la RVP. De plus, la dépolarisation initiale est associée a I’inhibition de
canaux potassiques voltage-dépendants (Ix). Au contraire, I’hypoxie chronique est plus ou
moins irréversible et s’accompagne d’un remodelage vasculaire incluant le développement
de la musculature des artéres initialement dépourvues de cellules musculaires ainsi qu’un
épaississement de la média des artérioles (Chan et al.,, 2008). Les modifications
structurelles a long-terme augmentent d’avantage la RVP et en conséquence le travail sur le

ventricule droit.

1.3.1.6.3.1.1.1 Implication du systeme ET

Plusieurs études ont démontré 1’implication et I’activation du systéme ET dans le
développement d’une HTP secondaire a des hypoxies aigiie et chronique. En effet, une
augmentation des niveaux plasmatique et tissulaire pulmonaires d’ET-1 ainsi qu’une
augmentation des expressions géniques de I’ET-1, du R-ET4 et du R-ETy ont été observées
chez des rats exposés a des conditions hypoxiques a court et a long terme (Elton et al.,
1992;Horio et al., 1991;Li et al., 1994b;Li et al., 1994a;Shirakami et al., 1991). De plus, de
nombreuses études ont aussi démontré 1’efficacité des antagonistes sélectifs ET, (Bonvallet
et al., 1994;Dicarlo et al., 1995;Oparil et al., 1995;Petersen et al., 2008;Yuyama et al.,
2005) et doubles ETA/ETg (Chen et al., 1995) dans la prévention et le traitement de I’'HTP

induite par ’hypoxie.
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1.3.1.6.3.1.2 Modéle monocrotaline

La MCT est un alcaloide pyrole isolé de la plante Crotalaria spectabilis qui,
lorsqu’injecté de fagon intra-péritonéale, entraine le développement progressif d’une HTP
(Chesney et al., 1973;Wilson et al., 1992). Lorsqu’injectée, la MCT est métabolisée par la
famille d’enzymes des cytochromes P450 du foie pour former un métabolite réactif soit la
dihydro-monocrotaline (DMCT) (Mattocks., 1968). Ce métabolite posséde une demie-vie
d’environ 3 secondes (Mattocks et al., 1990). Cette courte demi-vie du métabolite actif
suggere que les cellules endothéliales des vaisseaux pulmonaires semblent étre la cible de
la toxicité de la MCT, une hypothése supportée par le fait que I’endothélium vasculaire
pulmonaire est physiquement trés proche du foie. Des études ont démontré I’implication
des cellules endothéliales dans le modeéle d’HTAP induit par I’administration de MCT
toutefois, le mécanisme par lequel ces cellules perdent leur capacité fonctionnelle est
toujours inconnu. Certaines études ont démontré une augmentation de 1’incorporation de
thymidine, une extravasation de certaines macromolécules ainsi qu’une réduction de la
clairance de 5-hydroxytryptamine par les cellules endothéliales suite a 1’administration de
MCT (Hoorn et al., 1992;Meyrick et al., 1982;Wilson et al., 1992). De plus, des études in
vitro réalisées avec des cellules endothéliales aortiques bovines ont démontré que la DMCT
pouvait entrainer une inhibition de leur prolifération cellulaire(Hoorn et al., 1993), une
prolongation de I’arrét du cycle cellulaire en G2-M (Thomas et al., 1996), une réduction de
leur capacité a servir de barriére perméable(Taylor et al., 1997;Thomas et al., 1998b) en
plus d’une incapacit¢ de compensation face a une insulte électrophilique entrainant

I’apoptose des cellules(Thomas et al., 1998a).

1.3.1.6.3.1.2.1 Implication du systeme ET

Plusieurs études ont démontré 1’implication du systéme ET dans le développement
de 'HTAP induite par I’administration de MCT. En effet, en 1995, Miyauchi et ses

collaborateurs ont démontré que 14 jours suivant [’administration intra-péritonéale de
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MCT, des rats développaient une importante HTP secondaire a une augmentation des
concentrations plasmatiques d’ET-1 (Miyauchi et al., 1993). Ces données ont alors suggéré
que I’ET-1 était impliquée dans la pathogénése de ’'HTAP induite par I’administration de
MCT. Une augmentation des concentrations plasmatiques d’ET-1 a été observée par divers
groupe de recherche (Dupuis et al., 2000;Jasmin et al., 2003;Prie et al., 1997;Yorikane et
al., 1993). De plus, plusieurs études ont démontré 1’efficacité d’antagonistes des récepteurs
a PET-1 dans le traitement de 'HTAP induite par la MCT. En effet, Pri¢ et ses
collaborateurs ont démontré que I’administration orale d’un antagoniste sélectif ET, 48
heures avant D’injection de MCT et poursuivie pendant 3 semaines réduisait le
développement de ’'HTAP de fagon significative (Prie et al., 1997). De plus, Jasmin et al
ont prouvé que I’administration chronique d’un antagoniste sélectif ET, ou double
ETA/ETg était efficace dans le traitement de ’'HTAP induite par la MCT (Jasmin et al.,
2001). Les groupes de recherche de Clozel (Clozel et al., 2006) et de Hill (Hill et al., 1997)
ont démontré que I’administration d’un antagoniste double, le bosentan, était efficace dans
le traitement de ’HTAP induite par ’administration de MCT. Plusieurs autres études ont
démontré ’efficacité d’antagonistes sélectifs (Nishida et al., 2004a;Yuyama et al., 2004) et
doubles (Nishida et al., 2004a) dans le traitement de ’'HTAP induite par la MCT. Ainsi,
I’implication du systeme ET et I’efficacité des antagonistes des récepteurs a I’ET-1 (sélectif
ou double) dans le traitement de I’HTAP induite par 1’administration de MCT ont

clairement été établis.

1.3.2Endothéline-3

Comme mentionné précédemment, le systtme ET est composé de trois membres.
Toutefois, la majorité des études réalisées a ce jour ont porté leur attention sur I’ET-1 et

ainsi, moins de données expérimentales et de littérature sont disponibles sur I’ET-3.

L’ET-3 est un peptide de 21 acides aminés qui différe de I’ET-1 par 6 acides aminés

(Yanagisawa et al., 1988a). La localisation chromosomique du géne codant pour I’ET-3 a
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¢té¢ cartographiée a la région 20q13.2-13.3. Ce peptide est synthétis¢ a partir de son
précurseur la Big ET-3. Cette étape impliquerait le clivage d’un lien tryptophane-isoleucine
par une ECE spécifique. En effet, 'ECE-3 a été identifiée au niveau des microsomes de
I’iris de beeuf, elle serait spécifique pour la Big ET-3 et permettrait la formation de I’ET-3
mature (Hasegawa et al., 1998). De plus, une étude réalisée par le groupe de Redman a
démontré que les protéines du groupe Kell pouvaient aussi cliver la Big ET-3 pour former

le peptide mature (Lee et al., 1999).

L’ET-3 induit ses effets via 1’activation des récepteurs ET, et ETg, décrits dans une
section antérieure (1.3.1.4). Selon la littérature, I’ET-3 serait un agoniste spécifique du R-
ETg, tout comme la S6¢. Toutefois, ses effets pharmacologiques sont trés complexes et ne
peuvent pas toujours étre expliqués par son action sur le R-ETg. En effet, dans diverses
préparations, une faible concentration d’ET-3 a induit des effets qui ne peuvent étre mimés
par ’administration d’agonistes sélectifs du R-ETg mais qui peuvent toutefois étre inhibés
par I’administration d’antagonistes sélectifs ET (Eglezos et al., 1993; Kasai et al., 1994).
Quelques années plus tard, Desmaret ef al ont démontré que ’ET-3 pouvait se lier au R-
ET, avec une affinité beaucoup plus élevée que celle qui avait été originalement proposée
(Desmaret et al., 1999). De plus, un troisiéme sous-type de récepteur nommé R-ET¢ a été
cloné dans le Xenopus Laevis et semblerait lier I’ET-3 de fagon spécifique (Karne et al.,
1993). Bien que des études fonctionnelles supportent son existence, ce récepteur n’a
toujours pas été cloné chez les mammifeéres (Di Nunzio et al., 2004;Jaureguiberry et al.,

2004;Sokolovsky., 1995).

L’ET-3 est fortement exprimée dans le cerveau (Shinmi et al., 1989), les intestins
(Matsumoto et al., 1989), les reins (Shiba et al., 1992;Tack et al., 1997) et les poumons
(Firth et al., 1992). Contrairement a I’ET-1, des études passées ont démontré que I’ARNm
de I’ET-3 n’était pas détecté au niveau des cellules endothéliales aortiques de porc (Bloch

et al., 1989a).
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1.3.2.1 Roles physiologiques

Contrairement a I’ET-1, les roles physiologiques de I’ET-3 sont moins bien définis.
Certaines études ont toutefois démontré que I’ET-3 posseéde des propriétés vasoconstrictrice
et vasodilatatrice (Crawley et al.,, 1992), qu’elle entraine la natriurése et la diurcse
(Majowicz et al., 1998), qu’elle stimule la relache du peptide natriurétique de 1’oreillette
(Ntunes-Rodrigues et al., 1993) et qu’elle posséde une activité pro-mitogénique (Rubanyi

GM., 1994).

1.3.2.1.1 Roles vasodilatateur et vasoconstricteur de ['’ET-3

L’ET-3 differe de I’ET-1 d’un point de vue de son profil pharmacologique et de ses
activités vasodilatatrice et vasoconstrictrice (Inoue et al., 1989). Ainsi, selon la littérature,
I’ET-3 serait 20 fois moins puissante que I’ET-1(Yanagisawa et al., 1988a). Cependant,
I’ET-3 serait un vasodilatateur plus sélectif que I’ET-1 et entrainerait la relaiche d’EDRF a
une dose 100 fois plus faible que celle nécessaire pour induire une vasoconstriction

(Warner et al., 1989b).

Chez le chat, I’administration intraveineuse d’ET-3 a induit une réduction de la
pression artérielle et une augmentation du débit sanguin aortique alors qu’une réduction du
débit sanguin et une augmentation de la résistance vasculaire ont été observées au niveau
mésentérique (Minkes et al., 1989). Une étude réalisée par le groupe de Lippton a démontré
que I’administration de I’ET-3 a favorisé une vasodilatation de la circulation pulmonaire du
chat lorsque le tonus vasculaire de cette circulation avait été augmenté avec un analogue du
TxA, (Lippton et al., 1991). De plus, I’administration d’ET-3 chez des rats conscients
(Yanagisawa et al., 1988a) et anesthésiés (Spokes et al., 1989) a causé une réduction
transitoire de la pression artérielle suivie d’une augmentation soutenue de la pression
artérielle. De plus, I’administration in vitro d’ET-3 a entrainé une vasoconstriction dose-

dépendante de I’aorte de porc (Rodman et al., 1989) et des artéres de résistance
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pulmonaires humaines (Arai et al., 1990), de porc (Rodman et al., 1989) et de rat (Arai et
al., 1990). Alors que I’administration intraveineuse d’une faible dose d’ET-3 chez le rat a
produit une vasodilatation des lits vasculaires rénaux (Gardiner et al., 1990) et
mésentériques (Warner et al., 1989a). En ce qui concerne le lit vasculaire mésentérique,
cette vasodilatation a pu étre inhibé par le L-NMMA, un inhibiteur de la NOS, suggérant
que cette vasodilatation implique la relache d’EDRF (Fukuda et al., 1990). Ces quelques
données suggerent que les effets vasodilatateurs et vasoconstricteurs de I’ET-3 dépendront

de la dose utilisée ainsi que du lit vasculaire et de 1’espéce ¢tudiés.

1.3.2.1.2 Développement du systéme nerveux entérique et des mélanocytes

Les expériences d’invalidation de géne du systéme ET chez la souris ont démontré
I’importance physiologique de ce systéme dans le développement embryonnaire et
néonatal. L’ET-3, le R-ETp ainsi que I’ECE-1 sont nécessaires au développement des
mélanocytes de 1’épiderme dérivés de la créte neuronale ainsi qu’au développement du
systéme nerveux entérique (SNE) (Baynash et al., 1994;Hosoda et al., 1994;Yanagisawa et
al., 1998b). Ainsi, les souris invalidées pour les genes codant pour I’ET-3 et le R-ETg sont
viables a la naissance toutefois, en absence de développement, elles meurent apres trois a
six semaines. Ces souris n’ont pas de mélanocytes au niveau de 1’épiderme ce qui entraine
un défaut de pigmentation de la peau. De plus, le développement des neurones
mésentériques est incorrect ce qui entraine un dysfonctionnement intestinal et la mort des
animaux (Baynash et al., 1994;Hosoda et al., 1994;Yanagisawa et al., 1998b). Ainsi, pour
le développement régulier du SNE, le R-ETg présent sur les cellules dérivées de la créte

neuronale doit avoir été préalablement activé par ’ET-3.
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1.3.2.2 Roles pathophysiologiques

L’implication pathophysiologique de I’ET-3 a été¢ suggérée dans certaines maladies.
En effet, une augmentation des concentrations plasmatiques d’ET-3 a été observée chez les
patients sous hémodialyse chronique (Miyauchi et al., 1991) ainsi que chez les patients
atteints d’une cirrhose (Tsai et al., 1995) ou d’une glomérulonéphrite (Wolf et al., 1998).
De plus, des études d’invalidation du géne codant pour I’ET-3 réalisées chez la souris ont
démontré que ce peptide pourrait étre impliqué dans certaines formes humaines de la

maladie de Hirschsprung (MH) (Parisi et al., 2000).

1.3.2.2.1 Maladie de Hirschsprung

La MH est une maladie génétique rare qui est caractérisée par une malformation
congénitale au niveau du SNE. Une absence de cellules ganglionnaires nerveuses est
observée au niveau de la paroi digestive. Cette absence de cellules nerveuses provoque une
paralysie intestinale. Malgré le retrait du segment aganglionnaire, certains patients ont des
problémes postopératoires (20%) (Baillie et al., 1999). Afin d’améliorer les traitements de

la MH, il est nécessaire de comprendre le développement normal du SNE.

Durant I’embryogénese, le développement du SNE du colon est principalement
dérivé des cellules de la créte neuronale qui pénétrent le mésenchyme du petit intestin et
migrent vers le rectum afin de coloniser les intestins en entier(Le Douarin et al.,
1973;Yntema et al., 1954;Young et al., 1998). Bien que plusieurs des mécanismes
responsables de la colonisation du colon par les cellules de la créte neuronale demeurent
inconnus, un systéme de signalisation impliquant le R-ETg et son ligand a été suggéré
comme ¢tant crucial (Baynash et al., 1994;Hosoda et al., 1994). En effet, le R-ETg et ’ET-
3 ont ét¢ reconnus comme étant nécessaires a la colonisation compléte du célon puisque des
souris invalidées pour les geénes codant ces deux protéines présentent une absence de

cellules ganglionnaires nerveuses au niveau du colon et du rectum (Hosoda et al., 1994).
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Ces mémes mutations ont été observées chez certains patients souffrant de la MH (Parisi et
al., 2000). En effet, des mutations génétiques hétérozygotes du R-ETg ont été détectées
chez des patients asymptomatiques souffrant de la MH de méme que des mutations
homozygotes du R-ETg et de I’ET-3 ont été détectées chez des patients atteints de la MH
associée au syndrome de Waardenburg de type 2 (Branski et al., 1979;0menn et al., 1979).
Ces données confirment I’implication de I’ET-3 et du R-ETg dans la pathophysiologie de

certaines formes humaines de la MH.

1.3.2.2.2 Hypertension pulmonaire

Il est bien connu que le systtme ET est activé en condition d’HTP et que
’utilisation d’antagonistes des récepteurs a I’ET s’avere un traitement efficace chez les
patients souffrant de cette pathologie. L’idée de I’'implication de ’ET-3 dans cette maladie
provient de récentes ¢tudes expérimentales et cliniques. En effet, nous avons récemment
¢valué¢ I’implication des R-ET, et ETg dans la vasoconstriction pulmonaire induite par
I’ET-3 et nous avons de plus examiné I’implication potentielle de I’ET-3 dans I’'HTAP
induite par I’administration de MCT (Sauvageau et al., 2008). Nous avons démontré qu’en
condition contrdle, il était nécessaire de bloquer simultanément les récepteurs ET4 et ETg
afin d’inhiber la vasoconstriction pulmonaire induite par I’ET-3 (Sauvageau et al., 2008)
alors qu’en condition d’HTAP, I'utilisation d’un antagoniste sélectif ET, était suffisante
pour inhiber complétement la réponse induite par I’ET-3. De plus, une tendance a
I’augmentation des concentrations plasmatiques d’ET-3 ainsi qu’une élévation du ratio ET-
1/ET-3 ont été observées chez les rats MCT. Les résultats de cette étude suggerent que
I’ET-3, tout comme I’ET-1, pourrait participer au développement et au maintien de
I’HTAP. Une étude réalisée par le groupe de Chang a démontré, tout comme notre étude,
que les niveaux plasmatiques d’ET-3 n’étaient pas €levés chez des patients souffrant d’une
pathologie cardiaque valvulaire et d’HTP (Chang et al., 1993). Alors qu’une récente étude

réalisée par Montani et al a suggéré pour la premicre fois que les niveaux plasmatiques



67
d’ET-3 étaient réduits chez des patients souffrant d’HTAP de diverses étiologies et que ces
niveaux corrélaient positivement avec les parametres cliniques de sévérit¢ de ’HTAP
(Montani et al., 2007). Ils ont aussi démontré que le ratio ET-1/ET-3 était augmenté et qu’il

serait en mesure de donner plus d’informations sur la pathologie que la mesure seule de

I’ET-1.

1.4 Récepteurs couplés aux protéines G

La majorit¢é des geénes codants pour les récepteurs de surface membranaire
appartient a la superfamille des RCPG. Cette derniére représente la plus grande famille de
récepteurs cellulaires au niveau du génome des mammiféres. Chez ’homme, des 1000
genes qui encodent les RCPG, plusieurs (300-400) sont responsables de 1’induction des
effets de ligands endogénes. Ainsi, ils sont a la base de plusieurs processus physiologiques

et sont en conséquence ciblés par plusieurs drogues cliniques importantes.

Les RCPG partagent tous une structure similaire serpentine qui est caractérisée par
7 hélices transmembranaires, un domaine amino-terminal extracellulaire et un domaine
carboxyle-terminal intracellulaire. La région extracellulaire est responsable de la liaison du
ligand alors que la région intracellulaire est impliquée dans la signalisation intracellulaire.
Ainsi, I’interaction entre un ligand et son RCPG entraine un changement conformationel du
domaine transmembranaire du récepteur et permet I’interaction entre le récepteur et la
protéine G. Cette interaction engendre I’activation de la signalisation intracellulaire et
I’induction d’une réponse physiologique (Lefkowitz et al., 1993) (Figure 17). Basé sur leurs
similitudes, les RCPG sont classés en trois grandes classes, A (rhodopsin type receptor), B
(secertin/glucagon receptor) et C (metabotropic neurotransmittor and Ca’*- sensing

receptor).
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Figure 17. Mode d’action des récepteurs couplés aux protéines G (www.images.google.ca)

1.4.1Dimérisation des récepteurs couplés aux protéines G

Les RCPG ont toujours été acceptés comme des entités existant et fonctionnant sous
forme de monomeres. Toutefois, en 1982 Agnati et al (Agnati et al., 1982) ont proposé
pour la premiére fois que les RCPG pouvaient exister et fonctionner sous forme de dimeres.
A cette époque, le nouveau concept de dimérisation ne fut guére accepté par la
communauté scientifique mais, depuis quelques années, plusieurs données
pharmacologiques et biochimiques ont favoris€¢ 1’émergence d’une nouvelle vision
suggérant que la majorité sinon tous les RCPG fonctionnent sous forme de dimeres ou

d’oligomeres (Figure 18) (George et al., 2002;Kroeger et al., 2003).
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Receptor Heterodimer Partner l‘é:g:vl: Effect of Heterodimerization Reference
5-HTg 5-HT,p n.d. Xie et al., 1909
Adenosine Al Dopamine D1 Dopamine D2 Signaling Gines et al., 2000
Adenosine Al P2Y, Pharmacology Yoshicka et al., 2001, 2002a,
2002b
Adenosine Al mGluR1e mGluR1g Signaling Ciruela et al., 2001
Adenosine A2A Dopamine D2 Dopamine D1 Internalhzation, signaling Hillion et al., 2002; Canals et al.,
2003; Ferre et al., 2004
Adenosine A2A mGluR5 mGluR18 Signaling Ferre et al., 2002
Angiotensin 1A Angiotensin 2 Signaling AbdAlla et al., 2001a
Angiotensin 1A BAR Signaling, trafficking Barlka-Harrington et al., 2003
Angiotensin 1A Bradykinin B2 Internahization, pharmacology, AbdAlla et al., 2000, 2001b
signaling
Calcium sensing mGluR1 and Trafficking Gama et al., 2001
receptor mGluR5
CCR2 CXCR4 and CCR5 Signaling, reduction of HIV Mellado et al., 2001; Rodriguez-
nfection Frade et al., 2004
CCR5 8-, k-, and pu-OPR Desensitization Suzuld et al., 2002; Chen et al.,
2004
Cholecystokinin A Cholecystokinin B g,AR Signaling, internalization Cheng et al., 2003
Dopamine D1 Dopamine D2 Signaling Lee et al., 2004
Dopamine D2 SSTR5 Pharmacology, signaling Rocheville et al., 2000a
Dopamine D2 Dopamine D2 Pharmacology Scarselli et al., 2001; Maggio et
al., 2002
Endothelin A Endothelin B Internalization Gregan et al., 2004
GABA Rl GABAgR2 Gain of function, pharmacology Jones et al., 1998; Kaupmann et
al.. 1998: White et al., 1998:
Kuner et al., 1999; Martin et
al., 1999: Ng et al., 1999
Melatonin MT1 Melatonin MT2 B.AR n.d. Ayoub et al., 2002, 2004
Muscarinic M2 Muscarinic M3 Pharmacology Maggio et al., 1990
Oxytocin Vasopressin Vla GABApR2 n.d. Terrillon et al., 2003; Devost and
and V2 Zingg, 2004
S1P1 S1P2 and S1P3 LPAl1 n.d. Van Brocklyn et al., 2002
SSTR1 SSTR5 SSTR4 Internalization, pharmacology, Rochewville et al., 2000b; Patel et
expression al., 2002: Grant et al.. 2004a
SSTR2A SSTR3 Desensitization Pfeiffer et al., 2001
SSTR2A w-OPR Desensitization Pfeiffer et al., 2002
Substance P (NK1) w-OPR Internalization, desensitization Pfeiffer et al., 2003
RHR1 TRHR2 GnRHR Internalization Hanyaloglu et al., 2002
Vasopressin Vla Vasopressin V2 Internalization Terrillon and Bouvier, 2004a;
Terrillon et al., 2002, 2004
apAR AR B.AR, NKI1, Internalization Stanasila et al., 2003; Uberti et
CCR5 al., 2002
apAR Histamine H, n.d. Carnllo et al., 2003
a,pAR ay a, AR Gain of function, internalization Uberti le)t al., 2003; Hague et al.,
2004
apAR BAR BAR Gain of function, internalization Uberti et al., 2005
g AR BiAR Internalization, pharmacology Xu et al., 2003
wg s AR w-OPR Signaling Jordan et al., 2003
8,AR B.AR Internalhization, pharmacology, Lavoile et al., 2002; Mercier et
signaling al., 2002: Lavoie and Hebert,
2003
B.AR 8. x-OPR Internalization, signaling Jordan et al., 2001; McVey et al.,
2001; Ramsay et al., 2002
B.AR BAR GABAgR2 Internalization, signaling Breit et al., 2004
B,AR M71-0R Gain of function, internalization Hague et al., 2004a
x-OFR 5-OPR w-OPR Internalization, pharmacology, Jordan and Devi, 1999
signaling
wu-OPR 5-0PR Pharmacology, signaling George et al., 2000; Gomes et al.,

2000, 2004

n.d., not determined.

Figure 18. Liste succincte des RCPG pouvant former des hétérodiméres (Prinster et al.,
2005)
Méme si le concept de dimérisation des RCPG est dorénavant accepté par la

communauté scientifique, son importance fonctionnelle demeure encore controversée.

1.4.1.1 Dimérisation, réticulum endoplasmique et expression a la surface cellulaire

Plusieurs études ont démontré que de nombreux RCPG pouvaient former des

dimeres lors de leur synthése au niveau du réticulum endoplasmique (RE) (Floyd et al.,
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2003;Issafras et al., 2002;Overton et al., 2002) ou lors de leur maturation dans 1’appareil de
golgi (Bulenger et al., 2005). En réalité, pour plusieurs de ces protéines, la dimérisation ou
I’oligomérisation est essentielle puisqu’elle permet de masquer certains signaux qui
autrement entraineraient leur rétention au niveau du RE (Reddy et al., 1998). Les premicres
démonstrations de I’importance du RE dans cette étape proviennent d’études réalisées sur
les récepteurs métabotropiques gamma amino butyriques (GABA). Il existe deux types de
récepteur GABA, le GABAgRI1 et le GABAgR2 (Marshall et al., 1999a) et lorsque
GABAGgRI est exprimé seul, il est retenu au niveau intracellulaire comme une protéine
immature puisqu’il possede, a la partie carboxyle-terminal, un signal de rétention au RE
(Marshall et al., 1999b). A I’opposé, le GABAR2 pourra étre exporté a la membrane
cellulaire lorsqu’il est exprimé seul mais il demeure toutefois non-fonctionnel (Marshall et
al., 1999b). Lorsque ces deux récepteurs sont co-exprimés, 1’hétérodimérisation masque le
signal de rétention du GABAgR1 permettant ainsi le transport du dimére fonctionnel a la
membrane plasmique (Marshall et al., 1999a). Des résultats similaires ont ét¢ obtenus avec
les récepteurs adrénergiques (AR) et les récepteurs du gott (T1R1, TIR2, TIR3). En effet,
dans la plupart des systémes hétérologues lorsque le récepteur a;pAR est exprimé seul, il
est retenu au niveau du RE et ne pourra donc pas étre exporté a la membrane cellulaire
(Uberti et al., 2003). De méme, I’expression de deux ou trois sous-unités des récepteurs du

golt est essentielle pour la formation de récepteurs fonctionnels a la membrane cellulaire

(Zhao et al., 2003).

1.4.1.2 Régulation de la dimérisation

La dimérisation des RCPG n’exclut pas la possibilit¢ d’une régulation de 1’état
oligomérique du récepteur lorsque ce dernier est exprimé a la surface cellulaire. Il est
toutefois incertain si ’activation du récepteur par un agoniste peut favoriser ou inhiber la
dimérisation. Ceci est pourtant une question centrale ayant des implications importantes sur
la régulation et 1’activation des récepteurs. En effet, plusieurs études suggérent que la

liaison de 1’agoniste au dimere peut favoriser la formation de celui-ci (Angers et al.,
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2000;Horvat et al., 2001;Rocheville et al., 2000) ou I’inhiber (Cheng et al., 2001;Gines et
al., 2000;Gregan et al., 2004) alors que plusieurs autres études ont démontré que
I’homodimérisation et 1’hétérodimérisation étaient des processus constitutifs ne pouvant
étre modifiés par la liaison d’un agoniste (Babcock et al., 2003;Evans et al., 2008a;Overton
et al., 2000). Ces contradictions peuvent en fait refléter les différents comportements des
divers récepteurs étudiés ou encore les différentes techniques qui ont été utilisées dans

chacune des études.

1.4.1.3 Dimérisation et signalisation intracellulaire

La dimérisation pourrait avoir d’importantes répercussions au niveau de la
signalisation intracellulaire. En effet, celle-ci pourrait entrainer non seulement une
potentialisation ou une diminution de la signalisation intracellulaire mais pourrait aussi
entrainer une modification du type de protéines G (Gs, Gq, Gs, Gi) qui est couplé au
récepteur. Des études ont démontré que la dimérisation pouvait favoriser une
potentialisation de la signalisation intracellulaire, pour les récepteurs des opioides O et p
(Gomes et al., 2000), les récepteurs aux chémokines CCRs/CCRy(Mellado et al., 2001),
ainsi que pour les récepteurs a 1’angiotensine AT 1/bradykinine B2 (bdAlla et al., 2000)
alors qu’une diminution de la signalisation a ¢été décrite pour les récepteurs aux
somatostatines SST,,/SSTs(Pfeiffer et al., 2001) ainsi que pour le récepteur adénosine
Aj/dopamine DI1(Gines et al., 2000). Une étude réalisée par le groupe de George a
démontré que lorsque les récepteurs aux opioides p et § étaient co-exprimés dans des
cellules COS-7, une perte du couplage a la protéine Gi était observée (George et al., 2000).
En revanche, pour les récepteurs aux chémokines CCRs et CCRyp, un couplage a la protéine
G, est observé lorsqu’ils sont co-exprimés (Mellado et al., 2001). De plus, une étude
réalisée sur les récepteurs GABA a démontré que la co-expression de GABAgRI et
GABAGEgR?2 était essentielle a la formation d’un récepteur qui peut lier la protéine G (Galvez
et al., 2001;Margeta-Mitrovic et al., 2000) suggérant ainsi que la co-expression des deux

récepteurs GABAg est nécessaire a leur fonction (Marshall et al., 1999b).
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La vision classique de 1’activation des protéines G est basée sur la croyance qu’un
récepteur interagit avec une seule protéine G hétérotrimérique a la fois. Toutefois, ce
concept devrait étre réévalué en tenant compte de la dimérisation. La grande question
demeure de savoir si un dimére active une ou deux protéines G a la fois? Des études
d’évaluation de la structure d’interface entre un récepteur et une protéine G ont mené a
I’identification de plusieurs points de contact entre les sous-unités o et By de la protéine G
et le récepteur (Hamm., 2001). Pourtant, la structure cristalline du récepteur a la rhodopsine
démontre que la surface cytoplasmique est trop petite pour permette 1’accommodation
simultanée de ces deux points de contact. En conséquence, il a été proposé que deux
récepteurs pourraient &tre nécessaires pour satisfaire les besoins d’une seule protéine G
(Hamm., 2001). Alors que d’autres études ont plutdt suggéré que les deux récepteurs
activaient une seule et unique protéine G (George et al., 2003;Hebert et al., 1996). Ainsi,
des études additionnelles seront nécessaires afin de déterminer si les dimeres intéragissent

avec une seule protéine G a la fois ou deux.

1.4.1.4 Dimérisation et pertinence physiologique

Jusqu’a maintenant les systémes de surexpression hétérologue ont été les modeles
les plus couramment utilisés dans 1’étude des conséquences fonctionnelles de la
dimérisation des RCPG. Ceci souléve donc la question a savoir si la dimérisation existe
aussi in vivo. Par exemple, la co-expression artificielle de récepteurs qui ne sont
habituellement pas co-exprimés in vivo pourrait mener a des conclusions erronées. Bien que
la majorit¢ des études tentent de maintenir les niveaux d’expression dans les normes
physiologiques, les niveaux élevés d’expression de la plupart de ces systémes peuvent
entrainer la formation d’interactions artéfactuelles. En effet, cette possibilité a été
confirmée dans une étude réalisée par le groupe de Ramsay qui a démontré que les
récepteurs opioide (0 et K) et P,-AR pouvaient seulement former des hétérodimeres dans
des cellules HEK293 lorsqu’ils étaient fortement surexprimés (Ramsay et al., 2002). En

effet, 250 000 copies du récepteur par cellule étaient nécessaires pour visualiser cette
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hétérodimérisation. Néanmoins, la pertinence physiologique de I’hétérodimérisation est
supportée par des études qui ont évalué la dimérisation de RCPG habituellement co-
exprimés de fagon endogene (bdAlla et al., 2000;Gomes et al., 2000).

Plusieurs  observations  mentionnées  précédemment  démontrent  que
I’homodimérisation et I’hétérodimérisation pourraient grandement influencer plusieurs
aspects biologiques tels que la signalisation intracellulaire et ’expression des RCPG a la
membrane cellulaire. Pourtant, plusieurs autres études seront nécessaires afin 1) de
démontrer que la dimérisation existe in vivo, 2) d’identifier I’interface de dimérisation et
I’organisation structurelle tridimensionnelle des dimeres, 3) de déterminer les régles qui
gouvernent la sélectivité de I’interaction entre les récepteurs, 4) de déterminer la
steechiométrie de 1’interaction entre les récepteurs et finalement 5) de déterminer si les

complexes oligomeriques, incluant plus de deux récepteurs, existent.

1.4.2Dimérisation des récepteurs ET, et ETg

La dimérisation des récepteurs ETa et ETg pourrait expliquer plusieurs des résultats
divergents obtenus dans le passé par divers groupes de recherche. Ces derniers avaient alors
proposé la présence de nouveaux sous-types de récepteur ou encore la possibilité d’une
régulation croisée entre la signalisation intracellulaire activée par les récepteurs ET4 et
ETg. En effet, Fukuroda et al ont démontré que la contraction bronchique humaine induite
par ’ET-1 n’était pas bloquée par 1’utilisation d’un antagoniste sélectif ET, ou ETy alors
que la combinaison des deux antagonistes entrainait I’inhibition de la réponse induite par
I’ET-1(Fukuroda et al., 1996). Des résultats similaires ont été observés au niveau de tissus
exprimant les récepteurs ET, et ETg comme la trachée de rat (Clozel et al., 1995) et de
lapin (Yoneyama et al., 1995), la veine saphéne (Nishiyama et al., 1995) et les artéres
pulmonaires de lapin (Fukuroda et al., 1994c) ainsi qu’au niveau de ’oreillette de rat
(Sokolovsky et al., 1994). Toutefois, ce n’est qu’en 2002 qu’a été¢ faite la premiére
démonstration que les récepteurs ETA et ETg pouvaient former des diméres fonctionnels.

En effet, Harada et a/ ont démontré, a 1’aide d’une technique quantitative
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d’autoradiographie, que les récepteurs ETA et ETg pouvaient former des diméres au niveau
de ’hypophyse antérieure de rat (Harada et al., 2002). Ils ont proposé plusieurs scénarios
d’hétérodimérisation. Ils ont suggéré qu’il existait, en plus des dimeres ETA/ETg, des
monomeres du R-ET, indépendants du complexe ETA/ETg. Ainsi, ils ont proposé que
I’ET-1 se lie de fagcon préférentielle au R-ET, mais ce n’est qu'une fois que celui-ci est
occupé par un antagoniste (BQ-123) que I’ET-1 peut alors se lier au R-ETy (Harada et al.,
2002). En 2004, le groupe de Gregan a aussi démontré a 1’aide d’études
d’immunoprécipitation et de FRET (fluoresence resonnance energy transfer) que les
récepteurs ETo et ETp pouvaient former des diméres fonctionnels dans les cellules
HEK?293. Ils ont toutefois proposé¢ que cette dimérisation était réversible puisque la
dissociation des récepteurs ET, et ETg a été observée suite a une incubation prolongée avec
un agoniste sélectif ETg (S6¢) (Gregan et al., 2004). Une récente étude réalisée par le
groupe de recherche de Walker a confirmé que les récepteurs ET et ETg formaient des
dimeres au niveau des cellules HEK293. Ils suggerent toutefois que cette dimérisation est
constitutive puisque ’incubation des cellules en présence d’ET-1 ou de S6c n’a entrainé
aucune modification du nombre de diméres (Evans et al., 2008a). De plus, nous avons
démontré a 1’aide d’étude de co-immunoprécipitaion que les récepteurs ETo et ETg
pouvaient former des hétérodimeéres au niveau des artéres de résistance pulmonaires de rat
sham et infarctus (Sauvageau et al., 2006). Ainsi, la dimérisation des récepteurs ET, et ETg

pourraient offrir une explication aux nombreux résultats inexpliqués obtenus dans le passé.

1.4.3Techniques utilisées pour la détection des diméres

De fagon a vérifier si les dimeéres existent au niveau des cellules viables, plusieurs
méthodes pharmacologiques (études de liaison) et techniques biochimiques (études de co-
immunoprécipitation et études d’inactivation radioactive) et biophysiques (FRET et BRET)

ont été développées et utilisées afin d’observer les interactions protéine-protéine in situ.



75

1.43.1 Etudes de Co-immunoprécipitaion

Les ¢tudes de co-immunoprécipitation représentent ['une des techniques
immunochimiques les plus couramment utilisées pour évaluer les interactions protéine-
protéine. L’ immunoprécipitation consiste a précipiter une protéine cible, présente dans une
cellule ou dans un tissu homogénéisé, a I’aide d’un anticorps spécifique pour visualiser par
la suite, par immunobuvardage de type Western, si celle-ci est associée et forme donc un
dimere avec une autre protéine. Toutefois, I’'une des limitations majeures de cette technique
est la possibilit¢ d’obtenir une agrégation artéfactuelle (en raison de la nature
hydrophobique des RCPQG) durant le processus de solubilisation. De plus, cette technique
n’est pas suffisamment sensible pour permettre d’évaluer I’effet d’un agoniste sur la
dimérisation du récepteur. En effet, un changement de I’immunoréactivité détectée pourrait
en fait n’étre que la conséquence d’un changement conformationnel influengant la
reconnaissance de I’épitope induit par I’agoniste plutdt qu'une variation du nombre de

dimeéres.

1.4.3.2 Etudes de FRET et de BRET

Le BRET (Bioluminescence resonance energy transfer) et le FRET sont toutes deux
des techniques qui ont été utilisées pour observer les interactions protéine-protéine
directement au niveau des cellules. La technique de BRET permet la mesure du transfert, a
la protéine GFP (Green fluorescence protein), de 1’énergie de la lumicre émise par la
dégradation catalytique de la coelenterazine par la Renilla Luciférase. L’excitation du GFP
peut seulement étre mesurée lorsque les deux protéines se retrouvent a une distance de
moins de 50 Armstrongs. La technique de FRET est semblable a celle de BRET a
I’exception de la molécule donatrice d’énergie, qui est ici une variante de la GFP soit la
CFP (Cyant Fluorescent Protein), qui est excitée par une lumiére externe. Ainsi 1’énergie

¢mise par la CFP excitée est utilisée pour exciter une autre molécule réceptrice d’énergie,
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une autre variante de la GFP soit la YFP (Yellow Fluorescent Protein), lorsque les deux
molécules se retrouvent a une distance de moins de 100 Armstrongs.

Le BRET et FRET sont toutes deux des techniques qui présentent quelques
limitations. En effet, elles ne permettent pas d’identifier le compartiment cellulaire ou la
dimérisation a lieu ni de faire la distinction entre un réarrangement spatial et une
dissociation du dimere. De plus, puisque le transfert d’énergie se réalise sur une courte
distance, les signaux générés par le BRET et le FRET n’impliquent pas nécessairement une
interaction physique entre les deux protéines. La technique de FRET présente aussi un autre
probléme majeur car l’excitation de la molécule donatrice d’énergie par la source
lumineuse externe peut a elle seule entrainer 1’excitation indirecte de la molécule réceptrice
d’énergie. Ainsi, il est important de soustraire 1’énergie causée par 1’excitation croisée lors

de la quantification de 1’énergie libérée par la molécule réceptrice.

1.4.4Techniques utilisées pour la répression des récepteurs a ’ET

I1 est possible de rendre un gene «silencieux» en déstabilisant son ARNm. En effet,
cette déstabilisation permet de prévenir la synthése de la protéine que le gene encode. Les
ARN d’interférences (ARNi) et les oligonucléotides (ON) antisens (AS) représentent deux
techniques utilisées pour prévenir la synthése de protéine cible. Dans la prochaine section,
nous aborderons seulement les ON-AS puisqu’ils ont été utilisés dans la deuxieme étude de

cette thése de doctorat.

1.4.4.1 Oligonucléotides antisens

Le pouvoir antisens des oligodeoxynucléotides a été découvert en 1978 par
Zamecnik et Stephenson (Zamecnik et al., 1978). Depuis ce temps, la technologie des ON-
AS a ¢été développée et est considérée comme un puissant outil thérapeutique.
Théoriquement, les molécules AS pourraient étre utilisées dans le traitement de toutes les

maladies causées par 1’expression d’un gene délétére, telles que les infections virales ou
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encore les pathologies inflammatoires. Bien qu’élégante en théorie, I’approche AS s’est

avérée beaucoup plus complexe lors de son application pratique.

Les ON-AS sont de courtes séquences d’ acide désoxyribonucléique (ADN)
synthétiques (15 a 20 nucléotides) chimiquement modifiées et construites pour se lier de
facon complémentaire a une région spécifique de I’ARNm du géne que nous souhaitons
inhiber. L’affinité du pairage complémentaire des nucléotides par Watson-Crick permet
I’interaction de I’ON avec I’ARN ciblé. Un avantage majeur des ON-AS est le potentiel de
spécificité obtenu par simple interaction complémentaire. De plus, une connaissance de la
fonction, de la structure ainsi que de la localisation de la protéine n’est pas essentielle car la
seule information nécessaire a I’utilisation des ON-AS est la séquence d’acide nucléique de

la protéine d’intérét.

1.4.4.1.1 Phosphorothioate

Les phosphodiesters (PD) non-modifiés ont été les premiéres molécules AS a étre
synthétisées il y plus de deux décennies. Ces molécules possédent généralement un groupe
réactif qui permet la liaison irréversible du PD a la séquence spécifique de ’ARN
empéchant ainsi la polymérase ou le ribosome de se lier a ’ADN ou a I’ARN ciblé
(Belikova et al., 1967;Knorre et al., 1985;Zamecnik et al., 1978). Toutefois, les PD sont
rapidement dégradés par les nucléases cytoplasmiques et nucléaires dans le milieu de
culture ainsi que dans les fluides biologiques in vivo et de plus, leur incorporation cellulaire
est difficile (Akhtar et al., 1992). En conséquence, afin de rendre possible 1’utilisation des
ON-AS a des fins thérapeutiques, il a ét¢ nécessaire d’améliorer leur stabilité¢ et leur
incorporation cellulaire tout en préservant leur spécificité. Ainsi, plusieurs modifications
structurelles ont été apportées a chacune des composantes de la molécule. Une de ces
modifications est le remplacement d’un atome d’oxygene non pairé par une molécule de

souffre. C’est ainsi que les phosphorothioates (PTO) ont fait leur apparition.
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Les PTO représentent la premiére génération d’ADN analogue et sont considérés
aujourd’hui comme étant les plus utilisés et les mieux connus. La résistance des PTO a la
dégradation par les nucléases a été établie en 1968 par Matzura et Eckstein (Matzura et al.,
1968). Toutefois, la synthése des PTO a des fins thérapeutiques n’a vu le jour qu’en 1987
(Agrawal et al., 1988). Cette synthése avait pour but d’augmenter la résistance aux
nucléases allongeant ainsi leur demie-vie jusqu’a neuf ou dix heures (sérum humain)
comparativement a une heure pour les PD (Campbell et al., 1990;Phillips et al., 2000). En
plus de leur grande résistance aux nucléases, les PTO possédent une charge négative
facilitant leur incorporation cellulaire. Les PTO induisent leurs effets via 1’activation de la
RNaseH (Figure 19) (Cummins et al., 1996;Rait et al., 1999). La RNaseH est une enzyme
responsable de la dégradation du brin d’ARN présent dans I’hétéroduplexe ARN-ADN
localisé au niveau du cytoplasme et du noyau. Un des désavantages majeurs des PTO est
leur capacité de liaison a certaines protéines telles que des protéines de liaison a I’héparine
(Brown et al., 1994). Les causes de cette interaction non-spécifique demeurent inconnues

toutefois, cette interaction pourrait entrainer une toxicité cellulaire.
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Figure 19. Mécanisme d’action des PTO (Kurreck., 2003)
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1.5 Traitements de I’hypertension artérielle pulmonaire

Il est important de noter que les divers traitements présentement disponibles pour
les patients souffrant ’HTAP n’ont pas été approuvés en raison de leur capacité a réduire
la pression artérielle pulmonaire mais plutdt en raison du fait qu’ils permettent d’améliorer
la performance des patients lors d’un test de marche (distance de marche sur 6 minutes,
6MWD). Ainsi, présentement, aucune des approches thérapeutiques utilisées pour le
traitement de ’'HTAP n’est curative. Toutefois, depuis les vingt dernieres années, ’HTAP a
évolué d’une maladie sans espoir a une pathologie pour laquelle il est dorénavant possible
d’améliorer la survie et la qualité de vie des patients atteints.

Tout patient souffrant ’HTAP doit subir un test de vasoréactivité aigué€ durant
lequel on administre un vasodilatateur de courte durée d’action tel que le NO, la PGI, ou
I’adénosine. La réponse est jugée positive si on obtient une réduction d’au moins 10 mm
Hg de la pression artérielle pulmonaire moyenne ou que cette derni¢re se retrouve a une
valeur au-dessous de 40 mm Hg. Une réponse positive indique que le patient pourrait alors
bénéficier d’un traitement avec des inhibiteurs des canaux calciques (CCB) (Sitbon et al.,

2005).

1.5.1Inhibiteurs des canaux calciques

Seulement 10 a 15% des patients souffrant d’HTAP obtiennent une réponse positive
au test de vasoréactivité aigué. De ces patients, seulement 50% pourront possiblement
bénéficier a long terme de cette thérapie (Sitbon et al., 2005). Ainsi, les patients qui
présentent des diminutions de pressions pulmonaires suite a 1’administration d’un
vasodilatateur ont un excellent pronostic de survie sur 3 ans. Les CCB les plus couramment
utilisés sont la nifedipine et le diltiazem (Rich et al., 1992).

Pour tous les autres patients répondant négativement au test de vasoréactivité aigug,
les traitements disponibles ciblent les voies de la PGl,, du NO et du systéme ET (Figure
20).
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Figure 20. Les cibles thérapeutiques de ’HTAP (Humbert et al., 2004c¢)

1.5.2Voie de la PGI,

L’utilisation thérapeutique de PGI, ou d’analogues de la PGI, est basée sur le fait
qu’une condition d’HTAP provoque un débalancement entre la production et la relache de
PGI; et de TxA; (Christman et al., 1992). Il existe présentement quatre médicaments ciblant
la voie de la PGI; soit I’epoprostenol, le teprostinil, I’illoprost et le beraprost.

En 1995, ’'epoprostenol a été le premier médicament approuvé par la FDA (Food

and Drug Administration) pour le traitement de ’'HTAP. Une thérapie d’administration
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chronique de 1’epoprostenol est indiquée chez les patients répondant négativement au test
de vasoréactivité aigué et démontrant des signes de dysfonction ventriculaire droite.
L’epoprostenol est administré par voie intraveineuse et semble étre efficace chez les
patients de classes II a IV. Une étude réalisée chez 81 patients souffrant ’HTAPI de classe
IIT ou VI traités avec I’epoprostenol pendant 3 mois a démontré une amélioration des
paramétres hémodynamiques ainsi que du pronostic, de la classe fonctionnelle et du test de
6MWD comparativement aux patients qui ¢€taient uniquement sous thérapie
conventionnelle (Barst et al., 1996). Malgré ces effets bénéfiques, ’administration
parentérale de PGI, est extrémement complexe puisqu’elle requi¢re I’implantation d’un
cathéter intraveineux pour 1’administration continuelle du médicament. Aussi, plusieurs
effets indésirables ont été rapportés tels que des maux de téte, des nausées et des douleurs
aux jambes qui pourraient étre directement reliés a la méthode d’administration du
médicament. Bien que son efficacité¢ ait été démontrée, 1’epoprostenol est loin d’étre
considéré comme la drogue de choix dans le traitement de ’'HTAP.

Le treprostinil est un analogue de la PGI, administré par infusion sous-cutanée
chronique. Il a été développé afin d’éviter les complications résultant de 1’utilisation de
cathéters intraveineux. Dans une étude clinique réalisée chez 470 patients souffrant d’HTP
de diverses étiologies, I’administration de treprostinil a entrainé une amélioration des
paramétres hémodynamiques, du test de 6MWD et des symptdmes associés a la pathologie
(Simonneau et al., 2002). Depuis 2002, ce médicament a été approuvé aux Etats-Unis et au
Canada.

L’iloprost est un analogue inhalé de la PGI,. La taille de ses particules assure une
administration pulmonaire sélective (Lang et al., 2004;Rosenzweig et al., 2004). Toutefois,
sa courte durée d’action nécessite des administrations fréquentes (6-12 fois/jour) (Lang et
al., 2004). Une ¢étude de 12 semaines avec ’iloprost (2.5 et 5 ug; 6-9 fois/jour) réalisée en
Europe chez 207 patients souffrant d’HTP de diverses étiologies a démontré une
amélioration de la classe fonctionnelle et du test de 6MWD (Olschewski et al., 2002).
Cependant, aucune étude n’a évalué les effets de I’iloprost a long terme et il n’est donc

présentement approuvé qu’en Europe et aux Etats-Unis.
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Le beraprost est un analogue oral de la PGI,. Une étude réalisée en Europe chez 130
patients souffrant d’HTAP de classe II et III a démontré qu’un traitement de 12 semaines
avec le berapost avait seulement entrainé une amélioration du test de 6MWD chez les
patients souffrant d’HTAPI alors que les patients souffrant d’HTAP d’autres étiologies
n’ont eu aucune amélioration (Galie et al., 2002). Les effets hémodynamiques a long terme
n’ont pas encore ét¢ compleétement évalués. De ce fait, le beraprost n’est présentement
approuvé qu’au Japon et en Corée du sud.

Les effets bénéfiques observés avec les différents traitements ciblant la voie de la
PGI, découlent probablement de leur capacité a inhiber 1’agrégation plaquettaire et la
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires en plus de leur effet vasodilatateur

sur les artérioles pulmonaires.

1.5.3Voie du NO

Le NO est un puissant agent vasodilatateur qui induit ses effets via 1’activation de la
GCs du muscle lisse. Cette activation favorise la production de GMPc et entraine
éventuellement la relaxation du muscle lisse vasculaire. En condition physiologique, la
phosphodiestérase de type-5 (PDES) est responsable de la dégradation du GMPc.

Le sildenalfil est un inhibiteur sélectif de la PDES a administration orale qui a été
initialement utilisé dans le traitement de la dysfonction érectile (Mostafa., 2008). Au niveau
de la circulation pulmonaire, ce médicament permet de maintenir des concentrations
¢levées de GMPc favorisant ainsi la vasorelaxation tout en prévenant la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires (Mostafa.,, 2008). De nombreuses études ont
démontré les effets favorables du sildénafil dans le traitement des patients souffrant
d’HTAP (Bhatia et al., 2003;Prasad et al., 2000;Sastry et al., 2004). En effet, une étude
réalisée chez 278 patients souffrant d’HTAP de classes II et III traités avec le sildenafil (20,
40 et 80 mg; 3 fois/jour) pendant 12 semaines a démontré une amélioration du test de

6MWD ainsi qu’une amélioration de parametres tels que la vitalité et la santé générale des
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patients (Pepke-Zaba et al., 2008). Ce médicament est présentement approuvé aux Etats-

Unis et au Canada.

1.5.4Voie de PET

Il existe présentement trois antagonistes des récepteurs a I’ET-1 utilisés pour le
traitement de I’HTAP soit le bosentan, le sitaxsentan et ’ambrisentan. Ces trois
médicaments difféerent d’un point de vue de leur pharmacocinétique, de leur structure

chimique ainsi que de leur affinité pour les récepteurs a I’ET-1.

1.5.4.1 Bosentan

Le bosentan est un antagoniste double des récepteurs a I’ET-1 et il posséde une
affinité 40 fois plus élevée pour le R-ET, que pour le R-ETg. Depuis sa premiére
approbation en 2001 par la FDA, le bosentan est maintenant approuvé dans diverses parties
du monde. Il est présentement approuvé chez les patients souffrant d’HTAP de classe III
(Europe) ou II-1V (Etats-Unis/Canada).

Une étude de phase II (AC-351) réalisée chez 32 patients souffrant d’HTAP a
démontré qu’un traitement au bosentan améliore les parametres hémodynamiques, le test de
6MWD en plus d’entrainer une réduction de la RVP. Dans 1’étude de phase IIl BREATHE-
1 (Bosentan randomized Trial of Endothelin Antagonist THErapy), 1’administration du
bosentan (125 et 250 mg) pendant 16 semaines chez 213 patients souffrant d’HTAP a
favorisé une amélioration du test de 6MWD, de la classe fonctionnelle ainsi que du TCW
(time to clinical worsening) (Rubin et al., 2002). Toutefois, une augmentation importante
des aminotransférases hépatiques a été¢ observée chez le groupe de patient recevant la dose
de 250 mg de bosentan. Pour cette raison, la dose thérapeutique acceptée est de 125 mg.
Une étude réalisée chez 169 des patients ayant participé aux études BREATHE-1 et AC-
351 a démontré que 96% et 89% de ces patients étaient toujours vivants apres 1 et 2 ans de
traitement, respectivement (McLaughlin et al., 2005). Puisque 1’étude BREATHE-1 n’a

seulement été réalisée que chez des patients de classe III et IV, aucune donnée sur les
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patients de classe II n’était disponible. Depuis, 1’étude EARLY (Endothelin Antagonist
tRial in milLdlY symptomatic PAH patients) a été réalisée chez 185 patients souffrant
d’HTAP de classe II. Les résultats préliminaires de cette étude ont démontré que le
traitement au bosentan entrainait une réduction de la RVP ainsi qu’une augmentation non-
significative du test de 6MWD. De facon plus importante, cette étude démontre que de
traiter précocement les patients souffrant ’HTAP permet de prolonger le TCW (résultats
non-publiés) (Dupuis et al., 2008).

Des études cliniques avec le bosentan ont aussi été¢ réalisées chez des patients
souffrant du syndrome de Eisenmenger (BREATHE-5)(Galie et al., 2006), chez des enfants
souffrant ’HTAP (BREATHE-3) (Barst et al., 2003) ainsi que chez des patients souffrant
d’HTAP secondaire a une infection au HIV (BREATHE-4) (Sitbon et al., 2004). De plus,
’utilisation du bosentan a aussi ét¢ évaluée en combinaison avec d’autres médicaments
pour le traitement de ’'HTAP. En effet, I’étude BREATHE-2 a évalu¢ les effets d’une co-
administration de bosentan et d’epoprostenol, mais aucun effet bénéfique significatif
supplémentaire n’a été observé (Humbert et al., 2004a). Les études STEP-1 (Hoeper et al.,
2006) et COMBI (McLaughlin et al., 2006) ont évalué les effets de la co-administration du
bosentan et de I’iloprost. Ces deux études ont démontré que cette combinaison était
sécuritaire, mais seule 1’étude STEP-1 a démontré une amélioration clinique. Des études
préliminaires suggerent que la combinaison du bosentan et du sildenafil est sécuritaire et
améliore la capacité a I’exercice des patients souffrant d’HTAPI (Hoeper et al.,

2004;Mathai et al., 2007).

1.5.4.2 Sitaxsentan

Le sitaxsentan est un antagoniste sélectif des R-ET, possédant une affinité 6500 fois
plus élevée pour ce dernier que pour le R-ETg. En 2006, le sitaxsentan a été¢ approuvé en
Europe pour le traitement des patients de classe III et, en 2007, au Canada et en Australie
pour le traitement des patients souffrant ’HTAP des classes II et III. A ce jour, la FDA
continue de refuser 1’approbation de ce médicament en raison du manque de données

démontrant I’efficacité clinique du sitaxsentan.
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Une ¢étude pilote a évalué les effets d’un traitement de douze semaines avec le
sitaxsentan (100 et 500 mg; 2 fois/jour) chez 20 patients souffrant ’HTAP de classes II, III
et VL. Cette étude a démontré une nette amélioration des parametres hémodynamiques
(pression artérielle pulmonaire moyenne et RVP) et de la capacité a I’exercice. Toutefois
deux cas de toxicité hépatique sévere dont un fatal ont été rapportés (Barst et al., 2002). Les
¢tudes STRIDE-1 (Siatxsentan To Relieve ImpaireD Exercise) et STRIDE-2 ont évalué
I’efficacité et la sécurité du sitaxsentan a des doses plus faibles. L’¢tude STRIDE-1 (100 ou
300 mg) a été réalisée chez 178 patients souffrant d’HTAPI et ’HTAP associées a diverses
pathologies (Barst et al., 2004). Aprés 12 semaines de traitement, des améliorations du test
de 6MWD, de la classe fonctionnelle et des paramétres hémodynamiques (index cardiaque
et RVP) ont été rapportées dans les deux groupes. Toutefois, une augmentation des
enzymes hépatiques a été observée chez 10% des patients traités avec 300 mg de
sitaxsentan (Barst et al., 2004). L’étude STRIDE-2 a évalué I’efficacité et la sécurité du
sitaxsentan a des doses plus faibles (50 ou 100 mg) chez 248 patients souffrant d’HTAP
(Barst et al., 2006). Apres 18 semaines de traitement, des améliorations de la classe
fonctionnelle et du test de 6MWD ont été notées dans le groupe de patients recevant la dose
de 100 mg. Toutefois, aucune différence statistiquement significative n’a été observée chez
les patients du groupe de 50 mg. Une augmentation des enzymes hépatiques a été observée
chez 5% des patients du groupe recevant la dose de 50 mg et chez 3% des patients du
groupe recevant la dose de 100 mg (Barst et al., 2006). En se basant sur ces données, la
dose présentant le meilleur ratio risque/bénéfice semble étre 100 mg et ce n’est que cette
dose qui a été approuvée pour le traitement de ’HTAP. Cette étude incluait aussi un groupe
ouvert de 60 patients traités avec le bosentan. Une amélioration du test de 6MWD ainsi
qu’une augmentation de 11% des enzymes hépatiques ont été observées dans ce groupe
toutefois, ces résultats n’étaient pas significativement différents de ceux obtenus avec le
sitaxsentan (Barst et al., 2006). Il est bien important de considérer le fait que cette étude
était ouverte lors de I’interprétation des résultats du groupe traité avec le bosentan.

Des données a plus long terme sont maintenant disponibles grace a la prolongation

de I’¢tude STRIDE-2 (STRIDE-2X) (Benza et al., 2008). Apres 1 an de traitement, le test
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de 6MWD n’était pas différent entre le groupe de patients recevant le sitaxsentan et le
groupe de patients recevant le bosentan. Une augmentation plus importante des enzymes
hépatiques aurait été observée chez le groupe de patients traités avec le bosentan (9%)
comparativement a ceux traités avec le sitaxsentan (1%). De plus, en 1 an, le TCW aurait

¢té plus important dans le groupe bosentan.

1.5.4.3 Ambrisentan

L’ambrisentan est un antagoniste sélectif des R-ET possédant une affinité 77 fois
plus élevée pour ce dernier que pour le R-ETg. Ce médicament a été approuvé en juin 2007
aux Etats-Unis pour le traitement des patients souffrant ’HTAP de classes II et III. Son
utilisation devrait étre approuvée en Europe et ailleurs dans le monde en 2008.

La premiére étude clinique a été réalisée chez 64 patients souffrant d’HTAP traités a
double insu avec des doses de 1, 2.5, 5 et 10 mg d’ambrisentan (Galie et al., 2005). Aprés
12 semaines de traitement, des améliorations du test de 6MWD, des paramétres
hémodynamiques et de la classe fonctionnelle ont été observées dans chacun des groupes
traités. Une augmentation des aminotransférases hépatiques a été observé chez seulement
3% des patients traités avec 5 mg d’ambrisentan (Galie et al., 2005). L’¢tude ARIES-1
(Ambrisentan in PAH-a phase III, randomised, double blind, placebo controlled,
multicenter, efficacy study of ambrisentan in subjects with pulmonary arterial
hypertension) a été réalisée chez 202 patients souffrant d’HTAP (Galie et al., 2008). Les
résultats de cette étude ont suggéré qu’un traitement de 12 semaines avec 1I’ambrisentan (5
ou 10 mg) a entrainé¢ des améliorations du test de 6MWD, de la classe fonctionnelle et de la
qualité de vie des patients (Galie et al., 2008). L’étude ARIES-2 a évalué I’efficacité et la
sécurité¢ de ’ambrisentan a des doses de 2.5 et 5 mg chez 192 patients souffrant d’HTAP
(Galie et al., 2008). Les résultats de cette étude ont démontré des améliorations du test de
6MWD ainsi que de la qualité de vie des patients (Galie et al., 2008).

Les études ARIES-1 et ARIES-2 d’une durée de 12 semaines ont été poursuivies a
long terme (ARIES-E) et les données préliminaires de cette prolongation suggerent, suite a

I’analyse des résultats chez les 303 patients, que le taux de survie des patients traités avec
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I’ambrisentan est de 95% aprés un an (résultats non-publiés) (Dupuis et al., 2008). Une
augmentation des aminotransférases a ¢té¢ observée chez seulement 8 de ces patients et un
seul a été obligé d’arréter le traitement.

Il semblerait que 1’utilisation de I’ambrisentan a aussi été évaluée dans une étude
préliminaire chez des patients qui, en raison d’une augmentation des enzymes hépatiques,
ont arrété I'utilisation du bosentan (n=31) et du sitaxsentan (n=5). Apres une exposition
moyenne d’un an et demi, aucun des patients traités avec |’ambrisentan n’a eu a
discontinuer son utilisation conséquemment a une augmentation des enzymes hépatiques

(résultats non-publiés).

Les patients qui ne répondent pas aux différents médicaments pharmacologiques
disponibles pour le traitement de ’HTAP devront subir une transplantation pulmonaire ou
cardio-pulmonaire. La transplantation devrait étre considérée pour les patients souffrant
d’HTAP de classes III et IV présentant une détérioration de leur condition méme lorsque

traités avec les divers médicaments disponibles.
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2 Justification de ’étude

Plusieurs données expérimentales et cliniques ont confirmé [’activation et la
contribution persistante de I’ET-1 dans le développement et le maintien de I"'HTAP.
Plusieurs données expérimentales ont prouvé 1I’implication du récepteur ET, dans les effets
déléteres induits par I’ET-1 tels que la vasoconstriction pulmonaire et la prolifération
cellulaire. Toutefois, 1’implication et la contribution du récepteur ETg dans ces effets
déléteres demeurent a ce jour controversées. Ainsi, les grandes questions qui subsistent
concernant le récepteur ETg dans le cadre de ’HTAP sont: 1) le récepteur ETg endothélial
est-il toujours en mesure d’exercer son rdle protecteur en induisant la vasodilatation et la
clairance de I’ET-1? et 2) les effets délétéres induits par I’ET-1 tels que la vasoconstriction
et la prolifération cellulaire peuvent-ils étre la conséquence de 1’activation des récepteurs
ETg présents sur les cellules musculaires lisses de la circulation pulmonaire? Si la réponse a
la premicre question est oui, I’antagonisme double des récepteurs a I’ET s’avérerait néfaste
puisqu’il empécherait le récepteur ETg endothélial d’exercer ses fonctions vasodilatatrices
bénéfiques. Par contre, si la réponse a la deuxiéme question est positive, 1’antagonisme
double des récepteurs a ’ET-1 serait alors préférable puisque les effets délétéres induits par
la stimulation des deux sous-types de récepteurs, incluant ceux associés aux récepteurs ETg
présents sur le muscle lisse vasculaire, seraient inhibés.

C’est donc en raison des multiples roles potentiels du récepteur ETg que la présente
controverse quant a l’utilisation d’antagonistes sélectifs ou doubles dans le traitement de
I’HTAP a vu le jour et demeure toujours un important sujet de débat. Depuis les études
cliniques de 2001, il a été démontré qu’un blocage double ETA/ETg des récepteurs a I’'ET-1
par le bosentan s’avérerait un traitement efficace chez les patients souffrant d’HTAP.
Toutefois, depuis quelque temps, plusieurs groupes de recherche pronent 1’utilisation d’un
antagoniste sélectif ET, conséquemment, le sitaxsentan et I’ambrisentan ont été acceptés
dans certaines parties du monde comme traitement de I’HTAP. Une meilleure
compréhension du réle joué par le récepteur ETg pourrait permettre d’apporter des réponses
aux questions soulevées par le débat et ainsi permettre de trancher en ce qui concerne

I’utilisation d’antagonistes sélectifs ou double dans le traitement de ’HTAP.
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2.1 Objectif général de I’étude

L’objectif général de cette thése de doctorat était de clarifier les roles joués par les
récepteurs ET, et ETg dans la vasoconstriction pulmonaire induite par les endothélines 1 et
3 en condition contrdle et en condition d’HTAP, afin d’élucider les questions soulevées par
le débat. Plusieurs études pré-cliniques ont tenté d’évaluer les rdles exacts joués par les
deux sous-types de récepteur au niveau des effets induits par I’ET-1. Toutefois, la majorité
de ces études ont été effectuées sur des artéres de gros calibre alors que les artéres de
résistance sont majoritairement responsables de 1’augmentation de la résistance vasculaire
pulmonaire observée en condition d’HTAP. Conséquemment, les trois études présentées
dans cette thése de doctorat ont toutes été réalisées sur des artéres de résistance
pulmonaires. L hypothése générale de cette étude est que le récepteur ETg joue un role
prédominant dans les effets délétéres induits par le systtme ET conséquemment, il est

préférable, en condition d’HTAP, d’utiliser un antagoniste double des récepteurs a I’ET.
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2.2 Les stratégies expérimentales

Dans un modele d’HTAP provoquée par 1’administration de monocrotaline, nous
avons ¢évalué les modifications locales de la pharmacologie du systéme ET et nous
avons comparé un antagoniste sélectif ET, et un antagoniste double au niveau de
leur efficacité a réduire la vasoconstriction d’artéres de résistance pulmonaires de
rats induite par ’ET-1.

Puisque I’'une des limitations majeures de 1’utilisation d’antagonistes sélectifs est le
fait que leur sélectivité est dépendante de la concentration utilisée nous avons
réévalué, a ’aide d’un traitement antisens ex vivo dirigé contre I’ARNm des deux
sous-types de récepteur, les roles joués par les récepteurs ET, et ETg dans la
vasoconstriction d’artéres de résistance pulmonaires de rats induite par ’ET-1.
Puisque le systéme ET est composé de trois membres et que peu de données
concernent les effets de I’ET-3, nous avons finalement examiné les roles joués par
les récepteurs ETA et ETg dans la réponse vasoconstrictrice a I’ET-3 en plus
d’évaluer I’implication potentielle de cette derniére dans I’HTAP. Pour ce faire,
nous avons comparé¢ un antagoniste sélectif ET, et un antagoniste sélectif ETg au
niveau de leur efficacité a réduire la vasoconstriction d’arteres de résistance
pulmonaires de rats induite par ’ET-3 dans un modele d’HTAP provoquée par

I’administration de MCT.
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3 Meéthodologie

La présente section a pour but de décrire la méthodologie et les différentes techniques et
protocoles expérimentaux qui ont permis d’obtenir les résultats présentés dans cette theése

de doctorat.

3.1 Modéle animal

Pour effectuer les différentes études, des rats males de race Wistar (250-300g) agés de 7
ou 8 semaines ont été utilisés. Ces animaux provenaient d’un élevage local (Charles River,
Saint-Constant, Québec) et étaient manipulés cinqg jours apres leur arrivée a I’animalerie du

centre de recherche afin de leur permettre de s’acclimater a leur nouvel environnement.

3.1.1Modé¢le monocrotaline

Ce modéle d’hypertension artérielle pulmonaire a été utilisé dans la premiere et la
troisiéme étude. Les rats ont été divisés en deux groupes, le groupe MCT et le groupe sham.
Les rats MCT ont regu une injection intra-péritonéale de 0.5 ml de MCT (Sigma) a une
concentration de 60 mg/kg alors que les rats sham ont regu une injection de 0.5 ml de

solution saline. Cinq semaines suivant I’injection de MCT, les animaux ont été sacrifiés.

3.2 Prise des mesures hémodynamiques

Pour la prise des mesures hémodynamiques, les rats ont été anesthésiés avec un
mélange de kétamine et de xylazine (1: 1). La veine jugulaire droite a été isolée, incisée et
canulée avec un cathéter Millar (2F courbé, 140 cm) afin de mesurer la tension veineuse
centrale et la pression ventriculaire droite. Un deuxiéme cathéter, similaire au premier, a été

inséré dans ’artere carotidienne droite afin de mesurer la pression artérielle systémique et
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la pression ventriculaire gauche. Les mesures ont été enregistrées par un polygraphe Gould

TAl1l.

3.3 Dosage des endothélines par ELISA

Le dosage des endothélines par ELISA a été réalisé pour la premiere (ET-1) et la
troisiéme étude (ET-3). Lors de la prise de mesures hémodynamiques, 3 ml de sang artériel
et tous les lobes pulmonaires ont été prélevés chez chacun des animaux sham (n=20) et
MCT (n=20). Les tissus pulmonaires ont ensuite ét¢é homogénéisés. Enfin, tous les
¢échantillons (pulmonaires et plasmatiques) ont été purifiés par colonne sep-pak C18 pour le

dosage subséquent d’ET-1 et d’ET-3.

3.3.1Homogénéisation tissulaire pulmonaire

Pour ce faire, 200 mg de tissu pulmonaire baignant dans un tampon
d’homogénéisation composé de; Tris-HCI 50 mM; B-glycérophosphate 20 mM, sodium
fluoride 20 mM, EDTA 5 mM, EGTA 10 mM, Na3VO4 1 mM, sucrose 300 mM, cocktail
d’inhibiteurs de protéases: DTT 5 mM, PMSF 1 mM, Benzamidine 10 mM et leupeptine 10
pug/ml ont été utilisés. Une alternance de cycles d’homogénéisation (10 secondes) et de
cycles de refroidissement a 4°C (20 secondes) a été répétée trois fois par échantillon.
L’homogénéisation a été effectuée a 1’aide d’un polytron a 8500 RPM. Afin d’éviter toutes
contaminations, le polytron était rincé 7 fois avec de I’'H,O et le tampon apres
I’homogénéisation de chaque échantillon. Aprés I’homogénéisation, les échantillons étaient
mélangés a ’aide d’un vortex et centrifugés pendant 10 minutes a 10 000 RPM.
Finalement, la quantification protéique de chaque échantillon a été réalisée en utilisant la

technique de Bradford.
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3.3.2Purification des échantillons par colonne Sep-Pak Cs

3.3.2.1 ET-1

Les échantillons plasmatiques et tissulaires pulmonaires ont été purifiés a I’aide de
colonnes Sep-Pak C,g (Waters, Milford, MA) pour le dosage subséquent d’ET-1. Les
colonnes Sep-Pak C;g ont été activées a I’aide de méthanol 100% (2 fois 5 ml) puis lavées
avec de ’'H,O (1 fois 9 ml). Par la suite, les échantillons plasmatiques et tissulaires
pulmonaires ont été ajoutés aux colonnes Sep-Pak C;s puis lavés avec de I’'H,O (1 fois 9
ml). Les produits ont ensuite été ¢lués avec du méthanol 100% (2.5 ml) et évaporés dans un
speed-vac pendant 12 heures. Finalement, les échantillons plasmatiques et tissulaires

pulmonaires ont été reconstitués a I’aide du tampon fourni dans le kit ELISA.

3.3.22 ET-3

Les échantillons plasmatiques et tissulaires pulmonaires ont été purifiés a I’aide de
colonnes Sep-Pak C;g pour le dosage subséquent d’ET-3. Les colonnes Sep-Pak C;g ont été
activées avec du méthanol 100% (1 fois 4 ml) puis lavées avec de I’'H,O (2 fois 2ml) et une
solution d’acide trifluoroacétique (TFA) 0.1%. (2 fois 2ml). Par la suite, les échantillons
plasmatiques et tissulaires pulmonaires ont été ajoutés aux colonnes Sep-Pak C18 puis
lavés avec de I’H,O (3 fois 3ml). Pour les échantillons plasmatiques, 1 ml de plasma dans 3
ml d’une solution de CH3;COOH 10% a été utilisé alors que pour les échantillons tissulaires
pulmonaires, 1.5 ml d’homogénat tissulaire a été utilisé. Les produits ont été ¢lués (1 ml) a
I’aide d’une solution TFA 0.1%/Acetonitrile 60%/H,O et évaporés dans un speed-vac
pendant 12 heures. Les échantillons plasmatiques et tissulaires pulmonaires ont été

reconstitués avec une solution TFA 0.1%/DMSO/tampon EIA.



94

3.3.3Protocole expérimental

Suite a la reconstitution des échantillons plasmatiques et tissulaires pulmonaires, nous
avons procédé avec I’ELISA selon les instructions des manufacturiers: ET-1 (Biomedica,
distribué par Medicorp, Montréal, PQ, Canada,) et ET-3 (Immuno-Biological Laboratories
Co., Ltd, Gunma, Japon).

3.4 Etudes de réactivité vasculaire

Les études de réactivités vasculaires ont été réalisées dans les trois études, a 1’aide

d’un myographe micro-vasculaire.

3.4.11Isolation et préparation des artéres pulmonaires

Les rats ont premi¢rement €t¢ anesthésiés avec un mélange de kétamine et de xylazine
(1:1). Le poumon a ensuite été délicatement retiré de la cage thoracique et le lobe inférieur
droit a été préservé dans une solution physiologique (PSS) ayant la composition suivante
(mM): NaCl 119; KCl1 4.7; KH,PO4 1.18; MgSO4 1.17; NaHCOs5 14.9; CaCl, 1.6; EDTA
0.023; glucose 10. Sous un microscope binoculaire (Nikon, modéle SMZ-10A), des petites
artéres pulmonaires ayant une longueur de 2mm et un diamétre de 150-200 um ont été
disséquées en prenant bien soin de ne pas endommager I’endothélium vasculaire. Deux fils
de tungstene de 20 pm ont été insérés dans les segments d’artére puis fixés sur un
myographe pour micro-vaisseaux (IMF, University of Vermont). Les artéres pulmonaires
ont par la suite été étirées en fonction de leur diameétre afin de leur donner une tension
optimale telle que décrite par les études de Mulvany. Puisque toutes les artéres possédaient
un diametre d’environ 150-200 um, nous les avons toutes étirées jusqu’a I’obtention d’une

tension de base d’environ 80-100 mg. Les protocoles expérimentaux ont été réalisés apres
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une équilibration de 30 minutes a 37°C, dans du PSS oxygéné avec un mélange gazeux

composé de 5% CO,, de 12% O, et d’une balance de N,.

3.4.2Protocole expérimental

Les artéres ont tout d’abord été soumises a deux contractions subséquentes de 40
mmol/L KCI afin de vérifier leur viabilité. La présence de I’endothélium vasculaire a été
vérifiée par 1’ajout de 10 uM d’Ach. Nous avons, dans un premier temps, effectué¢ des
courbes doses réponses a I’ET-1 (0.1 nM a 0.3 uM) et a ’ET-3 (0.1 nM a 0.3 uM). Les
courbes doses réponses a I’ET-1 ont été effectuées en absence et en présence d’un
antagoniste sélectif ET5 (A-147627, 10 nM), d’un antagoniste sélectif ETg (A-192621,
1uM) ainsi qu’en présence d’un antagoniste double (bosentan, 10 uM). Les courbes doses
réponses a I’ET-3 ont été effectuées en présence de I’antagoniste sélectif ETa, de
I’antagoniste sélectif ETg ainsi qu’en présence de la combinaison des deux antagonistes.
Un seul protocole expérimental a été réalisé par segment d’artére pulmonaire. Pour chacun
des antagonistes, des courbes doses-réponses a diverses concentrations ont été effectuées
afin de déterminer la concentration optimale de 1’antagoniste a utiliser (Sauvageau et al.,
2006). A la fin de chacun des protocoles expérimentaux, artére a été stimulée avec une
solution physiologique dépolarisante contenant 127 mM de KCI afin d’obtenir la

contraction maximale.

3.5 Etudes d’expression génique par PCR

L’expression génique de différents genes (preproET-1, preproET-3, R-ET,, R-ETp)
a été évaluée par des études de qPCR. L’expression génique de la preproET-1, du R-ET4 et
du R-ETg a été évaluée dans la premiére étude alors que I’expression génique de la

preproET-3 a été évaluée dans la troisieme étude.
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3.5.1Extraction d’ARN total

L’ARN total des arteres de résistance pulmonaires a €té extrait a ’aide d’un RNeasy
mini kit (Qiagen). Un maximum de 20 mg de tissu a été utilisé et déposé dans un eppendorf
(1.5 ml) auquel le tampon RLT (thyocinate de guanidine, 600 pL) a été ajouté. Les tissus
pulmonaires ont ensuite ét¢ homogénéisés a température ambiante a 1’aide d’un mortier.
Les échantillons ont été centrifugés afin d’éliminer les débris et le surnageant a été
conservé. Un volume d’éthanol 70% a été ajouté au surnageant puis 1’échantillon a été
centrifugé a travers une colonne RNeasy. Par la suite, selon les instructions du kit, plusieurs
¢tapes de lavages de I’échantillon a ’aide des tampons RW1 et RPE a travers une colonne
RNeasy ainsi qu’une digestion de ’ADN avec la DNAse I (Qiagen) ont été effectuées.
Finalement, I’ARN total a été élué en ajoutant 40 pL d’H,O RNase Free a la colonne
RNeasy spin qui a ensuite ¢été centrifugée pendant 1 minute a 10 000 RPM. La
concentration d’ARN a été estimée a 1’aide d’un spectrophotometre réglé a une longueur

d’onde de 260/280 nm.

3.5.2Protocole expérimental

3.5.2.1 Conceptualisation des amorces spécifiques

Quatre amorces spécifiques ont été dessinées a 1’aide du programme FEnsembl

génome (http://www.ensembl.org) et leur spécificité ont été vérifiées a 1’aide du

programme Blast disponible a partir du National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Avant de débuter les expériences de qPCR, une courbe

standard avait été obtenue, a partir de poumons complets de rat, pour chacune des amorces
spécifiques. Une efficacité se situant entre 90 et 110% et un R? ¢gal a 1 étaient nécessaires.
La qualité et la spécificité des amorces ont ensuite été évaluées. Pour ce faire, les amorces

ont été testées a différentes concentrations (150 a 300 nM) et en présence de différentes
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quantités d’ADN complémentaire (1, 2 et 5 ng). Les amorces spécifiques qui ont été

utilisées sont présentées dans le Tableau 2.

Tableau 2. Séquences des amorces spécifiques

Genes (rat)

PréproET-1

PréproET-3

R-ET,

R-ETp

Cyclophilin A

Forward (5°-3°)

CTGGAGACCCCGCAGG

TCCAA

GGGACCAGGAGGAAAA

GAGGGTG

TTCCCTCTTCACTTAAG

CCGAA

CTAGCCATCACTGCGAT

CTT

AGGTCCTGGCATCTTGTC

3.5.2.2 ADN complémentaire

Reverse (5°-3°)

GTGGGAAGTAAGTCTTT

CAAGGATCGC

ACTGGGAACTTTCTGGA

ACTGG

GACAACAGCAACAGAGG

CATGA

CAGAATCCTGCTGAGGTG

AA

TGATCTTCTTGCTGGTCT

L’ADN complémentaire (ADNCc) a été obtenu par transcription inverse a ’aide de la

MML-V (reverse transcriptase, Invitrogen). La réaction a été effectuée avec 100 pg d’ARN

total et a produit 20 pL. d’ADNCc a une concentration de 5 ng/pL. Les composants suivants
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ont été combinés dans un méme tube RNAse free: ARN total (5 pL), H,O DEPC (4 pL),
dNTP (1 pL), amorce anti-sens spécifique (2 uL. a 4 pM). Le mélange a été chauffé pendant
15 minutes a 65 °C et refroidit sur la glace. Les composants suivants ont ensuite été ajoutés
a chacun des échantillons soit: tampon 5X (4 uL), DTT (0.1 M, 2 uL), RNase (1 pL) et
MMLV (1 pL) pour un volume total de 20 pL. Finalement, les échantillons ont été
transformés en ADNc (20 pL a 5 ng/uL) a I’aide d’un protocole expérimental d’une durée
totale de 1 heure 15 minutes: 25°C (10 minutes), 37°C (50 minutes), 70°C (15 minutes),
4°C.

3.52.3 qPCR

Les réactions ont été réalisées avec 1 ng d’ADNc. Les concentrations d’amorces
utilisées ont varié¢ selon le géne étudié: preproET-1 (150 nM), preproET-3 (300 nM), R-
ETA (150 nM), R-ETg (200 nM) et cyclophilin A (150 nM). Dans un méme puits, les
composants suivants ont été ajoutés: I’ADNCc, les amorces spécifiques (forward et reverse),
le ROX, le SYBR Green PCR master mix (Stratagene) pour un volume total de 25 pL. Les
réactions ont été réalisées et analysées a 1’aide de I’appareil MX300P (Stratagene). Pour
chacun des genes étudiés, un contrdle négatif dans lequel I’ADNCc avait été remplacé par de
I’H,O RNAse Free a été inclus. Les produits du PCR obtenus avec chacune des amorces

spécifiques ont été purifiés, séquencés et confirmés comme étant les génes d’intéréts.

3.6 Immunobuvardage de type Western Blot

Les études d’immunobuvardage de type Western ont été réalisées pour la premicre,
la deuxiéme et la troisiéme étude. Dans la premicre étude, I’expression protéique des
récepteurs ET et ETg a été comparée en conditions controle et d’HTAP. Dans la deuxiéme

¢tude, la dimérisation des récepteurs ETa et ETg a été visualisée a I’aide du Western Blot.
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Finalement, dans la troisiéme étude, I’efficacit¢ des antisens a réduire 1’expression

protéique des récepteurs ciblés a été évaluée par Western Blot.

3.6.1Protocole expérimental

Pour chaque condition expérimentale, des artéres de résistance pulmonaires ont été
disséquées et rassemblées (n=5 rats). Par la suite, I’extraction standard de protéines a été
effectuée avec un tampon de lyse dénaturant composé¢ de Tris-HCI pH 7.5 50 mM, B-
glycérophosphate 20 mM, Sodium fluoride 20 mM, EDTA 5 mM, EGTA 10 mM, Na3;VO,
1 mM, triton 1% v/v, cocktail d’inhibiteur de protéases: microcystéine 1 uM, DTT 5 mM,
leuptine 10 pg/ml, PMSF 0.5mM et benzamidine 10 mM. Une quantification protéique a
I’aide de la technique de Bradford a ensuite été réalisée. Pour chacun des échantillons, une
quantité de 50 ug de protéine a été utilisée.

Les protéines ont été séparées sur un gel d’acrylamide SDS-PAGE avec un gradient
10-20% (w/v). Par la suite, les échantillons ont été transférés sur une membrane de
nitrocellulose (R-ET4) ou de PVDF (R-ETg) a 100 V pendant 90 minutes a 4°C dans un
tampon composé de (mM): Tris base 25, glycine 192 et 5% de méthanol. Les membranes
ont ensuite été¢ bloquées pendant 2 heures avec du lait 5% (Sigma) dans une solution de
TBST (R-ET4) composée de (mM): Tris-HCI (25, pH 7.5), NaCl 150 et 0.05% de Tween
20 ou dans une solution de PBST (R-ETg) composée de (mM): NaCl 137, KCl 2.7,
Na,HPO,; 4.3, KH,PO4 1.4 et 0.05% de Tween 20. Les membranes ont été incubées
pendant 16 heures a 4°C avec les anticorps primaires dirigés contre le R-ET, (rat R-ETy,
1:1000, Abcam) ou le R-ETy (rat R-ETg, 1:500, Alomone) dilués dans du lait 5% (R-ET,)
ou de la BSA 5 % (bovine serum albumine, Fisher Bioreagent) (R-ETg). Les membranes
ont par la suite été lavées (3 fois 10 minutes) avec du TBST (nitrocellulose) ou du PBST
(PVDF) et rebloquées dans une solution de TBST ou de PBST contenant 5% de lait (1 fois
10 min). Les membranes ont ensuite €té incubées pendant 2 heures avec leur anticorps

secondaire respectif dilué dans du lait 5% (horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit,
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1:20 000, Jackson ImmunoResearch laboratories inc). Suite a un lavage intensif avec du
TBST (R-ETx) ou du PBST (R-ETg), les bandes ont été visualisées par chemiluminescence
(Renaissance Plus, Perkin-Elmer Life Sciences) sur des films Bio-Max selon les

instructions du manufacturier.

3.7 Etudes d’Immunofluorescence confocale

Les études d’immunofluorescence confocale ont été réalisées pour la troisieme
¢tude. La localisation de ’ET-3 a été évaluée en condition controle et en condition d’HTAP

induite par la MCT.

3.7.1Prélévement et préparation des tissus

Les poumons des rats MCT et sham ont été prélevés et immergés dans du 2-methyl-
butane (Sigma) pour étre congelés dans 1’azote liquide a -80°C jusqu’au jour des coupes.
Pour cette ¢tude, des coupes d’artéres de résistance pulmonaires d’une épaisseur de 8 pm
ont été effectuées. Pour ce faire, les bronches ont été retirées et le lobe pulmonaire inférieur

droit a été orienté de facon a couper transversalement les artéres de résistance pulmonaires.

3.7.2Protocole expérimental

Les cryo-coupes pulmonaires ont été fixées avec du paraformaldéhyde (4%, pH 7.2)
pendant 20 minutes pour ensuite tre lavées (3 fois 10 minutes) avec un tampon phosphate
(PBS) composé de (mM) NaCl 137, KCI1 2.7, Na,HPO,4 4.3, et KH,PO, 1.4. Les cryo-
coupes pulmonaires ont ensuite été bloquées avec une solution de PBS contenant 2% de
BSA et 0.5% de Triton X-100. Suite au blocage, les coupes d’artéres pulmonaires ont été
incubées avec les anticorps primaires dirigés contre I’ET-3 (lapin, 1:200, Phoenix
Pharmaceuticals Inc) et 1’alpha-actine spécifique au muscle lisse (SMA, 1:200, souris,

Sigma). Les coupes pulmonaires ont été incubées en présence de l’anticorps primaire
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pendant 16 heures a 4°C. Les anticorps primaires ont été dilués dans une solution de PBS
contenant 1% de BSA et 0.1% de Triton X-100. Puis, les coupes pulmonaires ont été lavées
(3 X 10 minutes) et incubées en présence des anticorps secondaires dirigés contre le lapin
(1:800, Alexa555, ane, Molecular Probes) et la souris (1:800, Alexa 647, ane, Molecular
Probes) pendant 1 heure dans le noir a température ambiante. Les anticorps secondaires ont
¢été¢ dilués dans une solution de PBS contenant 1% de BSA et 0.1% de Triton X-100.
Finalement, les tissus pulmonaires ont été montés sur des lamelles de verre en utilisant une
solution de glycérol (1 pour 5) et de DABCO (0.2%, 1.4-Diazabicyclo[2.2.2]-octane,

Sigma) et scellées avec du vernis a ongle.

Les coupes pulmonaires ont été visualisées avec un microscope confocal LSM 510
(Zeiss) muni d’un objectif 63x/1.4 a immersion (Zeiss). Des séries d’images en Z ont été
captées. Les séries en Z ont ensuite été déconvoluées et finalement, des projections (vue de

face) en 3 dimensions ont ét¢ produites a I’aide du logiciel LSM 510.

3.8 Dimérisation des récepteurs ET, et ETg

3.8.1Etudes de co-immunoprécipitation

Les études de co-immunoprécipitation ont été réalisées pour la deuxiéme étude. Pour
chaque condition expérimentale, des petites artéres pulmonaires ont été disséquées et
rassemblées (n=>5 rats). Par la suite, une quantification protéique en utilisant la technique de
Bradford a été réalisée avec un tampon de lyse dénaturant composé de (mM) Tris-HCI pH
7.5 50, B-glycérophosphate 20, Sodium fluoride 20, EDTA 5, EGTA 10, Na;VOy 1, triton
1% v/v, et cocktail d’inhibiteur de protéases: microcystéine 1 uM, DTT 5 mM, leuptine 10
pug/ml, PMSF 0.5mM et benzamidine 10 mM. Ces expériences ont aussi été réalisées en
condition non-dénaturante avec le méme tampon de lyse sans ajout de DTT. Pour chacun
des échantillons, une quantité¢ de 100 pg de protéine a été utilisée a laquelle ont été ajoutés

le tampon de lyse (volume total de 100 pl) et ’anticorps dirigé contre le R-ETg (rat, 1:100,
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Biogenesis) ou le R-ET4 (rat, 1:100, Abcam). Les échantillons ont ensuite été incubés
pendant 2 heures a 4°C avec agitation. Avant leur incubation avec chacun des échantillons,
des billes d’agarose (protein A/G PLUS-Agarose, Santa Cruz Biotechnology) ont été lavées
(3 fois) avec un tampon de lavage composé de Tris 1.5 mM, triton 10% et H,O. Ensuite, les
billes ont été incubées avec les échantillons (20ul/échantillons) pendant 1 heure a 4°C avec
agitation. Aprés I’incubation, les échantillons ont été lavés (3 fois) avant 1’ajout du sample

buffer pour le Western blot.

Nous avons par la suite visualisé la présence des diméres ET4 et ETg a 1’aide d’un
immunobuvardage de type Western Blot. Cette technique a été décrite dans une section
antérieure (3.6). Les anticorps dirigés contre les récepteurs ET, (rat, Abcam, séquence
d’acides aminés 31-45: SSHVEDFTPFPGTEF) et ETg (mouton, Biogenesis, séquences
d’acides aminés 405-417, QTFEEKQSLEEKQ) ont été¢ synthétisés pour réagir avec des

¢épitopes spécifiques et différents.

3.9 Traitement aux oligonucléotides antisens

Dans la deuxiéme étude, les effets d’un traitement antisens ex vivo dirigé contre
I’ARNm des récepteurs ET, et ETg dans la vasoconstriction d’artéres de résistance
pulmonaire induite par I’ET-1 ont été évalués. Dans un premier temps, 1’efficacité du
traitement antisens a réduire ’expression protéique du récepteur ciblé a été vérifice par
immunobuvardage de type Western Blot. Finalement, la réactivité¢ vasculaire des artéres
pulmonaires a I’ET-1, suite a I’incubation avec les antisens, a été évaluée a 1’aide d’un

myographe micro vasculaire.
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3.9.1Conceptualisation des séquences antisens

Deux séquences antisens ont été dessinées a I’aide du programme Ensemb! genome
(http://www.ensembl.org). La spécificité des séquences antisens a été vérifiée a 1’aide du
programme Blast disponible a partir du National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Deux séquences antisens ont été utilisées, une dirigée
contre I’ARNm du R-ET4 (ETA-AS) et ’autre dirigée contre I’ARNm du R-ETg (ETs-AS).
Pour chacun des AS utilisés, une séquence scrambled (Sc-ETx; Sc-ETg) a été dessinée. Ces
séquences scrambled sont constituées des mémes nucléotides mais intervertis afin de

s’assurer de la spécificité des effets observés.

Tableau 3. Séquences des antisens et scrambled utilisés

Séquence Antisens Séquence scrambled

R-ET, @ 5’CCACACTGAGA @ 5’ CAGGACGAATG

GCGCAGAGA ¥’ ACCCAGACG3’

R-ETp | 5’GTGCGGAGGAA  5’GCAGTAGCGTA

CGCATCAGA 3° GCAGAAG ¥

3.9.2Exposition des artéres de résistance pulmonaires aux antisens

Les artéres de résistance pulmonaires ont été isolées comme décrit précédemment

(section 3.4.1).

Pour chacun des antisens, deux concentrations (1 et 10 uM) et trois temps
d’incubation (24, 48 et 72 heures) ont été testés afin de déterminer les conditions optimales

d’incubation et ainsi maximiser 1’effet du traitement antisens. Pour le R-ET,A, une
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concentration de 1 uM et un temps d’incubation de 24 heures sont les conditions
expérimentales idéales. Pour le R-ETg, une concentration de 1 pM et d’un temps

d’incubation de 72 heures sont optimales.

3.9.2.1 Récepteur ET,

Les artéres de résistance pulmonaires ont été incubées a 37°C, dans un incubateur de
cellule contenant 5% de CO,, pendant 24 heures dans des plaques de 24 puits contenant 400
uL de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma) supplémenté de 0.5% de FBS
(Fetal bovine serum, Gibco), 2% pénicilline/streptomycine (Gibco) et 0.1% de fungisone

(Gibco) avec ou sans 1 uM d’antisens dirigé contre le R-ET4.

3.9.2.2 Récepteur ETp

Les artéres de résistance pulmonaires ont été incubées a 37°C pendant 72 heures
dans des plaques de 24 puits contenant 400 pL. de DMEM supplémenté de 0.5% de FBS,
2% pénicilline/streptomycine et 0.1% de fungisone avec ou sans 1 uM d’antisens dirigé

contre le R-ETg. Du milieu de culture frais a été ajouté a 24 et 48 heures.

3.9.3Vérification de ’efficacité des séquences antisens utilisées

L’efficacité des antisens a réduire 1’expression protéique de leurs récepteurs ciblés a
été¢ évaluée par immunobuvardage de type Western Blot. Une extraction standard de
protéines avec un tampon de lyse dénaturant (méme composition que 3.6.1) et une

quantification des protéines avec la technique de Bradford ont été effectuées. Par la suite,
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nous avons procédé a un immunobuvardage de type Western blot. Cette technique a été

décrite dans une section antérieure (3.6).

3.9.4Etudes de réactivité vasculaire

Suite a I’incubation avec les antisens (ETA-AS; ETg-AS, Sc-ET,, Sc-ETg), la réactivité
vasculaire des arteres de résistance pulmonaires a I’ET-1 a été évaluée. Le méme protocole
expérimental qui a été décrit antérieurement (3.4) a ¢té utilis¢, mais dans ce cas, seules des

courbes doses réponses a I’ET-1 (0.1 nM a 0.3 uM) ont été effectuées.

3.10 Composés utilisés

Le bosentan nous a ¢été gracieusement fourni par la compagnie pharmaceutique
Actelion alors que les antagonistes sélectif ET, (A-147627) et ETg (A-192621) nous ont

¢té gracieusement fournis par Abott.

3.11 Evaluations statistiques

Toutes les valeurs ont été exprimées en moyenne £ E.S.M. Les différences entre les
groupes sham et MCT en ce qui concerne les parameétres morphométriques et
hémodynamiques, les dosages ELISA (ET-1 et ET-3) de méme que les résultats
d’expressions protéique et génique ont été analysés par des tests ¢ de student non-pairés
(two-tailed). Pour les études de réactivité vasculaire, les courbes doses-réponses de chaque
condition pharmacologique ont été analysées avec une formule a cinq parametres afin de
déterminer la réponse maximale (Emax) ainsi que la valeur de ’ECs. Les différences entre
les groupes, pour ces parameétres, ont aussi €t€¢ analysées par des tests ¢ de Student non-

pairés.



106
3.11.1Modéle logistique a 5 paramétres

Une courbe dose-réponse standard est définie par quatre parameétres soit, le bas de la
courbe, I’Emax, ’ECs et la pente. Ainsi lorsque nous lissons une courbe dose-réponse qui
est dite standard nous utilisons un modéle logistique & quatre paramétres (Equation de
Hill’s). Toutefois, certaines courbes doses-réponses sont asymétriques ainsi un cinqui¢me
paramétre soit I’asymétrie de la courbe se doit d’étre inclut. Pour ce type de courbe, nous
utilisons un modeéle logistique a 5 paramétres (Equation de Richards). La formule du
mode¢le logistique a 5 parameétres est présentée ci-dessous.

Response= bottom + (Top-bottom)/[ 1+1-eXb-X)HillSlopes

S= parameétre asymétrique

Le S représente le parameétre asymétrique ainsi, si S est égal a zéro nous avons alors
un modéle logistique a quatre parametres. Toutefois si S n’est pas égal a zéro alors nous

avons une courbe asymétrique et nous utilisons donc un modele logistique a 5 paramétres.

1004

504

Response




107
3.12 Ethique de recherche

Le soin et l'utilisation des animaux et tous les protocoles de recherche ont été
approuvés par le Comité de Déontologie Animale (CDA) du Centre de Recherche de
I’Institut de Cardiologie de Montréal et étaient conformes aux régles énoncées par le

Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA).
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4 Articles

4.1 Etude #1

Apport original et contribution des co-auteurs

La contribution du premier auteur Stéphanie Sauvageau est majoritaire puisqu’elle a
réalisée toutes manipulations techniques relatives a 1’étude et a rédigée le manuscrit.
Monsieur Louis Villeneuve a participé a I’acquisition des images d’immunofluorescences
et de microscopie confocale. Le Dr Jocelyn Dupuis et le Dr Eric Thorin ont supervisé

I’¢tude et ont participé a la rédaction/révision du manuscrit.
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ABSTRACT

Background and purpose: The endothelin (ET) system is activated in pulmonary arterial
hypertension (PAH). The therapeutic value of pharmacological blockade of ET receptors
has been demonstrated in various animal models and led to the current approval and
continued development of these drugs for the therapy of human PAH. However, we
currently incompletely comprehend what local modifications of this system occur as a
consequence of PAH, particularly in small resistance arteries, and how this could affect the
pharmacological response to ET receptor antagonists with various selectivities for the
receptor subtypes. Therefore, the purposes of this study were to evaluate potential
modifications of the pharmacology of the ET system in rat pulmonary resistance arteries
from monocrotaline (MCT)-induced pulmonary arterial hypertension.

Experimental approach: ET-1 levels were quantified by ELISA. PreproET-1, ET, and ETg
receptors mRNA expression were quantified in pulmonary resistance arteries using Q-PCR,
while protein expression was evaluated by Western blots. Reactivity to ET-1 of isolated
pulmonary resistance arteries was measured in the presence of ET, (A-147627), ETg (A-
192621) and dual ET /s (bosentan) receptor antagonists.

Key results: In rats with PAH, plasma ET-1 increased (p < 0.001) while pulmonary levels
were reduced (p < 0.05). In PAH arteries, preproET-1 (p < 0.05) and ETg receptor (p <
0.001) genes expressions were reduced, as were ETy receptor protein levels (p < 0.05). ET-
1 induced similar vasoconstrictions in both groups. In arteries from sham animals, neither

bosentan nor the ET, or the ETy receptor antagonists modified the response. In arteries
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from PAH rats, however, bosentan and the ET, receptor antagonist potently reduced the
maximal contraction, while bosentan also reduced sensitivity (p < 0.01).

Conclusions and implications: The effectiveness of both selective ETA and dual ETa
receptor antagonists are markedly increased in PAH. Down-regulation of pulmonary

resistance arteries ETg receptor may contribute to this finding.
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1. Introduction

The endothelin (ET) system is activated in pulmonary arterial hypertension (PAH) [1].
Increased plasma levels of ET-1 were detected in patients with various forms of PAH [1]
and in various experimental models [2,3]. Among the chief actions of ET-1 is its ability to
modulate pulmonary vascular reactivity. Although ET-1 is a strong and potent pulmonary
vasoconstrictor, this peptide also has the ability to cause mild vasodilation. This complex
biology derives from the existence of two different ET receptor subtypes [4]. The ETx
receptor was characterized from bovine lungs [5] and the ETg receptor was cloned from rat
lungs [6] where the proportion of these receptors is ~60% ETa and ~40% ETg [3]. The ETa
receptor demonstrates higher affinity for ET-1 and ET-2 than ET-3, while the ETg receptor
associates equally with all 3 isoforms. Both the ET5 and ETg receptors are present on
vascular smooth muscle cells and induce direct vasoconstriction and proliferation when
stimulated [7,8]. On the other hand, endothelial ETy receptors have been demonstrated to
play a dual role. They can induce vasodilation through the release of nitric oxide and
prostacyclin [9], but can also cause the release of the potent pulmonary vasoconstrictor
thromboxane A, [10].

The therapeutic value of pharmacological blockade of ET receptors has been
demonstrated in various animal models and led to the current approval and continued
development of these drugs for the therapy of human PAH [11]. Although the ET system
contributes to PAH, we currently incompletely comprehend what local modifications of
this system occur as a consequence of PAH, particularly in small resistance arteries. Indeed,

previous studies that have evaluated the modified pharmacology of the ET system in PAH
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were performed on either whole lung homogenate or large pulmonary arteries. However,
the increase pulmonary vascular resistance occurs in small pulmonary resistance arteries.
Therefore, the purposes of this study were to re-evaluate potential modifications of the
pharmacology of the ET system in rat pulmonary resistance arteries from monocrotaline
(MCT)-induced pulmonary arterial hypertension, as these results might contribute to the
optimization of treatments of PAH. Our results reveal marked changes in pulmonary
vasculature sensitivity to ET receptor antagonism in PAH that may be related to a reduction

in ETp receptor expression.
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2. Methods

This study was approved by the animal research committee of the Montreal Heart
Institute and conducted according to the guidelines from the Canadian Council of Animal

Care.

2.1.  Drugs

MCT was purchased from Sigma Chemical Co. ET-1 was purchased from American
Peptide. The ET4 receptor antagonist A-147627 and the ETg receptor antagonist A-192621
were kindly provided by Abbott Laboratories whereas bosentan was kindly provided by

Actelion.

2.2.  Monocrotaline induced PAH

Male Wistar rats (325 £ 10 g) received a single intra-peritoneal injection of either 0.5
ml 0.9% saline (n = 58) or 0.5 ml 60 mg kg MCT (n = 74) [3,12-14]. Five weeks later, rats
were anesthetized for hemodynamic measurements as previously described in detail [15].
The pulmonary and cerebral resistance arteries were harvested for vascular reactivity. In

addition, pulmonary arteries were snap frozen for RNA and protein extraction.

2.3.  ET-1levels
Plasma and whole lung tissue homogenate samples were passed on Sep-Pak Cig
columns (Waters, Milford, MA) before determination of ET-1 levels by ELISA according

to the manufacturer’s instructions (Biomedica, Medicorp, Montreal, Quebec, Canada) [15].
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2.4.  Quantification of gene expression of preproET-1, ET, and ETp receptors by

quantitative polymerase chain reaction (Q-PCR)

Total RNA was extracted from pulmonary resistance arteries isolated from the
pulmonary right inferior lobe using an RNeasy mini-kit (Qiagen Inc.). The reverse
transcriptase reaction contained 5 ng per pl total RNA (each sample), M-MLV reverse
transcriptase (800 U, Invitrogen), RNAseOUT (40 U, Invitrogen), reverse primer (4 pmol I
! Invitrogen), dNTPs (0.5 mmol 1", MBI Fermentas), and supplied optimal buffers. PCR
was performed with 1 ng of cDNA template containing the appropriate primer
concentration; preproET-1 (150 nmol 1™); ET4 receptor (150 nmol 1"); ETg receptor (200

nmol 1) and SYBR Green PCR master mix (Applied BioSystems). The primers were as

follow:
Rat preproET-1 forward 5’CTGGAGACCCCGCAGGTCCAA 3’

reverse 5’GTGGGAAGTAAGTCTTTCAAGGATCGC 3°
Rat ET4 receptor forward 5S’TTCCCTCTTCACTTAAGC CGAA 3’

reverse 5’GACAACAGCAACAGAGGC ATGA 3

Rat ETg receptor forward 5’CTAGCCATCACTGCGATCTT?3’
reverse 5’CAG AAT CCT GCT GAG GTG AA 3
Rat Cyclophiline A forward 5’AGGTCCTGGCATCTTGTC-3

reverse 5S’TGATCTTCTTGCTGGTCT-3’
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PCR products were purified, sequenced and confirmed to be the genes of interest.
Cyclophiline A was chosen as the housekeeping gene as the expression did not change with

MCT treatment.

2.5.  Quantification of protein expression of the ET, and ETg receptors by Western Blot
Small pulmonary resistance arteries from the pulmonary right inferior lobe were
obtained and pooled for each experimental condition. Standard protein extraction was
assessed followed by protein quantification using the Bradford technique. Proteins (50 pg
per lane) were separated on 10% acrylamide SDS-PAGE. Following SDS-PAGE, samples
were transferred onto either nitrocellulose (ETa receptor) or PVDF (ETg receptor)
membranes. Membranes were incubated overnight with the primary antibody for the ETx
receptor (Abcam, anti-rabbit, 1:1000) or for the ETg receptor (Alomone, anti-rabbit, 1:500).

Equal protein loading was verified by Red Ponceau.

2.6.  Vascular reactivity studies

Experiments were conducted on isolated pulmonary arteries and on the basilar artery
using a wire myograph as previously described [16,17]. The general contractile capacities
of pulmonary arteries from both groups were evaluated with: a high potassium solution
(127 mmol 1), a concentration response curve to ET-1 (0.1 nmol I to 0.3 pmol 1'") in both
absolute values (mg of tension) and as percentage of the maximal vasoconstriction (127
mmol "' KCI). Preparations of pulmonary arteries were subjected to ET-1 (0.1 nmol 1"'to

0.3 pumol I™") either in the presence of the ET, receptor antagonist (A-147627, 10 nmol 17,
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ETA:ETg ~1800:1), the ETg receptor antagonist (A-192621, 1 pmol 1'1, ETA:ETg ~1:1400)

or the dual antagonist bosentan (10 pmol I-', ETo:ETg ~40:1). In order to test potential
improvement in efficacy of the ET receptor antagonists in PAH, the concentrations of the
antagonists were chosen based on concentration-response curves for normal pulmonary
resistance arteries [17,18] as these concentrations caused no or minimal effects on the
normal response. The basilar arteries were subjected to ET-1 induced vasoconstriction in

the absence and presence of the dual antagonist bosentan.

2.7.  Immunofluorescence of ET receptors in pulmonary and basilar arteries

The lungs (n = 3) and the basilar artery (n = 3) were oriented to cross-section the
arteries of interest and 8 umol I"'cryocuts were performed. The ETg receptor antibody
(Alomone, rabbit 1:200) was incubated with a-smooth muscle actin antibody (Sigma,
mouse, 1:200). Anti-rabbit Alexa 555 and anti-mouse Alexa 647 (Molecular Probes,
donkey, 1:800) antibodies were diluted in their respective antibody diluents and applied.
Each experimental condition was performed in triplicates. Confocal imaging and

deconvolution were performed as previously described in detail [15].

2.8.  Statistical analysis

All values are expressed as mean + SEM. The concentration-response curves were
fitted using a S-parameter logistic fit to determine the maximal responses as well as the
ECsy values. When maximal constriction could not be fitted with the 5-parameter logistic,

we used the experimental data maximal response (Emax) to perform our statistics. At the
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end of the protocol, the maximal vasoconstriction was determined by changing the PSS
with a high potassium solution (127 mmol 1"KCIl). ET-1 induced vasoconstrictions are
expressed as a percentage of the maximal response. The differences between groups were
evaluated with unpaired two-tailed student ¢ tests. Statistical significance was assumed

when p < 0.05.
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3. Results

3.1.  Effect of MCT treatment on hemodynamics parameters
Five weeks following the injection of MCT, the animals developed severe PAH as
evidenced by higher right ventricular systolic pressure (77 £ 3 mm Hg, n = 58, p < 0.001)

when compared to sham rats (26 £ 1 mm Hg, n = 74).

3.2.  ET-1levels

As shown in Fig. 1A, arterial ET-1 levels were significantly higher in MCT-treated rats
(p < 0.001) compared to sham-treated rats. ET-1 pulmonary tissue levels were, however,
strongly reduced in MCT (p < 0.001) compared to sham rats (Fig. 1B). This was associated
with a reduction in preproET-1 mRNA levels in pulmonary arteries of MCT rats (p < 0.05,

Fig. 1C).

3.3.  Quantification of gene expression of ET, and ETg receptors in pulmonary
resistance arteries

ETg receptor mRNA levels was reduced in PAH (p < 0.001) compared to normotensive
rats (Fig. 2B). In contrast, MCT treatment did not significantly modify the genomic

expression of the ET4 receptor (Fig. 2A).
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3.4.  Quantification of protein expression of the ET, and ETg receptors

ETg receptor protein expression was also reduced in MCT-treated rats (p < 0.05, Fig.

3B) while that of the ET, receptor tended to increase but was however non-significant (Fig.

3A).

3.5.  Vascular reactivity studies

The maximal contraction induced by a high external K* solution (127 mmol 1) was
significantly reduced in pulmonary arteries isolated from MCT rats (279 + 16 mg, p <0.01)
when compared to sham-treated rats (377 + 20 mg). Similarly, the maximal response
induced by ET-1 in absolute values (mg of tension) was also significantly reduced in
isolated vessels from MCT (350+ 10 mg, p < 0.001) when compared to sham (560 + 8 mg)
rats. When expressed as a % of the maximal contraction induced by high external K"
solution, however, the vasoconstriction induced by ET-1 was preserved in arteries isolated
from MCT-treated rats when compared to those from sham-treated rats (Fig. 4A), without
change in vascular sensitivity (pECso 8.2 + 0.2 and pECsy 8.4 + 0.3, respectively). In
pulmonary arteries isolated from sham animals, none of the antagonists diminished the
contractile response induced by ET-1 (Fig. 4B) or the vascular sensitivity to ET-1 at the
concentrations used (pECso; ETA receptor antagonist: 8.2 = 0.2, ETg receptor antagonist:
8.3 + 0.2, bosentan: 8.2 + 0.1). In PAH and when used at the same concentrations, the
selective ET4 receptor antagonist and the dual ET,/s receptor antagonist strongly limited
ET-1-induced contraction (p < 0.001). Only bosentan, however, reduced the vascular

sensitivity to ET-1 (7.2 £0.2, p < 0.01) (Fig. 4C). The ETg receptor antagonist A-192621
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alone had no significant effect on the contraction induced by ET-1 in arteries isolated from
either sham-treated or MCT animals. In isolated cerebral arteries from control animals, ET-
1 induced vasoconstriction (Emax 94 + 3%, pECsy 8.4 + 0.1) was completely abolished by
bosentan at the same concentration (10 pumol/l) used in pulmonary arteries (Emax 40 + 3%,
p < 0.001, pECsy not measurable) (Fig. 4D), revealing the uniqueness of pulmonary artery

sensitivity to ET-1 and antagonism.

3.6.  Immunohistology of ET receptors in pulmonary and basilar arteries

Examples of composite Z-stack images obtained with ETp receptor and o-smooth
muscle actin antibodies in pulmonary arteries isolated from sham- and MCT-treated rats,
and in the basilar artery from control rats, are presented in Fig. 5. Auto-fluorescence of the
internal elastic lamina and external elastic lamina (in green) enables easy delineation of the
endothelium. We can notice a significant reduction in the fluorescence intensity of both the
endothelial and smooth muscle ETg receptors in the MCT-treated rats when compared to
controls. Moreover, the fluorescence intensity of the ETg receptor in the basilar artery is
comparable to the fluorescence intensity of this receptor in pulmonary arteries isolated from

MCT-treated rats.
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4. Discussion and conclusions
This study was designed to evaluate the local modifications of the ET system in
pulmonary resistance arteries from rats with MCT-induced PAH and assess how these
modifications could affect the response to ET receptor antagonist with various selectivity.
Our main findings in the MCT model of PAH are that: (1) although plasma levels of ET-1
are increased, there is reduced local pulmonary production of this peptide; (2) there is a
significant down-regulation of the ETy receptor in the pulmonary resistance arteries from
PAH rats; (3) the relative pulmonary vasoconstriction to ET-1 is not modified by PAH; and
finally (4) the inhibitory effect of the selective ET, receptor antagonist and the dual ETa/p
receptor antagonist bosentan on the ET-1 response, is greatly increased in isolated
pulmonary resistance arteries from PAH rats. These results reveal pathophysiological
events that could be potentially responsible for the effectiveness of ET receptor antagonists
in the treatment of PAH.
This study confirms that, in the MCT-induced model of PAH; there is an increase in
ET-1 plasma levels and a decrease in pulmonary tissue level of this peptide. Hills et al. [24]
have suggested that regional variations in lung ET-1 production decrease whole lung
homogenate concentrations but increase local concentration, such as those adjacent to the
vascular smooth muscle. We found a reduction in preproET-1 mRNA expression in
pulmonary resistance arteries, which therefore excludes the possible regional variation in
lung ET-1 production, but confirms that in this particular model pulmonary production of
ET-1 is reduced. Hence, despite lower pulmonary levels of the peptide, there is nevertheless

proven benefit in blockade of this system in PAH. The increased plasma levels could



126

therefore come from other tissues such as the kidney and the heart, where an increased
expression of preproET-1 mRNA has been observed in this model [2]. Importantly, a
reduced pulmonary clearance likely contributes to the observed increase in plasma ET-1,
the pulmonary circulation playing a major role in the removal of circulating ET-1, and a
reduced pulmonary clearance of this peptide contributes to the hyperendothelinemia
observed in both human and animal model of PAH [24-27]. Our group has previously
reported a reduction in ETg-receptor-dependent clearance in the MCT model of PAH [28].
Reduced pulmonary clearance is likely explained by the marked down-regulation of the
ETg receptor in this pathological model.

PAH could modify the expression profile of ET receptors on pulmonary resistance
arteries. Therefore, we evaluated gene and protein expressions of ET receptors in
pulmonary resistance arteries. ET receptor mRNA expression was not modified by PAH.
Although the protein expression of the ET4 receptor tended to increase in MCT rats, these
results were however non-significant. ETg receptor mRNA expression was reduced by
approximately 45% in PAH, confirming therefore results obtained from whole lung
homogenates [20-22]. Likewise, ETy receptor protein levels were reduced. The reduced
expression of the ETg receptor could modify the ET-1-induced pulmonary vasoconstriction.
In fact, it has been previously reported that the main pulmonary artery vascular
responsiveness to ET-1 was reduced after 25 days in the MCT model of PAH [2]. Using
isolated pulmonary resistance arteries, we established that the relative ET-1 responsiveness
is maintained 5 weeks after MCT injury, despite overall reduced smooth muscle

contractility. This therefore demonstrates that in small pulmonary resistance arteries, PAH
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does not specifically target the ET-1-induced smooth muscle contractile potential. More so,
this study demonstrates that the reduced expression of the ETg receptor did not modify ET-
1 induced vasoconstriction. This suggests that the ET, receptor compensates for the
reduction in ETy receptors to maintain normal contractility to ET-1.

The reduced expression of the ETg receptor in pulmonary resistance arteries could
also modify the response to endothelin receptor antagonists. To investigate this possibility,
we compared the effects of selective and dual ET receptor antagonists on the contractile
response in both sham and PAH rats. In pulmonary arteries isolated from sham animals,
selective ET,, selective ETg and dual ETap (bosentan) receptor antagonists had no
significant effect on ET-1 induced response. We have previously demonstrated that at these
concentrations, the selective ET, and ETg receptor antagonists had little effect on ET-1-
dependent response [17]. It is difficult, however, to reconcile the lack of effect of the dual
antagonist bosentan as this antagonist simultaneously blocks both receptors (ETA/ETg)
responsible for ET-1-induced pulmonary vasoconstriction. Similar results were reported in
a previous study in which, this dual antagonist could reduce ET-1-induced vasoconstriction
in both tail and mesenteric arteries isolated from the rat but not in pulmonary vessels [19].
In the present study, we also evaluated the effect of a similar concentration of bosentan in
rat cerebral arteries. In the isolated basilar artery, bosentan completely abolished the
response induced by ET-1, thus corroborating that the pharmacology observed in the
pulmonary vascular bed is unique. Most interestingly, bosentan potently inhibited the
contraction induced by ET-1 in pulmonary arteries isolated from rats with PAH. Bosentan

reduced the maximal response as well as the vascular sensitivity to ET-1. The selective ETx
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receptor antagonist also greatly reduced the maximal vasoconstriction induced by ET-1
without, however, affecting vascular sensitivity.

In PAH rats, bosentan efficiently inhibits ET-1-induced contraction as in isolated
cerebral arteries from control rats. We performed immunofluorescence studies in both types
of arteries, which qualitatively confirm that the proportion of the ETy receptor in cerebral
artery of control animals is comparable to that in the pulmonary arteries of MCT-treated
rats. Consequently, the fact that the basilar arteries exhibit little ETg receptor at basal level,
likely explains the inhibitory effects of bosentan in these vessels and in pulmonary arteries
isolated from PAH rats. The immunofluorescence studies also allow us to appreciate the
fact that both the endothelial and the smooth muscle ETg receptors seem to be reduced in
pulmonary arteries from PAH rats. It is well known that the endothelial ETg receptor can
affect pulmonary vascular reactivity by releasing nitric oxide and prostacycline [10].
Previous investigators such as Ivy et al. have demonstrated that the ETg receptor plays a
protective role in rats with PAH induced by chronic hypoxia. Indeed, they have
demonstrated that ETg receptor deficient rats display an exaggerated response to hypoxic
pulmonary hypertension [31]. Hence, if the endothelial ETy receptor has a protective role
and its expression is reduced in PAH, this could have functional consequences on
pulmonary vascular reactivity of MCT treated rats. Indeed, this would imply that the
vasodilator role of the ETg receptor is compromised in PAH and therefore could favour
increase pulmonary vasoconstriction via the stimulation of the ETg receptor present on
vascular smooth muscle cells. However, we have demonstrated, in a previous publication,

that the endothelial ETg receptor plays a minor vasodilator role in the ET-1 induced
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vasoconstriction of rat’s small pulmonary arteries. Indeed, we have demonstrated that
removal of the endothelium does not modify the maximal response or the vascular
sensitivity to ET-1 or sarafotoxin 6¢ [17].

It is intriguing that only bosentan was able to reduce the vascular sensitivity to ET-1
in PAH while the selective ET4 receptor antagonist was only able to reduce the maximal
vasoconstriction to ET-1. It is tempting to speculate that there is an inter-play between the
two ET receptor subtypes that determine the pharmacological response of the antagonists.
By blocking both receptor subtypes, bosentan may preserve the interplay, while selective
ETa receptor inhibition unbalances it. Previous investigators such as Mickley [29] and
Adner [30] have previously reported the existence of an interaction between the two
receptor sub-types in small mesenteric arteries. We have also recently demonstrated the
existence of an interaction between the ETs and ETg receptor to induce the ET-1
vasoconstriction in pulmonary resistance arteries [17]. Whether this inter-play between the
two receptors occurs post-receptor or takes place at the receptor level, remains to be
determined. It is known, however, that ET receptors can from heterodimers in cultured
transfected HEK cells [23] as well as in rat pulmonary arteries as we previously reported
[16]. The functional significance of the dimerization needs to be investigated.

There is a marked down-regulation of the ETg receptor in pulmonary resistance
arteries from rats with MCT-induced PAH. This reduced expression of the ETg-receptor
explains the inhibitory effects of the selective ET, (A-147627) and a dual ETA/ETg

receptor antagonist (bosentan) on ET-1-induced constriction of pulmonary resistance
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arteries in the MCT model of PAH. Above all, this study provides a functional rational for

using ET antagonists in PAH.
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Figure Legends

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

ET-1 levels and gene expression.

(A) Arterial plasma ET-1 levels in sham (n = 17) and MCT rats (n = 18). (B)
Pulmonary ET-1 levels in sham (n = 16) and MCT rats (n = 19). (C)
PreproET-1 gene expression in pulmonary resistance arteries normalized with
cyclophiline A. Values are expressed as relative quantity (dRn). * p < 0.001, #
p <0.05.

ET receptor gene expression.

Gene expression of the ETn (A) and ETg (B) receptors in pulmonary
resistance arteries of sham (n = 6) and MCT-treated rats (n = 4) normalized
with cyclophiline A. Values are expressed as relative quantity (dRn). * p <
0.001.

ET Receptor protein expression.

Protein expression of the ET, (A) and ETg (B) receptors in pulmonary
resistance arteries of both sham (n = 3) and MCT-treated rats (n = 3). Blots
illustrated represent 3 experiments and the bar graph represents the
summarized results of the 3 experiments in which blot intensities were
normalized with Ponceau red. # p < 0.05.

Vascular reactivity.

Endothelin-1 induced pulmonary vasoconstriction in sham and MCT-treated
rats (A). Endothelin-1 induced-pulmonary vasoconstriction in the presence of

an ETA-R antagonist (open triangle, 10 nmol 17') an ETs-R antagonist (filled
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circles, 1 pmol 1"") and the dual antagonist Bosentan (filled diamond, 10 pmol
1) in both sham (B) and MCT rats (C). n = 6-8/group. (D) Endothelin-1
induced vasoconstriction of basilar arteries in the absence and presence of
bosentan (filled diamond, 10 umol I'"). n = 6-8/group. Values are mean +
SEM. * p <0.001, # p <0.05.

Immunofluorescence and confocal imaging.

Confocal imaging representing the distribution of the ETg receptor in
transverse 8 umol 17 thick sections of small pulmonary arteries of both sham
(A) and MCT rats (B) and in the basilar artery of control rats (C). The first
row of figures (from left to right) displays the fluorescence of the ETg (in red)
and both the internal elastic lamina (IEL) and external elastic lamina (EEL) (in
green), which enables easy demarcation of the endothelium from the media.
The second row displays the fluorescence of smooth muscle actin (in blue),
which is limited to the media. The third row represents the co-localisation of

the ETg and smooth muscle actin.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 4

Vascular reactivity studies
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Figure 5
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4.2 Etude #2

Apport original et contribution des co-auteurs

La contribution du premier auteur Stéphanie Sauvageau est majoritaire puisqu’elle a
réalisée toutes manipulations techniques relatives a 1’étude et a rédigée le manuscrit.
Monsieur Louis Villeneuve a participé a 1’acquisition des images d’immunofluorescences
et de microscopie confocale. Le Dr Jocelyn Dupuis et le Dr Eric Thorin ont supervisé

I’étude et ont participé a la rédaction/révision du manuscrit.
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ABSTRACT

Background and purpose: Endothelin-1 (ET-1) is a potent vasoconstrictor of pulmonary
arteries that induces its effects via the activation of ET, (ETA) and ETg receptors (ETg).
The respective role played by both receptors is however questioned by evidence that they
can form functional heterodimers. Disruption of ETA/ETg heterodimers could shed light on
the roles played by each receptor in vasoconstriction of pulmonary arteries.

Experimental approach: Heterodimerization of ET, and ETp was evaluated by co-
immunoprecipitation studies. Disruption of heterodimers was carried out by selectively
reducing protein expression of ET, or ETp. Pulmonary arteries were isolated and
incubated in the presence of selective antisense (AS) targeting either the rat ET, (ETA-AS)
or ETg (ETs-AS) mRNA sequences. Following AS treatment, pulmonary arteries were
mounted on a myograph to evaluate ET-1-induced constriction.

Key results: Heterodimerization of both receptors was observed. Each AS reduced the
protein expression of its targeted receptor. The use of ETA-AS significantly increased the
vascular sensitivity and the maximal vasoconstriction induced by ET-1. In contrast, the
ETg-AS significantly reduced the sensitivity to ET-1 without affecting the Eax.
Conclusions and Implications: With suppression of the ETg, the ETy stillinduces maximal
pulmonary vasoconstriction to ET-1 but with a reduction in sensitivity. In contrast,
suppression of ET, increased both vascular sensitivity and maximal constriction (Eyax) to
ET-1, suggesting that the ET, limits ETg-dependent contraction. This study
suggestsfunctional significance of heterodimerisation of ET receptors in pulmonary

arteries.
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1. Introduction

Endothelin-1 (ET-1) is an important pulmonary vasoconstrictor which induce its
effect by the activation of two G protein coupled receptors, the ET5 (ETs) and ETg
receptors (ETg). These two receptors where initially characterized from bovine [1] and rat
lungs [2], respectively. The distribution of both receptors varies along the pulmonary
circulation. The ET, is predominantly expressed on large pulmonary vessels whereas the
ETg is mainly expressed in small pulmonary vessels. The ET, and ETg receptors are both
present on vascular smooth muscle cells and induce important vasoconstriction [3;4]
however, the ETg that are present on the endothelial cell can have a dual action. They can
induce a vasodilation by the release of nitric oxide and prostacyclin [5] or vasoconstriction
by the release of thromboxane A, [6].

The ET receptors are two G protein coupled receptors that have the ability to form
homo and heterodimers. Indeed, Harada ef al have demonstrated by a quantitative receptor
autoradiography technique, the existence of ETA-ETg heterodimers in the anterior pituitary
gland [7]. A few years later, Gregan et a/ have demonstrated by immunoprecipitation and
fluorescence resonance energy transfer experiments that both ET, and ETg could form
functional heterodimers in transfected HEK293 cells [8]. Furthermore, we have recently
demonstrated by co-immunoprecipitation studies that the endothelin receptors could form
heterodimers on pulmonary resistance arteries of both sham and myocardial infarct rats [9].

In a previous study, using selective antagonists, we have demonstrated that it was
necessary to block both receptors to reduce the ET-1 induced vasoconstriction of

pulmonary arteries suggesting that there is an interaction between ET, and ETg[10]. We



148

speculated that the presence of ETA/ETg heterodimers on pulmonary resistance arteries
could explain the necessity to block both receptors to reduce the ET-1 response.
Heterodimerisation of the ET and ETg could influence the role played by the ET, and ETg
in the ET-1 induce pulmonary vasoconstriction. Therefore, the aim of the present study
was to re-evaluate the role played by both receptors in the ET-1 induced pulmonary
vasoconstriction by disrupting the ETA/ETg heterodimer using a non-pharmacological
vessel culture approach based on antisense (AS) oligonucleotide (ON) treatment. This
study demonstrates the functional importance of the heterodimerisation of the ET, and ETg
to induce the ET-1 response. Indeed, without ETg, ET, is only able to induce the maximal
response to ET-1. In contrast, without ET, the ETy facilitates the ET-1 induced pulmonary

vasoconstriction.
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2. Methods

The investigation conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised
1996). This study was approved by the Animal Research Committee of the Montreal Heart
Institute and conducted according to the guidelines from the Canadian Council of Animal

Care.

2.1 Preparation of pulmonary arteries

Male wistar rats weighting between 200 and 250g were anesthetized by a mixture of
ketamine and xylazine (1:1) administered intramuscularly. The right inferior lobe was
harvested and washed twice with PBS (phosphate buffered solution). Five to six
pulmonary resistance arteries per animal were dissected and used either for co-

immunoprecipitation or vessel culture studies.

2.2 Co-Immunoprecipitation studies

Small pulmonary arteries from the pulmonary right inferior lobe were obtained as
described above and pooled (n=24 arteries) for each experimental condition. Standard
protein extraction was assessed using 2 different lysis buffers. The denaturing buffer had
the following composition (mM): Tris-HCl pH 7.5 50, p-glycerophosphate 20, sodium
fluoride 20, EDTA 5, EGTA 10, Na;VOy4 1, triton 1% v/v, protease inhibitor cocktail:

microcystein 1 pM, DTT 5 mM, leuptine 10 pg/ml, PMSF 0.5 mM and benzamidine 10
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mM. The non-denaturing buffer had similar composition but without the addition of DTT.
A total of 100 pg proteins from each sample were incubated with ETg antibody (1:100,
Biogenesis, Ontario, Canada) or ET, antibody (1:100, Abcam, Cambridge, MA) at 4°C for
2 hours with agitation. Three washing of agarose beads (protein A/G PLUS-Agarose, Santa
Cruz Biotechnology, USA) were carried out before incubation with each sample
(20 pl/sample) at 4°C for 1 hour with agitation. The samples were then washed thrice
before the addition of sample buffer (containing no beta-mercaptoethanol for the non-
denaturing samples) and preparation for immunoblotting.

Proteins were separated on 10% acrylamide SDS-PAGE. Following SDS-PAGE,
samples were transferred onto nitrocellulose membranes. Membranes were incubated
overnight with the primary antibody for ET, (anti-rabbit, 1:1000, Abcam, Cambridge, MA)

or for ETg (anti-rabbit, 1:500, Alomone, Jerusalem, Israel).

2.3 Antisense Oligonucleotides

Two different antisense (AS) oligodeoxyribonucleotide phosphorothioate (ON)
(MWG biothech) sequences were used targeting either the rat ET, or the rat ETg mRNA
sequences and two scrambled (Sc) AS sequences were used as negative controls. These
sequences were selected on the basis that they had no more than three consecutive
guanosines and had no capacity or minimal capacity to dimerize or form hairpins. The

oligonucleotides were resuspended in sterile water.
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Antisense sequences (5°-3°) Scrambled sequences (57-3°)
ET, CCACACTGAGAGCGCAGAGA CAGGACGAATGACCCAGACG
ETy GTGCGGAGGAACGCATCAGA GCAGTAGCGTAGCAGAAG

2.4 Antisense oligonucleotides treatment and vessel culture

Pulmonary resistance arteries were placed into 24 wells plates in 400 pl of DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma-Aldrich, St-Louis, USA) containing 0.5 %
FBS (Fetal bovine serum; Invitrogen, Grand Island, USA), 2% penicillin/streptomycin
(Invitrogen, Grand Island, USA), 0.1% fungizone (Invitrogen, Grand Island, USA) with (1
uM) or without antisense (control) and placed in an incubator maintained at 37°C with 5%
CO, for either 24 (ETa) or 72 hours (ETg). In preliminary experiments, 24 hours
exposition to ETA-AS prevented expression of the ET, however, longer exposure resulted
in re-expression of the ET, which seemed to have escaped AS treatment. In contrast, ETg-
AS exposure for 72 hours was necessary to prevent ETg expression. For the 72 hours
incubation time, the culture medium was changed and fresh ON-AS was added after 24 and
48 hours. Following the incubation period arteries were used either for protein extraction or
vascular reactivity study. The time difference in the incubation period for the ETA (24
hours) and ETg (72 hours) did not allow us to evaluate the effect of a simultaneous

incubation of both antisenses on the ET-1 induced pulmonary vasoconstriction. The
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efficacy of incorporation of antisense in pulmonary resistance arteries was a success in 60%
of cases when we take into account the fact that not all arteries survived the incubation
period. However, when the incorporation was a success it reduced the protein expression

and the related function of the targeted receptor.

2.5 Western blot analysis of ET, and ETg expression in pulmonary arteries following
antisense treatment

Pulmonary arteries were rinsed with PBS and spin down by centrifugation at 10 000
RPM for 5 seconds. Standard protein extraction was assessed using the denaturating
buffer. Proteins (50pug/lane) were separated on 10% acrylamide SDS-PAGE. Membranes
were incubated overnight with the primary antibody for ET, (anti-rabbit, 1:1000, Abcam,
Cambridge, MA) or for the ETy (anti-rabbit, 1:500, Alomone, Jerusalem, Israel). To verify
that the ETA-AS had no effect on the expression of ETg the membranes were stripped and
incubated overnight with the primary antibody for ETs. To verify that ETg-AS had no
effect on the expression of ET4 the membranes were stripped and incubated overnight with
the primary antibody for ETA. Equal protein loading was corrected by GAPDH (Abcam,

Cambridge, USA) expression.

2.6 Pulmonary vascular reactivity to ET-1 following antisense treatment.
Pulmonary resistance arteries were set up on a wire myograph with a resting tension
of 80-100 mg and bathed in a physiological salt solution (PSS) of the following

composition (mM): NaCl 119; KCI 4.7; KH,PO4 1.18; MgSO4 1.17; NaHCO; 14.9; CaCl,
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1.6; EDTA 0.023; glucose 10. The arteries were equilibrated for 30 minutes at 37°C in PSS

and bubbled with 5% CO,, 12% O, and 83% N, at pH 7.4. Each preparation from each
group (Control 24 hours, ETA-AS, Sc-ETx-AS; Control 72 hrs, ETg-AS, Sc-ETg-AS) was
subjected to cumulative concentration-response curves to ET-1 (American peptides,
Sunnyvale, CA) (0.1 nM to 0.3 uM). At the end of the protocol, maximal vasoconstriction
was determined by changing the PSS with a high potassium solution (127 mmol/l KCI).

ET-1 induced vasoconstrictions are expressed as a percentage of the maximal response.
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3. Results

3.2 Co-Immunoprecipitation studies

In denaturing conditions (Figure 1), when the ETo was immunoprecipitated, the
immunoblot for ET, expression revealed a large and elongated band indicative of the
abundance of receptor protein (middle lane). When the ETg was immunoprecipitated, a
narrow band for the putative ET, was expressed at 48 kDa, demonstrating that ET, co-
immunoprecipitated with ETg (right lane). A negative control experiment carried out in
porcine aortic endothelial cells lacking ET4 confirmed the absence of detectable ET, after
immunoprecipitation of ETg (left lane). Additionally, we excluded the possibility that the
observed band for ET, could represent the heavy chain of the immunoprecipitation
antibody (data not shown). The same experiments were performed in non-denaturing
conditions (Figure 2A), revealing the higher molecular weight (100 kDa) of ET, and ETg
heterodimers (right lane). A negative control experiment carried out in porcine aortic
endothelial cells revealed again no detectable band confirming the absence of heterodimers
in these cells (left lane). To verify the efficacy of the immunoprecipitation of ETg, we
stripped our membrane and incubated it with an ETg antibody (Figure 2B). In the
endothelial preparation a band at 44 kDa reveals the presence of ETg (left lane). Moreover,
the detectable band at 100 kDa confirms the presence of ETg in the ET, and ETg

heterodimers (right lane).
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3.5 Western blot analysis of ET, and ETg expression in pulmonary arteries following
antisense treatment

The use of ETa-AS markedly reduced the protein expression of ET, in pulmonary
resistance arteries when compared to control (Figure 3A). In addition, the use of the
specific antisense for ET, did not modify the protein expression of ETg (Figure 3A). The
use of ETp-AS markedly reduced the protein expression of ETg in pulmonary resistance
arteries when compared to control (Figure 3B) and did not modify the protein expression of
ETa (figure 3A). The negative controls Sc-ETx-AS or Sc-ETg-AS had no effect on the

protein expression of either ET, or ETg (Figure 3A and 3B).

3.6 Pulmonary vascular reactivity to ET-1 following antisense treatment

As presented in Figure 4A, the use of ETA-AS significantly increased the vascular
sensitivity (-9.90+0.60, logEC,s+SEM, p<0.05) and the maximal vasoconstriction induced
by ET-1 (10043, En.t=SEM, p<0.05) when compared to controls (-8.61+£0.26, 89+3%).
The use of the negative control Sc-ETA-AS did not modify the Enax (81£6%) or the
vascular sensitivity (-7.9+0.1) when compared to controls (-7.83+0.05, 89+3%). In
contrast, the use of ETg-AS significantly reduced the sensitivity to ET-1 (-7.90+0.09;
logEC,s+SEM, p<0.05) compared to control vessels (-8.59+0.17) without affecting the
Emax- The negative control Sc-ETg-AS neither modified the E.x (88£5%), nor the vascular

sensitivity to ET-1 (-8.68+1.20) when compared to controls (83+2%; -8.59+0.17).
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4. Discussion and conclusions

Endothelin-1 induces its effect by the activation of the ETs and ETg receptor. Both
the ET, and ETg receptors are present on the vascular smooth muscle cell and induce
important vasoconstriction [3;4] however, the ETy that are present on the endothelial cell
can have a dual action. They can induce a vasodilation by the release of nitric oxide and
prostacyclin [5] or vasoconstriction by the release of thromboxane A, [6]. The role played
by each receptor in the ET-1 response is also questioned by the fact that they can form
functional heterodimers. In this study, we have demonstrated the functional existence of
ET, and ETg heterodimers in pulmonary resistance arteries. Furthermore, by reducing the
expression of the ET, receptor, thus revealing ETg, we have demonstrated that the ETg
potentiates ET-1-induced response in pulmonary resistance arteries. These results confirm
the prominent role of ETp in inducing ET-1 vasoconstriction in small pulmonary arteries.

In a previous publication, we established the existence of an interaction between the
ET, and ETp to induce ET-1 pulmonary vasoconstriction[10]. In fact, we reported that the
use of either selective ETA or ETg antagonists could not reduce the pulmonary contraction
induced by ET-1. The combination of both antagonists, however, completely abolished
constriction, suggestive of an interaction between the two receptor subtypes. It has become
widely accepted that many members of the 7-TM receptor family have the capacity to
homo- and heterodimerize with important functional consequences on receptor
pharmacology, signalling and regulation. Therefore, we hypothesized that ET, and ETg

could form heterodimers on pulmonary arteries and interact to induce the ET-1
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vasoconstriction and that this dimerisation could explain the necessity to block both
receptors to inhibit the ET-1 response.

In the present study, we confirmed by co-immunoprecipitation that ET, and ETg
form heterodimers in pulmonary resistance arteries. Indeed, the fact that the ET could be
immunoprecipitated with the ETg in denaturing conditions suggests that the two receptors
could be associated. Moreover, the fact that in non-denaturing conditions we visualise the
higher molecular weight of the heterodimer strongly supports this hypothesis. Others
investigators such as Gregan, Harada, Walker and their collaborators have also
demonstrated that the ET-1 receptors could form heterodimers using various
methodological approach such as FRET [8;11], or quantitative receptor autoradiography
techniques [7]. However, when studies are performed in heterologous systems, the main
concern is that 7-TM receptor heterodimerization may be an artefact of receptor
overexpression and/or a result of the techniques used to study receptor interactions. In our
study, we have confirmed the existence of heterodimers directly on pulmonary resistance
arteries.

The use of antisense selectively prevented the expression of either ET, or ETjg,
which allowed us to evaluate separately the contribution of ET4 and ETg to ET-1-induced
pulmonary vasoconstriction. If we admit the concept that ET, and ETg form heterodimers,
the use of selective AS directed against one of the receptor should reveal the role played by
the other receptor. The use of an ON-AS directed against ET,, thus isolating ETg,
increased both the vascular sensitivity and the maximal vasoconstriction to ET-1. These

data suggest that in the presence of ET,, the ETg-dependent pulmonary vasoconstriction is
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reduced. Looking at the angiotensin receptors, similar results have been obtained by the
group of Quitterer. In their study, they demonstrated that angiotensin 2 receptor (AT;) bind
to AT, and inhibit AT, signalling in foetal fibroblasts [12]. Furthermore, McCulloch et al
have suggested in the past the possibility of the existence of an inhibitory ET, in rat
pulmonary resistance arteries that would inhibit ET-1 activation of ETg receptors [13]. The
fact that ETA-AS potentiated ET-1 responses further demonstrates the functional
importance of ETg in the vasoconstriction of pulmonary resistance arteries induced by ET-
1. In the past, the ETg has always been thought to be a vasodilator however, in the last few
years a number of data has suggested that this receptor is involved in regulating many of
the effects of ET-1, including vasoconstriction. In isolated rat lungs, ETg activation was
able to induce pulmonary vasoconstriction and pulmonary oedema [14]. It was also
established that this receptor is implicated in the vasoconstriction of human [15], rats [10]
and rabbit [16] pulmonary resistance arteries. On the other hand, the use of an ETg-AS
significantly reduced the vascular sensitivity to ET-1 without affecting the maximal
vasoconstriction suggesting that ETg are responsible for regulating the vascular sensitivity
to ET-1. Thus, ET, activation alone triggers the maximal vasoconstriction to ET-1, while
ETg can increase the vascular sensitivity to ET-1. Other investigators such as Adner et al
demonstrated that the use of an ETs-AS induced a significant attenuation of the ET-1-
induced contraction of the circular segments of the human superficial temporal artery and
that the use of an ETs-AS had no effect on ET-1 response [17]. More so, another study
demonstrated that, at the highest concentration tested, ETR-p;/fl (ETs-AS) markedly

suppressed ET-1 response in the rat renal arcuate artery [18]. These contradictory results
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could be explained by the fact that in these preparations, and in contrast to pulmonary
arteries, the ET-1 response is solely mediated by the activation of ET [18-20]. Indeed, in
the pulmonary circulation, many studies have demonstrated that both the ET, and ETg
induce the ET-1 vasoconstriction of resistance arteries [4;10;13].

The use of specifics antisense induced quite different results on the ET-1 response
that those obtained with the use of selective antagonists. We have demonstrated that the
use of either a selective ET, or ETp antagonist had no effect on the ET-1 induced
pulmonary vasoconstriction [10]. However, the use of specific antisense directed against
either the ET, or ETp increased or reduced the ET-1 response, respectively. The
modulation of the number of dimers on pulmonary resistance arteries could explain these
contradictory results. The use of selective antagonists does not modify the number of
ETA/ETg heterodimers present on the smooth muscle cell and therefore, the receptor that is
not targeted by the antagonist is able to compensate and induce the ET-1 pulmonary
vasoconstriction. However, the use of a specific antisense reduces the protein expression of
its targeted receptor; consequently there are essentially monomers left of the receptor not
targeted by the antisense. The disruption of the heterodimers allowed us to evaluate
separately the role played by each receptor in the ET-1 induced pulmonary
vasoconstriction.

Some limitations need to be noted. The ET-AS did not reduce by 100% ET, and
ETg protein expression and it is possible that some functional heterodimers remained. The
importance of appropriate controls in antisense experiments cannot be overemphasized, and

a number of controls are necessary. Briefly, at the very least, one should (1) demonstrate a
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reduction in targeted protein, (2) determine the effect of the active oligonucleotide on
another gene product, and (3) determine the effects of mismatched oligonucleotides on the
targeted protein. In this study we have (1) demonstrated that ET, and ETg AS selectively
reduced the protein expression of its expected target, (2) without affecting that of the other,
while (3) the scrambled sequences of these AS had no effect on ET, and ETg protein
expression. We are therefore confident that the AS used in this study were highly selective.

In conclusion, suppression of ET, expression increased the vascular sensitivity and
the maximal constriction to ET-1, suggesting that in control conditions the ETx limits ETp-
dependent contraction. These results demonstrates the functional significance of ETg in
ET-1 induced vasoconstriction and suggests that the heterodimerization of ET, and ETg as

important functional consequences.
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Figures Legends

Figure 1.

Figure 2

Figure 3

ET heterodimers

Heterodimerization of endothelin receptors in rat pulmonary resistance
arteries. Western Blotting for ETs was performed after immunoprecipitation
of the ETA or the ETg in denaturing conditions. Endothelial cells (EC) were
used as a negative control (left lane). Immunoprecipitation of ET, and
Western Blotting for the expression of the ET, (positive control, middle lane).
Immunoprecipitation of the ETg and Western Blotting for the expression of
ET, (right lane).

ET heterodimers

Heterodimerization of endothelin receptors in rat pulmonary resistance
arteries. Immunoblot for ETas receptor was performed after
immunoprecipitation of ET, or ETg in non denaturing conditions (A).
Endothelial cells (EC) were used as a negative control (left lane).
Immunoprecipitation of ETg and Western Blotting for the expression of ETx
(right lane). (B) The membrane used in A was stripped and incubated with
ETg antibody.

ET receptor protein expression

Western blot analysis of ET, and ETp expression in pulmonary arteries
following antisense treatment. (A) Pulmonary arteries treated with ET-AS.
The use of ETA-AS reduced the protein expression of ET, (first row second

column) and had no effect on the protein expression of ETg (second row
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second column). The Sc-ETA-AS had no effect on ET, (first row fourth

column) or ETg (first row fourth column). (B) Pulmonary arteries treated with
ETg-AS. The use of ETg-AS reduced the protein expression of ETg (first row
second column) and had no effect on the protein expression of ET, (second
row second column). The Sc-ETg-AS had no effect on ET4 (first row fourth
column) or ETy (first row fourth column). Ctrl (control), AS (antisense), Sc-
AS (scrambled antisense). Equal protein loading was corrected with GAPDH.
Pulmonary vascular reactivity study.

Pulmonary vascular reactivity to ET-1 following antisense treatment. (A).
ET-1 induced pulmonary vasoconstriction following treatment with ETA-AS
(upward triangle) or Sc-ETs-AS (downward triangle). (B) ET-1 induced
pulmonary vasoconstriction following treatment with the ETg-AS (upward
triangle) or the Sc-ETgp-AS (downward triangle). n = 6-8/group Values are

mean + SEM. * P <0.001, # P <0.05.
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Figure 1

Immunoblot for ET5in denaturing conditions
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Figure 2

Immunoblot in non-denaturating condition
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Figure 3

Immunoblot following antisens treatment
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Figure 4

Pulmonary vascular reactivity
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Abstract

Blockade of the endothelin(ET) system 1is beneficial in pulmonary arterial
hypertension(PAH). The contribution of ET-3 and its interactions with ET receptors have
never been evaluated in the monocrotaline -induced model of PAH. Vasoreactivity of
pulmonary arteries was investigated; ET-3 localization was determined by confocal
imaging and gene expression of prepro-ET-3 quantified using RT-PCR. ET-3 plasma levels
tended to increase in PAH. ET-3 localized in the media of pulmonary arteries, where gene
expression of prepro-ET-3 was reduced in PAH. ET-3 induced similar pulmonary
vasoconstrictions in sham and PAH rats. In sham rats, the ET, antagonist A-147627 (10
nmol/l) significantly reduced the maximal response to ET-3 (En.x 77+1% to 46+2%,
mean+SEM, P<0.001), while the ETg antagonist A-192621 (1 pmol/l) reduced the
sensitivity (ECsy 21+7 nmol/l to 5916 nmol/l, P<0.05) without affecting E.... The
combination of both antagonists completely abolished ET-3-induced pulmonary
vasoconstriction. In PAH, the ET, antagonist further reduced the maximal response to ET-
3 and shifted the ECsg (Epax 23+2%, P<0.001, ECsy 104+£24 nmol/l, P<0.05), while the ETg
antagonist only shifted the ECsy (123+36 nmol/l, P<0.05) without affecting the Enax. In
PAH, dual ET receptor inhibition did not further reduce constriction compared to selective
ET, inhibition. ET-3 significantly contributes to pulmonary vasoconstriction by activating
the ETg at low concentration, and the ET, at high concentration. The increased inhibitory
effect of the ET antagonist in PAH suggests that the contribution of ETg to ET-3-induced
vasoconstriction is reduced. Although ET-3 is a potent pulmonary vasoconstrictor in PAH,

its potential pathophysiologic contribution remains uncertain.
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Glossary/Nomenclature

EEL

IEL

ET

ERA

MCT

PSS

= external elastic lamina

= internal elastic lamina

= endothelins

= ET receptor antagonists
= monocrotaline

= physiological salt solution
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1. Introduction

Endothelins are a family of three related peptides. Mammals, including humans, produce
three distinct isoforms of the ET peptide family, ET-1, ET-2 and ET-3, which may have
different profiles of biological activity on vascular and non-vascular tissues [11]. These
three isopeptides show different pharmacological profiles of pressor/vasoconstrictor
activities [11]. ET-3 differs from ET-1 by six amino acid substitutions. ET-3 is highly
expressed in the brain, but is also present in the gut, pancreas, liver, kidneys and lungs.
Two receptor subtypes for ET have been identified in mammals. The ET4 recognizes ET-1
with high affinity and ET-3 with low affinity [2]. The ETg recognizes the different ET with
similar and high affinity [20].

Among the known physiological properties of ET-3 is its interaction with ETg that
is crucial for the development of melanocytes [1]. Moreover, the expression of ET-3 by the
mesenchymal cells of the colon is necessary for successful development of the distal enteric
nervous system [3,10]. Elevated plasma ET-3 levels have been demonstrated in patients
undergoing haemodialysis [23], in patients with cirrhosis [24] and glomerulonephritis [25].

The ET system is activated in pulmonary arterial hypertension (PAH) [14] and ET
receptor antagonists (ERA) have demonstrated their effectiveness and have been approved
for the therapy of this condition [9]. A recent study by Montani et al. has demonstrated for
the first time that ET-3 plasma concentration decreased in patients suffering from PAH
with various ethiology and that these levels correlated with clinical parameters of severity
of PAH. Moreover, they have demonstrated that the ratio ET-1/ET-3 might bring more

information than the measurement of ET-1 alone [17]. Although the deleterious effects of
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ET-1 on the pulmonary circulation are well established, only few studies have focused on
ET-3 in PAH. Therefore, the purpose of this study was to evaluate the potential implication
of ET-3 in MCT-induced PAH and evaluate the roles of ET4 and ETg on ET-3-induced
pulmonary vascular reactivity. We have: 1) measured ET-3 levels in both plasma and whole
lung tissue homogenates; 2) investigated ET-3 localization in pulmonary vessels using
confocal imaging; 3) measured gene expression of preproET-3 in pulmonary resistance
arteries; 4) evaluated the roles of ETo and ETg in ET-3-induced vasoconstriction of

pulmonary resistance arteries.
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2. Experimental/Materials and methods

The investigation conforms with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised
1996). This study was approved by the Animal Research Committee of the Montreal Heart
Institute and conducted according to the guidelines from the Canadian Council of Animal

Care.

2.1.  Monocrotaline-induced PAH

Male Wistar rats weighting between 300 and 350 g received an intraperitoneal (IP)
injection of either 0.5 ml 0.9% saline or 0.5 ml 60 mg/kg monocrotaline (MCT) [6,12,19].
Five weeks later, rats were anesthetized for hemodynamic measurements as previously
described in detail [15]. Briefly, the right jugular vein and right carotid artery were isolated,
incised and cannulated with Millar catheters to measure central venous, right ventricular,
systemic arterial and left ventricular pressures. The right inferior lobe was then snap frozen
for either confocal imaging or ET-3 quantification. The pulmonary resistance arteries were

harvested for vascular reactivity or snap frozen for RNA extraction.

2.2.  ET-3 levels

Plasma and pulmonary tissue homogenate samples were passed on Sep-Pak C;g columns
(Waters, Milford, MA, USA) before determination of ET-3 levels by ELISA according to
the manufacturer’s instructions (Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd, Gunma, Japan).

The ET-3 antibody used was directed primarily towards ET-3 with 7.5% cross-reactivity
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with ET-1. Cross-reactivity for ET-1 (1-31) and ET-2 (1-31) were 0.1% each. The intra and

interassay coefficient was 7.1% and 3.4% respectively.

2.3.  Quantification of gene expression of preproET-3 by real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from small intralobar pulmonary arteries from the pulmonary
right inferior lobe using an RNeasy mini-kit (Qiagen Inc, Mississauga, ON, Canada). The
reverse transcriptase reaction contained 5 ng/uL total RNA (each sample), M-MLV reverse
transcriptase (800 U, Invitrogen, Burlington, ON, Canada), RNAseOUT (40 U, Invitrogen,
Burlington, ON, Canada), anti-sens primer (4 pM, Invitrogen, Burlington, ON, Canada),
dNTPs (0.5 mmol/l, MBI Fermentas, Burlington, ON, Canada), and supplied optimal
buffers. The reaction protocol consisted of 3 successive incubation steps: 1) 25°C for 10
minutes; 2) 37°C for 50 minutes; and 3) 70°C for 15 minutes. RT-PCR was performed with
1 ng of cDNA template containing the appropriate primer concentration; preproET-3 (300
nmol/l) and SYBR Green PCR master mix (Applied BioSystems, Foster City, California,
USA). Primers for each gene were obtained from distinct exons that spanned an intron by
using the Ensembl Genome Browser program (http://www.ensembl.org). The sequence
specificity of each primer was verified with the Blast program derived from the National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The primers used

were as follows:
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Rat preproET-3 Forward 5’GGGACCAGGAGGAAAAGAGGGTGY
Reverse 5’ACTGGGAACTTTCTGGAACTGG-3’
Rat cyclophiline A Forward S’AGGTCCTGGCATCTTGTCY’
Reverse S’TGATCTTCTTGCTGGTCT3’

For each primer set, the PCR conditions were optimized to obtain only the specific
product with an efficiency calculated from dilution curves of between 95-105%. Each
sample was measured in duplicate and each plate contained negative and positive controls.
PCR product was purified, sequenced and confirmed to be the gene of interest.
Cyclophiline A was chosen as the house keeping gene which did not change with MCT

treatment.

2.4.  ET-3 staining in small pulmonary arteries

Immunofluorescence and confocal imaging were performed as recently described in detail
[15]. Briefly the lungs were oriented to cross-section the arteries of interest and 8 pmol/l
cryocuts were performed. ET-3 antibody (1/200, rabbit, Phoenix Pharmaceuticals, Belmont,
California, USA) was incubated with alpha smooth muscle actin antibody (1/200, mouse,
Sigma, St-Louis, Missouri, USA). Anti-rabbit Alexa 555 antibody (1/800, donkey,
Molecular Probes, Burlington, ON, Canada) and anti-mouse Alexa 647 antibody (1/800,
donkey, Molecular Probes, Burlington, ON, Canada) antibodies were diluted in their

respective antibody diluents and applied. In order to identify the limits of the media and of
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the endothelium we used the internal elastic lamina (IEL) and external elastic lamina (EEL)

auto-fluorescence.

2.5.  Confocal imaging and deconvolution

Slides were analyzed using a Zeiss LSM 510 confocal microscope. We used a plan Apo-
Chromat 63x/1.4 oil DIC objectif. HeNel (543 nm) and HeNe2 (633 nm) lasers were used
for excitation of the anti-rabbit Alexa 555 and anti-mouse Alexa 647 antibodies
respectively. IEL and EEL auto fluorescence was obtained with the Argon laser line (488
nm) and collected between 505 and 530 nm. Z-stacks of each tissues were performed and
images were taken at every 0.8 umol/l (top to bottom) in order to respect the Nyquist
criteria in z-sampling. Z-stacks were deconvolved using the Maximum Likelihood
Estimation (MLE) algorithm of the Huygens Pro software (version 2.4.1, Scientific Volume
Imaging). Transparent projections (in face view) were applied to each z-stack using the

Projection tool of the LSM 510 software.

2.6.  Vascular reactivity studies

Experiments were conducted on fifth generation pulmonary arteries of 1 to 2 mm long and
150 to 200 um diameters using a micro-vascular myograph. Approximately five to six
arteries were harvested from each animal. Only one reactivity protocol per artery coming
from different animals was undertaken such that for each stimulation protocol, the number
of arteries corresponds to the number of different animal studied. They were set up on a

myograph with a resting tension of 80 to 100 mg and bathed in a physiological salt solution
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(PSS) containing the following composition (mmol/l): NaCl 119; KCl 4.7; KH,PO4 1.18;

MgSO4 1.17; NaHCO; 1.17; CaCl, 1.16; EDTA 0.023; glucose 10. The arteries were
equilibrated for 30 min at 37°C in PSS and bubbled with 5% CO,, 12% O, and balance in
N,.  For each vessel, the integrity of the endothelium was determined by testing
endothelium-dependent vaso-relaxation to acetylcholine (100 pmol/l). The general
contractile capacities of pulmonary arteries from both groups were evaluated with: a high
potassium solution (127 mM), a concentration response curve to ET-3 and ET-1 (0.1 nmol/I
to 0.3 umol/l) in both absolute values (mg of tension) and as percentage of the maximal
vasoconstriction (127 mM KCIl). The ET-3 concentration-response curve was assessed in
the presence and absence of an ET, antagonist (A-147627, 10 nmol/l, ETA:ETg ~1800:1),
an ETg antagonist (A-192621, 1 pmol/l, ETA:ETg ~1:1400) or the combination of both
antagonists. The concentrations of antagonists that were used in these experiments were

based on previous experiments [21].

2.7.  Drugs

The MCT was purchased from Sigma Chemical Co. (St-Louis, Missouri, USA). The MCT
was dissolved in 1.0N HCI, and the pH was adjusted to 7.4 with 1.0N NaOH. ET-3 was
purchased from American Peptide (Sunnyvale, California, USA). The ET4-R antagonist A-
147627 and ETg-R antagonist A-192621 were kindly provided by Abbott Laboratories

(USA).
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2.8.  Statistical analysis

All values are expressed as mean+SEM. For each pharmacological condition on each
isolated artery, the isometric recording of the concentration-response curves were fitted
using a S-parameter logistic fit to determine the maximal responses as well as the ECs
values. At the end of the protocol, the maximal vasoconstriction was determined by
changing the PSS with a high potassium solution (127 mmol/l KCI). ET-3 induced
vasoconstrictions are expressed as a percentage of the maximal response. The differences
between groups were evaluated with an unpaired student ¢ test. Statistical significance was

assumed when P<0.05.

3. Results

3.1.  Effect of MCT treatment

Five weeks following the injection of MCT, the animals developed severe PAH as
evidenced by higher right ventricular systolic pressure (773 mmHg, n=58, vs. 26+1
mmHg, n=74, P<0.001) and the presence of right ventricular hypertrophy as measured from

the ratio of right over left ventricular weight (0.64+0.013 vs. 0.27+0.004, P<0.001).

3.2.  ET-3 levels

As shown in Fig. 1A, plasma ET-3 levels tended to increase in PAH rats (0.96+0.09 pg/ml,
n=20, P=0.0549) when compared to sham rats (0.81+0.09 pg/ml, n=19). We found an
increase ET-1/ET-3 plasma ratio between sham (4.09+0.34, Mean+SEM) and MCT rats

(6.16£0.72, P<0.05).There were no correlation between ET-3 levels and the severity of
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pulmonary hypertension (R* = 0.01, P=0.65) or with right ventricular hypertrophy (R* =

0.08, P=0.24). Figure 1B shows that ET-3 pulmonary tissue levels were significantly
reduced in PAH (0.31£0.04 pmol/l/mg of protein, n=20, P<0.05) when compared to sham

rats (0.4340.04 pmol/l/mg of protein, n=19).

3.3.  Quantification of gene expression of preproET-3 in pulmonary resistance arteries
The preproET-3 mRNA levels in pulmonary resistance arteries were reduced in PAH

(0.82+0.10 dRn, P<0.05) compared to sham animals (1.20+0.10 dRn; Fig. 1C).

3.4.  Immunofluorescence of ET receptors in small pulmonary arteries

Examples of composite Z-stack images obtained with the ET-3 and alpha smooth muscle
actin antibodies are shown in Fig. 2. Auto-fluorescence of the IEL and EEL enables easy
delineation of the endothelium. ET-3 immunostaining is only evident in the media of

pulmonary resistance arteries from both sham (Fig. 2A) and PAH rats (Fig. 2B).

3.5.  Vascular reactivity studies

The maximal depolarization induced by a high K solution was significantly reduced in
MCT rats (27916 mg, P<0.01) when compared to sham rats (377£20 mg). Similarly, the
response induced by ET-3 and ET-1 was also significantly reduced in MCT rats (223+10
mg, P<0.001, 350+10 mg, P<0.001) when compared to sham rats (406+14 mg, 560+8 mg).
However, when expressed as the percentage of the maximal vasoconstriction induced by

high K", the vasoconstriction induced by ET-3 is preserved in MCT rats (Ep.x 68+2%, ECsg
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3349 nmol/l, Fig. 3B) when compared to sham rats (En.x 77+1%, ECsy 21£7 nmol/l, Fig

3A). In sham animals, the ET, antagonist greatly reduced the maximal response to ET-3
(Emax 46£2%, P<0.001, ECsy 41429 nmol/l), while the ETy antagonist shifted the ECs,
without affecting Enax (Emax 68+2%, ECsy 59+£16 nmol/l, P<0.05). The combination of both
antagonists, to achieve dual ET receptor blockade, completely abolished ET-3-induced
vasoconstriction (P<0.001). In PAH, the effect of ET4 inhibition was increased, with a
marked reduction of the maximal response and a shift of the ECsy (Epax 23+2%, P<0.001,
ECsp 104£24 nmol/l, P<0.05). In arteries isolated from PAH animals, inhibition of ETg
only shifted the ECsy without affecting the maximal response (Epax 52+3%, ECsy 123£36
nmol/l, P<0.05). However, dual ET receptor blockade did not further reduce constriction

compared to ET inhibition alone (En.x 23+£7%, P<0.001, ECso 3621 nmol/l).



186

4. Discussion

Among the isoforms of ET, ET-1 is generally considered the most important in the
pathogenesis of PAH. Although the predominant ET isoform in the lungs is ET-1, there is
also evidence of ET-3 expression, while that of ET-2 is non-detectable [7]. Both ET-1 and
ET-3 induce constriction of pulmonary resistance arteries from humans and rats
preparations [2] and both are able to stimulate lung fibroblasts [18]. These previous data
would suggest the ET-3 as well as ET-1 could be implicated in the development of PAH.
The interactions of ET-3 with ET receptors and their modification in the MCT model of
PAH have never been evaluated. We therefore studied the implication of ET-3 in this
model of PAH.

Following MCT treatment, there is a slight non-significant increase in ET-3 plasma
levels when compared to controls while pulmonary tissue levels are reduced, suggesting
that the increased plasma levels may not originate from the lungs. This is supported by our
finding of a reduction in preproET-3 mRNA levels in pulmonary resistance vessels of MCT
rats. Miyauchi et al. [16] have demonstrated that following MCT treatment, ET-1 levels are
increased in plasma while they are reduced in the lungs. They suggested that the increase in
plasma levels may originate from other organ such as the kidney and the heart. We would
like to propose likewise, that the increase plasma levels of ET-3 may originate from other
organs. This may be associated with a reduced clearance of ET-3 from the plasma, as we
demonstrated that pulmonary ET clearance is reduced in this model of PAH [6]. Previous
studies have shown that porcine aortic endothelial cells do not produce ET-3 [4]. Our

results using confocal imaging are in agreement and demonstrate that ET-3 is mainly
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localized in the smooth muscle layer of pulmonary resistance arteries of both control and
MCT rats. Therefore, ET-3 is likely produced by a specific endothelin converting enzyme

localized in the smooth muscle cells [8] and exerts its effects locally.

Here, we demonstrate that the overall reactivity of pulmonary resistance arteries is
reduced in PAH as evidenced by a reduced response to maximal depolarization by a high
K" solution. As illustrated in Figure 2, with the alpha smooth muscle staining (blue),
pulmonary arteries from MCT treated rats undergo an important remodeling process, which
leads to a thicker media and therefore could potentially explain the reduced overall
reactivity of pulmonary arteries. However, the vasoconstriction induced by ET-3 (when
expressed as a percentage of the maximal vasoconstrictive capacity of the artery) is
preserved in MCT rats. We also evaluated the contribution of ET, and ETg during ET-3-
induced constriction of pulmonary vessels. In sham rats, the ETg antagonist reduced the
sensitivity to ET-3 without affecting the maximal response. These results suggest that at
low concentration ET-3 preferentially binds to ETg. The ET, antagonist however, greatly
reduced the maximal response without modifying the sensitivity to ET-3 suggesting that at
high concentration ET-3 is able to bind to ETA. Not surprisingly, the combination of both
antagonists completely abolished the ET-3 induced pulmonary vasoconstriction. This is
different from ET-1 induced vasoconstriction, which is entirely dependent on interactions
between both receptor subtypes since the use of either the selective ET, antagonist or the
ETg antagonist alone and at similar concentrations, had no significant effect on the ET-1
response [21]. This difference may be the result of a greater affinity of the ETg receptor for

ET-3. In PAH, the ET, antagonist was able to reduce ET-3-induced contraction that was
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comparable to the combination of both antagonists, suggesting a reduction of the ETp-
dependent effect. In agreement, we previously reported that the balance of ETg to ET,
receptors was altered in MCT rats, with a trend toward a lower percentage of ETg when
compared to control rats [12]. Thus, the increased inhibitory effect of the ET, antagonist in
PAH could partially be ascribed to the reduced expression of ETg, revealing a predominant
role of ETA in ET-3-induced pulmonary vasoconstriction. Others such as McCullogh et al.
have previously evaluated ET-3-induced pulmonary vasoconstriction in PAH rats induced
by chronic hypoxia [13]. Similarly, they found no modification of the ET-3 induced
vasoconstriction of pulmonary arteries following chronic hypoxia. Moreover, Shi et al.
have also evaluated ET-3-induced pulmonary vasoconstriction in the post-obstructive
pulmonary vasculopathy model using explanted lung tissues [22].  Although the
methodological approach was substantially different, they found an increase ET-3-induced
pulmonary vasoconstriction in their model that was associated with a probable reduction in
ETjg receptor-mediated effects.

Although it is well accepted that activation of the endothelin system contributes to
the pathophysiology of PAH, the possible role of ET-3 in this pathologic process is
currently unknown. Increased plasma levels of ET-1 are detected in patients with various
forms of PAH [14] and in various experimental models [12,16] and, based on the
effectiveness of ET receptor antagonists it is generally accepted that ET-1 contributes to the
disease process. However, few studies have evaluated ET-3 levels in human PH. In
patients with valvular heart disease and PH, ET-3 levels, like in the current study, were not

elevated [5]. In a recent study, Montani et al. measured plasma ET-3 levels in 33 PAH
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subjects in comparison to 9 controls. They found that plasma ET-3 levels were
significantly reduced and interestingly, that increased ET-1/ET-3 ratio seemed to be a
prognostic factor in human PAH [17]. The current pre-clinical study further demonstrates
the complex interplay between endothelin isoforms and their receptors in normal and
disease states. The exact role of ET-3 and its modifications in various forms of PH will

require further experimentation.

S. Conclusion

This study demonstrates a potential implication of another member of the ET family in
PAH. In physiological conditions, we have demonstrated that at low concentration ET-3
preferentially binds to ETg, although at high concentration it can also bind ETa.
Combination of both ET, and ETg antagonists is necessary to completely abolish ET-3-
induced pulmonary vasoconstriction. Following MCT treatment and the development of
PAH, the use of the ET, antagonist by itself is sufficient to reduce the ET-3-dependent
response as efficiently as the combination of both antagonists. Our results demonstrate that
although ET-3 is a potent pulmonary vasoconstrictor in PAH, its potential pathophysiologic

contribution remains uncertain.

6. Limitation of this study
As usual, the salient findings of this pre-clinical study cannot be readily extrapolated to
human PAH, as this animal model may not reproduce the pathologic modifications of

pulmonary vessels found in the various forms of human PAH.
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Figure legends

Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

ET-3 levels. A. Arterial plasma ET-3 levels in sham (n=19) and MCT rats
(n=20). B. Pulmonary ET-3 levels in sham (n=19) and MCT rats (n=20) C.
PreproET-3 gene expression in pulmonary resistance arteries normalized with

cyclophiline A. Values are expressed as relative quantity (dRn). # P<0.05.

Immunofluorescence. Confocal imaging representing the distribution of ET-3
in transverse 8 pmol/l-thick sections of small pulmonary arteries of both sham
(A) and MCT rats (B). The images represent examples of composite Z-stacks
that were deconvolved and projected with the LSM 510 software. The first
row of figures (from left to right) displays the fluorescence of ET-3 (in red)
and both the IEL and EEL (in green) which enables easy demarcation of the
endothelium from the media. The second row displays the fluorescence of
smooth muscle actin (in blue), which is limited to the media. The third row
represents the co-localization of ET-3 and smooth muscle actin. The bar/scale

represents 20 pm.

Vasoreactivity studies. Endothelin-3 induced pulmonary vasoconstriction in
both sham (A) and MCT treated rats (B) in the presence of an ET, antagonist
(open circles, 10 nmol/l) an ETB antagonist (open triangle, 1 pmol/l) and the

combination of both (filled diamond). n=6-8/group. Values are mean+=SEM.
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ET-3 induced vasoconstrictions are expressed as a percentage of the maximal

response.* P<0.001.
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Figure 2
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5 Discussion

Plusieurs données expérimentales et cliniques ont confirmé I’activation et la
contribution persistante de I’ET-1 dans le développement et le maintien de I"'HTAP.
L’utilisation d’antagonistes sélectif ET5 ou double ETA/ETg dans le traitement de cette
pathologie demeure toujours un important sujet de débat. Néanmoins, des antagonistes
sélectifs ET, (sitaxsentan et ambrisentan) et double ETA/ETg (bosentan) sont dorénavant
approuvés pour le traitement de cette maladie offrant désormais plusieurs alternatives
thérapeutiques aux cliniciens. Nous croyons qu’une meilleure compréhension des rdles
joués par les récepteurs ET et ETp au niveau des artéres de résistance pulmonaires ainsi
que des modifications locales de la pharmacologie du systéme ET induites par ’'HTAP
pourrait permettre d’optimiser les approches thérapeutiques de cette pathologie. Les trois
¢tudes présentées dans cette thése de doctorat ont été élaborées et réalisées dans le but de

tenter de répondre au grand débat concernant 1’utilisation des antagonistes des récepteurs a

I’ET.

5.1 Antagoniste sélectif ET, ou double ET,/ETg?

Plusieurs études précliniques ont démontré 1’existence d’une interaction
fonctionnelle entre les récepteurs ETo et ETg nécessitant 1’utilisation d’un antagoniste
double ou d’une combinaison d’antagonistes sélectifs ET, et ETg afin de réduire la
contraction induite par I’ET-1. Clozel et al ont montré que I’inhibition sélective du
récepteur ET4 avec le BQ-123 était insuffisante pour supprimer la constriction de la trachée
induite par ’ET-1 car le récepteur ETg était alors en mesure de prendre la releve (Clozel et
al., 1995). Des résultats similaires ont été obtenus au niveau des bronches humaines
(Fukuroda et al., 1996;Hay et al., 1998) et de moutons (Henry et al., 1999). Dans une
récente publication, nous avons également démontré I’existence d’une interaction entre les
récepteurs ETA et ETg nécessitant le blocage simultané des deux récepteurs afin de réduire

la vasoconstriction d’artéres de résistance pulmonaires de rats induite par I’ET-1
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(Sauvageau et al., 2007). Deux explications de ces résultats nous semblent envisageables,
I’existence d’une régulation croisée (cross-talk) entre la signalisation intracellulaire activés

par les deux sous-types de récepteur ou la dimérisation des récepteurs ET, et ETg (Figure

21).

[ 1 Reégulation croisée [ 1 Dimérisation

| Vasoconstriction | Vasoconstriction

Figure 21. Schématisation des concepts de régulation croisée et de dimérisation des

récepteurs ETx et ETp

5.1.1Est-ce que les hétérodimeéres ET,/ETy existent?

Bien que les récepteurs ET4 et ETg partagent 59% d’homologie, les deux types de
récepteur différent au niveau de leur couplage aux protéines G, de leur mode
d’internalisation et de leur transit intracellulaire. Ainsi, le récepteur ETA peut stimuler les
protéines G des familles Gy/11 et Giy13 alors que le récepteur ETg active principalement les

protéines G des familles G; et G¢/11 (Cramer et al., 2001;Eguchi et al., 1993). La possibilité
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de couplage entre le récepteur ETg et la protéine Gjy3 demeure toujours un sujet de
controverse et pourrait en fait dépendre du niveau d’expression des récepteurs et du type de
cellules étudié. L’existence d’une régulation croisée entre la signalisation intracellulaire
activée par les récepteurs ETo et ETg a été suggérée dans le passé par différents
investigateurs (Fukuroda et al., 1994c;Fukuroda et al., 1996;Mickley et al., 1997). Pourtant,
aucune ¢étude n’a a ce jour tent¢é de mieux caractériser les mécanismes intracellulaires
activés par ces deux types de récepteur. Ainsi, afin d’évaluer la possibilité d’une régulation
croisée entre la signalisation intracellulaire activée par les récepteurs ETA et ETg, il serait
intéressant de comparer les intermédiaires intracellulaires activés par les récepteurs ET, et
ETg lorsque ceux-ci sont exprimés seuls dans des cellules musculaires lisses aux
intermédiaires intracellulaires activés lorsque les deux types de récepteur sont co-exprimés.
De cette facon il serait possible de vérifier s’il existe une convergence entre les modes de
signalisation intracellulaire activés par les deux types de récepteur. Toutefois, s’il existait
une régulation croisée entre la signalisation intracellulaire activée par les deux types de
récepteur alors 1’utilisation d’antisens spécifiques contre 1’un ou I’autre des deux récepteurs
n’aurait pas entrainé de modifications de la vasoconstrictrice pulmonaire a I’ET-1. En effet,
le récepteur non-ciblé par I’antisens aurait ét¢ en mesure d’activer a lui seul la voie de
signalisation intracellulaire et ainsi induire la vasoconstriction pulmonaire induite par I’ET-
1. Pourtant, nous avons démontré dans la deuxiéme étude que I’utilisation de I’antisens
dirigé contre le récepteur ET4 a induit une augmentation de la vasoconstriction pulmonaire
a I’ET-1 alors que I’utilisation de I’antisens dirigé contre le récepteur ETg a plutot favorisé
une réduction de cette réponse. Les résultats de cette étude suggerent qu’il est peu probable
que la nécessité¢ de bloquer simultanément les récepteurs ETa et ETg afin de réduire la
vasoconstriction pulmonaire induite par ’ET-1 soit la conséquence d’une régulation croisée

entre la signalisation intracellulaire activée par les deux sous-types de récepteurs.

La dimérisation des récepteurs ET, et ETg pourrait expliquer la nécessité de bloquer
simultanément les deux récepteurs afin de réduire les effets induits par I’ET-1. En effet, le
blocage sélectif d’un seul des deux récepteurs de I’hétérodimére pourrait toujours induire la

réponse vasoconstrictrice a I’ET-1 puisque le récepteur qui n’est pas ciblé par I’antagoniste
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pourrait activer la signalisation intracellulaire (figure 21). La premiére démonstration de
I’existence de dimeres fonctionnels ETA/ETg provient d’une étude réalisée au niveau de
I’hypophyse antérieure de rats. Dans cette étude, Harada et ses collaborateurs ont proposé
que I’ET-1 entrainait la formation d’un hétérodimére ETA/ETg en se liant a la portion N-
terminale du récepteur ET, et a la portion C-terminale du récepteur ETg (Harada et al.,
2002). Quelques années plus tard, le groupe de recherche de Gregan a démontré, a 1’aide
d’études de co-immunoprécipitation et de FRET, que les récepteurs ETA et ETg formaient
des diméres dans les cellules HEK293 (Gregan et al., 2004). Plus récemment, Walker et ses
collaborateurs ont confirmé que les récepteurs ET5 et ETg pouvaient former des dimeéres
dans les cellules HEK293 en plus de démontrer que I’hétérodimérisation de ces deux
récepteurs induisait une augmentation soutenue des concentrations de Ca>" intracellulaire
qui ne pouvait étre inhibée que par 1’utilisation d’'une combinaison d’antagonistes sélectifs
ETA et ETg (Evans et al., 2008a). Cependant, il est important de mentionner que les
différentes techniques utilisées par ces divers groupes de recherche présentent quelques
limitations. En effet, ces études ont été réalisées a 1’aide de cellules n’exprimant pas les
deux types de récepteur de facon endogene. La co-expression artificielle de récepteurs qui
ne sont pas co-exprimé€s in vivo pourrait mener a des conclusions erronées. De plus, les
niveaux ¢levés d’expression de la plupart de ces systémes peuvent entrainer la formation
d’interactions artéfactuelles. D’autre part, puisque pour les études de FRET le transfert
d’énergie se réalise sur une courte distance, les signaux générés par cette technique ne
permettent pas d’affirmer avec certitude que les deux protéines interagissent physiquement
et forment des dimeres. Puisque la majorité des études qui ont évalué la dimérisation des
récepteurs ET ont été réalisées a I’aide de systémes d’expression hétérologue ceci souléve

la question fondamentale a savoir si les diméres existent in vivo.

A ce jour, aucune étude n’avait encore évalué la possibilité de la présence de
dimeres ETA/ETp au niveau de la circulation pulmonaire. Pourtant cette dimérisation
pourrait avoir d’importantes répercussions pharmacologiques. Les résultats des études de
co-immunoprécipitation présentés dans notre deuxieéme étude suggerent que les récepteurs

ET, et ETg peuvent former des diméres au niveau des artéres de résistance pulmonaires.
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Bien que nous ne répondions pas directement a la question a savoir si les diméres existent
in vivo, nous avons du moins démontré que ceux-ci existaient ex vivo dans un tissu qui
exprime les deux types de récepteur de fagon endogene. Ainsi, la présence d’hétérodimeres
ETA/ETg au niveau des artéres de résistance pulmonaires nécessite le blocage des deux

types de récepteurs afin d’inhiber les effets délétéres induits par I’ET-1.

Bien que les diverses approches méthodologiques utilisées a ce jour pour évaluer la
dimérisation des récepteurs ET, et ETg soient discutables, les données expérimentales
suggerent fortement 1’existence de dimeres ETA/ETg. Toutefois, il n’existe encore aucune
technique biochimique (co-immunoprécipitation) ou biophysique (BRET et FRET) qui
puisse permettre d’affirmer avec certitude que les deux protéines interagissent
physiquement pour former des dimeres. Ainsi, il est indispensable de développer une
technique extrémement sensible afin d’observer les interactions protéine-protéine in vivo en
plus d’évaluer les effets de divers agonistes et antagonistes sur 1’état oligomérique des

dimeres.

5.1.1.1 Concept de dimérisation et utilisation d’antagonistes des récepteurs a ’ET

La dimérisation des récepteurs ETa et ETg pourrait affecter la réponse des artéres de
résistance pulmonaires aux antagonistes des récepteurs a ’ET. Nous avons donc réévalué
dans notre premicre étude les modifications locales de la pharmacologie du systéme ET au
niveau des artéres de résistance pulmonaires et évalué 1’efficacité d’antagonistes sélectifs et

double dans la vasoconstriction pulmonaire induite par ’ET-1.

Un résultat surprenant de cette étude est que 1’utilisation de I’antagoniste double
bosentan n’a eu aucun effet sur la vasoconstriction des artéres de résistance pulmonaires
induite par ’ET-1 en condition controle alors que son utilisation, en condition d’HTAP, a
complétement bloqué cette réponse. Il est difficile de concevoir que I’'utilisation d’un

antagoniste double bloquant simultanément les deux récepteurs responsables de la réponse
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vasoconstrictrice @ ’ET-1 n’ait eu aucun effet en condition controle. Des résultats
similaires ont toutefois été observés dans le passé. En effet, Angus et ses collaborateurs ont
démontré que bien que [Iutilisation du bosentan induisait une réduction de la
vasoconstriction des artéres de résistance mésentériques et de I’artére de la queue du rat,
elle ne pouvait bloquer la vasoconstriction des artéres pulmonaires (Angus et al., 2002). De
plus, McCullogh et al ont proposé que I’utilisation du bosentan entrainait une
potentialisation de la vasoconstriction pulmonaire induite par I’ET-1 chez des rats controles
(McCulloch et al., 1998). En condition d’HTAP, nous avons toutefois démontré que
I’utilisation du bosentan inhibait complétement la vasoconstriction des artéres de résistance
pulmonaires induite par I’ET-1. Deux hypothéses nous semblent possibles, une
modification du profil d’expression des récepteurs ET et ETg et/ou une modification de
I’état dimérique des récepteurs ET en condition d’HTAP. En effet, nous avons observé une
réduction de moitié des expressions génique et protéique du récepteur ETg en condition
d’HTAP. Ainsi, puisque le bosentan bloque 40 fois plus de récepteurs ETA que de
récepteurs ETg et qu’en condition d’HTAP les récepteurs ET, sont majoritairement
responsables de la contraction induite par I’ET-1, le bosentan est en mesure de réduire la
réponse vasoconstrictrice a I’ET-1. Cette hypothése est confortée par le fait qu’en condition
d’HTAP, I’antagoniste sélectif ET, est en mesure de réduire la vasoconstriction pulmonaire

a I’ET-1 alors qu’en condition controle il est inefficace.

La deuxiéme hypothése pouvant expliquer I’inefficacité du bosentan en condition
controle et I’efficacité de ce dernier en condition d’HTAP est la dimérisation des récepteurs
ETa et ETg. En effet, il est possible qu’en condition controle, 1’hétérodimérisation des
récepteurs ET, et ETg masque le site de liaison du bosentan (Figure 22). Le fait que
I’utilisation d’une combinaison d’antagonistes sélectif ET, et ETg ait ét¢ en mesure de
réduire la vasoconstriction des artéres de résistance pulmonaires induite par I’ET-1 semble
concorder avec cette hypothése (Sauvageau et al., 2007). Les antagonistes sélectifs ET4 et
ETg sont sans doute en mesure de se lier a leurs sites de liaison respectifs méme lorsqu’il y
a dimérisation des récepteurs ETA/ETg alors que le bosentan lui en est incapable. En

condition d’HTAP il existe sans doute une dissociation ou une réorientation spatiale du
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dimere ETA/ETg, pouvant étre possiblement lié¢ a la réduction de I’expression protéique du
récepteur ETp, permettant ainsi au bosentan de se lier a son site de liaison et de réduire la
vasoconstriction pulmonaire induite par I’ET-1 (Figure 22). Dans cette premicre étude nous
avons aussi évalué les effets du bosentan dans la circulation cérébrale de rats controles.
Nous avons démontré que le bosentan était en mesure d’inhiber complétement la
vasoconstriction de I’artére basilaire induite par IET-1. A TI’aide d’études
d’immunofluorescence en microscopie confocale, nous avons démontré dans notre
premiére étude que ’artére basilaire présentait peu de récepteurs ETg. Ainsi, I’efficacité du
bosentan a réduire la contraction basilaire induite par I’ET-1 pourrait étre expliquée soit par
le fait que la circulation cérébrale présente peu de récepteurs ETg en condition contrdle ou
par le fait que cette circulation posséde peu ou pas d’hétérodimeéres ETA/ETg. Néanmoins,

ces résultats suggerent que la circulation pulmonaire présente une pharmacologie unique.



207

[ 1 HTAP

[ 1 Controle ' '
o ©
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Cellule musculaire lisse
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Q Bosentan

Figure 22. Schématisation de I’hypothéese expliquant I’inefficacité du bosentan en condition

contrdle et son efficacité en condition ’HTAP
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5.1.2Role prédominant du récepteur ETy dans la réponse

vasoconstrictrice a PET-1

Plusieurs données expérimentales ont démontré 1’implication du récepteur ET, dans
la vasoconstriction et la prolifération cellulaire induites par ’ET-1. Par contre, le récepteur
ETg a longtemps été considéré comme un récepteur entrainant une vasodilatation du muscle
lisse par la relache endothéliale de NO et de PGI,. Pourtant, depuis un certain temps déja,
ce role vasodilatateur a été remis en question par plusieurs études qui suggerent son
implication dans les effets déléteres induits par ’ET-1. Ainsi, nous avons récemment
évalué, a I’aide d’antagonistes sélectifs, le role joué par les récepteurs ET, et ETg dans la
vasoconstriction des artéres de résistance pulmonaires de rats contrdles induite par I’ET-1
(Sauvageau et al., 2007). Nous avons démontré qu’il est nécessaire de bloquer
simultanément les récepteurs ET, et ETg afin de réduire la réponse vasoconstrictrice a
I’ET-1. Toutefois, une des limitations majeures de ’utilisation d’antagonistes sélectifs est
le fait que leur sélectivité¢ est dépendante de la concentration utilisée. Ainsi dans la
deuxiéme étude nous avons réévalu¢, a 1’aide d’un traitement antisens, le role joué par
chacun des récepteurs dans la vasoconstriction des artéres de résistance pulmonaires induite

par ’ET-1.

Dans cette étude nous avons démontré que les récepteurs ET et ETg sont tous deux
nécessaires pour induire la réponse vasoconstrictrice a I’ET-1. En effet, nous avons
démontré que I’utilisation d’un antisens dirigé contre le récepteur ETg entraine une perte de
sensibilité¢ vasculaire a I’ET-1 mais que le récepteur ET 4 est néanmoins toujours en mesure
d’induire une vasoconstriction maximale a ’ET-1. Ces résultats suggerent qu’il existe une
coopération entre les deux récepteurs dans 1’induction de la vasoconstriction pulmonaire a
I’ET-1, un phénoméne qui est couramment observé lorsqu’il y a hétérodimérisation des
RCPG (Jordan et al., 2000). De plus, nos résultats suggerent que le récepteur ET, limite la
vasoconstriction pulmonaire induite par la stimulation du récepteur ETg puisque nous
avons démontré que 1’utilisation d’un antisens dirigé contre le récepteur ET, augmente la

sensibilité vasculaire et la réponse vasoconstrictrice maximale a I’ET-1. Des résultats
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similaires ont été observés dans le passé par le groupe de McCullogh qui avait alors aussi
suggéré D’existence d’un récepteur ET, inhibiteur au niveau des artéres de résistance
pulmonaires qui inhiberait la stimulation du récepteur ETg par ’ET-1 (McCulloch et al.,
1995). De plus, une étude réalisée par le groupe de D’Orléans-Juste a démontré que
I’utilisation d’un antagoniste sélectif ET 4, le BQ-123, entrainait une réduction de la relache
de PGI, induite par I’ET-1 au niveau du poumon isolé de rat (D'Orleans-Juste et al., 1992).
Ces résultats suggerent que le récepteur ET, serait en mesure d’induire la relache de
prostanoides et donc que sa répression élimine cette portion vasodilatatrice et favorise ainsi
une potentialisation de la réponse vasoconstrictrice a I’ET-1. Puisque le récepteur ETa
exerce un effet inhibiteur sur le récepteur ETg et que ce dernier, en absence de 1’influence
inhibitrice du récepteur ET,, induit une augmentation de la vasoconstriction maximale et
de la sensibilit¢ vasculaire a I’ET-1, nous croyons qu’il est essentiel de bloquer
simultanément les récepteurs ET, et ETg afin de réduire la vasoconstriction pulmonaire
induite par I’ET-1. Cette étude démontre I’importance fonctionnelle du récepteur ETj et le
role prédominant de ce dernier dans la vasoconstriction des artéres de résistance

pulmonaires induite par I’ET-1.

Il est donc évident que les effets observés avec 1’utilisation d’antisens spécifiques
sont tres différents de ceux obtenus avec 1’utilisation d’antagonistes sélectifs ET, et ETg.
Ces résultats divergents pourraient selon nous s’expliquer par la modulation du nombre de
diméres présents sur la cellule musculaire lisse. Nous croyons que 1’utilisation
d’antagonistes sélectifs n’entraine pas de modification du nombre d’hétérodimeéres
ETA/ETg présents sur la cellule musculaire lisse pulmonaire. Ainsi, la dimérisation des
récepteurs a I’ET ferait en sorte que le blocage d’un seul des deux récepteurs pourrait
permettre a ’ET-1 d’induire ses effets par le biais de I’autre récepteur non-ciblé par
I’antagoniste (figure 21). Cette hypothése pourrait expliquer la nécessité de bloquer
simultanément les deux récepteurs afin de réduire la contraction induite par I’ET-1. En
revanche, I’utilisation d’antisens spécifiques entraine une réduction de 1’expression
protéique de 1’'un ou I’autre des récepteurs et ainsi favorise une diminution du nombre

d’hétérodimeres ETA/ETg présents sur les cellules musculaires lisses pulmonaires. En
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absence du récepteur ETg, il existerait beaucoup plus de monomeres du récepteur ET, que
de dimeres ETA/ETs et vice versa (figure 23). Ainsi, la réduction du nombre
d’hétérodimeres ETA/ETg expliquerait la capacit¢ de chacun des antisens a réguler la

réponse vasoconstrictrice a ’ET-1.
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[ 1 Effetd'un antagoniste [ 1 Effet dun antisens

Cellule musculaire lisse

O ETA . Antagoniste sélectif ETs ) Antisens spécifique ETg

Figure 23 Schématisation de la modulation de 1’état dimérique des récepteurs ETx et ETg

en présence d’un antagoniste ou d’un antisens
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5.1.3Endothéline-3 et hypertension artérielle pulmonaire

La famille ET est composée de trois membres cependant, la majorité des études
réalisées a ce jour ont porté leur attention sur 1’évaluation des effets physiologiques et
pathophysiologiques de I’ET-1. Pourtant, plusieurs études ont démontré que I’ET-3 était
impliquée dans le développement de certaines pathologies telles que la cirrhose du foie
(Tsai et al., 1995) et I’insuffisance rénale (Wolf et al., 1998). Ainsi dans la troisiéme étude,
nous avons voulu évaluer les effets de ’ET-3 sur la circulation pulmonaire en condition

contrdle et en condition d’HTAP induite par I’administration de MCT.

La majorité des études réalisées dans le passé ont suggéré que I’ET-3 était un agoniste
spécifique du récepteur ETg tout comme la sarafotoxine 6¢. Les résultats de notre étude
démontrent que I’ET-3 se lie effectivement de facon préférentielle au récepteur ETg mais
qu’a de fortes concentrations, I’ET-3 peut aussi entrainer ’activation du récepteur ET4. 11
est important de noter que les résultats obtenus avec I’ET-3 différent de ceux obtenus avec
I’ET-1. En effet, nous avons démontré qu’en condition controle, [’'utilisation d’un
antagoniste sélectif ETo, ou d’un antagoniste sélectif ETg n’avait aucun effet sur la
vasoconstriction pulmonaire induite par I’ET-1. Ces résultats suggerent que la réponse
induite par ’ET-1 est enticrement dépendante d’interactions entre les deux sous-types de
récepteur. Deux hypothéses nous semblent possibles, une plus grande affinité de I’ET-3
pour le récepteur ETg et/ou une modification de 1’état dimérique des récepteurs ET suite a
la liaison de I’ET-3. Puisque I’ET-3 possede une plus grande affinité pour le récepteur ETjp,
cette derni¢re se lie de facon préférentielle a ce récepteur expliquant ainsi pourquoi
I’utilisation d’un antagoniste sélectif ETg est en mesure de réduire la sensibilité vasculaire a
I’ET-3. Toutefois, puisqu’a forte concentration I’ET-3 peut aussi se lier au récepteur ETa,
’utilisation d’un antagoniste sélectif ET, est en mesure de réduire la vasoconstriction
pulmonaire maximale induite par I’ET-3. La deuxiéme hypothése expliquant possiblement
la capacité de chacun des deux antagonistes sélectifs a réduire la réponse vasoconstrictrice
a I’ET-3 est la modification de I’état dimérique des récepteurs ETA/ETg suite a la liaison de

I’ET-3. En effet, certains investigateurs ont proposé¢ que l’incubation avec un agoniste
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sélectif ETp tel la sarafotoxine 6¢ entrainait la dissociation du dimére ETA/ETg exprimé par
des cellules HEK293 (Gregan et al., 2004). Ainsi, il est possible que la liaison de I’ET-3 au
récepteur ETp entrainerait la dissociation ou la réorganisation spatiale du dimeére ETA/ETg
nous permettant ainsi d’évaluer les contributions individuelles des récepteurs ET, et ETg
dans la vasoconstriction pulmonaire a I’ET-3. Néanmoins, cette étude révele qu’il est
nécessaire, en condition contrdle, de bloquer simultanément les récepteurs ET, et ETg afin
d’inhiber complétement la vasoconstriction des artéres de résistance pulmonaires induite

par I’ET-3.

En condition d’HTAP, I’utilisation de I’antagoniste sélectif ET, s’est avérée aussi
efficace que la combinaison des deux antagonistes sélectifs dans la réduction de la réponse
vasoconstrictrice a I’ET-3. La réduction de I’expression protéique du récepteur ETg
démontrée dans notre premicre étude pourrait potentiellement expliquer 1’augmentation de
I’efficacité de 1’antagoniste ET» en condition d’HTAP. Nous ne sommes pas les premiers a
avoir tenté¢ d’évaluer I'implication de I’ET-3 dans le développement et le maintien de
I’HTAP. En effet, Shi et ses collaborateurs ont évalué la vasoconstriction induite par ’ET-3
dans un modele de pathologie vasculaire post-obstructive (Shi et al., 1997). Dans ce
modele, ils ont observé une augmentation de la vasoconstriction ET-3 dépendante et ont
proposé que cette augmentation était probablement la conséquence d’une réduction de la
contribution du récepteur ETg. De plus, Montani et ses collaborateurs ont dosé les niveaux
plasmatiques d’ET-3 chez 33 patients souffrant d’HTAP de diverses étiologies (Montani et
al., 2007). Dans cette étude, ils ont observé une augmentation du ratio ET-1/ET-3 et ont
proposé que ce ratio serait un meilleur indicateur de pronostic que la mesure seule des
niveaux d’ET-1 chez les patients souffrant d’HTAP. Dans notre étude, nous avons aussi
observé une augmentation du ratio plasmatique ET-1/ET-3 en condition d’HTAP toutefois,
nous n’avons pu démontrer une corrélation positive entre ce ratio et les parametres

hémodynamiques d’HTAP.

Les résultats de ces quelques études soulévent la question a savoir si I’implication de

I’ET-3 dans le développement et le maintien de 'HTAP a toujours été sous-évaluée.
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Jusqu’a ce jour, aucune étude n’a prouvé 1’existence, chez les mammiféres, d’un récepteur
sélectif pour I’ET-3. Pourtant, si tel était le cas il est possible que le blocage double des
récepteurs ET5 et ETg s’avérerait insuffisant dans le traitement de ’'HTAP. En effet, si
I’ET-3 est impliquée dans la pathophysiologie de I’HTAP il serait alors nécessaire de
développer un antagoniste triple des récepteurs a I’ET pour le traitement de cette

pathologie.

6 Limites des études

Plusieurs limitations de nos études sont directement reliées au modele expérimental
utilisé. En effet, les résultats précliniques de ces études ne peuvent Etre extrapolés a
I’homme puisque les modeles animaux d’HTAP ne peuvent reproduire les modifications
pathologiques observées dans ’HTAP humaine de diverses étiologies. Dans la premiere et
la troisieme étude présentées ici, nous n’avons étudié qu’une seule et unique caractéristique
de la pathophysiologie de I'HTAP, la vasoconstriction pulmonaire. Il est toutefois
important de noter que la pathophysiologie de ’'HTAP est complexe et multifactorielle. En
effet, cette derni¢re est non seulement caractérisée par une vasoconstriction exagérée des
cellules musculaires lisses mais aussi par une prolifération cellulaire excessive ainsi qu’un
important remodelage vasculaire. De plus, nous avons seulement évalué¢ I’implication du
systtme ET dans ’HTAP alors que le développement de cette pathologie implique
plusieurs autres effecteurs vasculaires en plus des ET tels que le TxA; et la sérotonine.
Néanmoins, le systtme ET et la vasoconstriction pulmonaire sont tous deux des
composantes clés dans le développement et le maintien de I'HTAP. Le modéle
monocrotaline est un modele expérimental fiable et reproductible. En effet, ’THTAP qui se
développe chez ces animaux est secondaire a une vasoconstriction pulmonaire exagérée
résultant de I’activation du systtme ET. La résultante physiologique ultime étant

I’augmentation des pressions pulmonaires et donc le développement d’'une HTAP. Ainsi,
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une meilleure compréhension de I’implication du systtme ET dans la vasoconstriction

pulmonaire nous permettra d’optimiser les approches thérapeutiques de ’HTAP.

Dans la discussion de la premicre étude, nous avons proposé que la dissociation ou la
réorientation spatiale du dimére ETA/ETg pourrait expliquer 1’efficacité du bosentan dans la
réduction de la vasoconstriction pulmonaire induite par I’ET-1 en condition d’HTAP. Il
nous a toutefois été impossible dans cette étude de confirmer cette hypothése puisque la
technique de co-immunoprécipitation n’est pas suffisamment sensible pour détecter et
comparer les variations du nombre de dimeéres présents sur les artéres de résistance
pulmonaires en conditions controle et d’HTAP. Afin d’expliquer les résultats divergents
obtenus avec 'utilisation d’antagoniste sélectifs et 1’utilisation d’antisens spécifiques, nous
avons suggéré que I'utilisation d’antagonistes sélectifs n’entrainait pas de modification du
nombre de dimeéres présents sur les artéres de résistance pulmonaires alors que 1’utilisation
d’antisens spécifiques favorisait une réduction du nombre de diméres. Toutefois, le manque
de sensibilité des techniques de co-immunoprécipitation limite ici aussi la détection des

variations du nombre de dimeéres.

7 Perspectives futures

La dimérisation des RCPG pourrait avoir d’importantes répercussions au niveau de la
diversité pharmacologique. Ceci pourrait entrainer le développement de nouvelles drogues
pouvant cibler spécifiquement les hétérodimeres sans toutefois affecter les promoteurs
individuels. Il serait fort intéressant de développer un antagoniste des récepteurs a ’ET qui
ciblerait spécifiquement les hétérodimeres ETA/ETg présents sur la cellule musculaire lisse
pour le traitement de ’HTAP. De cette facon, le débat concernant 1’utilisation des
antagonistes des récepteurs a I’ET n’aurait plus sa raison d’étre puisque cette nouvelle
drogue pourrait bloquer spécifiquement les effets déléteres induits par 1’activation du
récepteur ETg musculaire lisse tout en laissant le récepteur ETg endothélial libre d’exercer

sa fonction vasodilatatrice et son role de clairance de I’ET-1.
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8 Conclusion

En nous basant sur les résultats présentés dans cette thése de doctorat, nous croyons
qu’il serait préférable d’utiliser un antagoniste double des récepteurs a I’ET afin de réduire
les effets déléteres induits par le systétme ET dans le cadre de 'HTAP. En effet, 1) les
récepteurs ET, et ETg peuvent former des dimeéres au niveau des artéres de résistance
pulmonaires, 2) 'utilisation d’un antagoniste double s’est avérée efficace dans la réduction
de la vasoconstriction pulmonaire induite par I’ET-1 en condition d’HTAP, 3) le récepteur
ETg amplifie la vasoconstriction des artéres de résistance pulmonaires induite par I’ET-1 et
4) PET-3 induit ses effets vasoconstricteurs via 1’activation des récepteurs ET, et ETg, il
semble donc essentiel de bloquer simultanément les deux sous-types de récepteurs afin
d’inhiber les effets vasoconstricteurs induits par les ET. Enfin, puisque nous avons sous-
estimé¢ I’implication de I’ET-3 dans I’HTAP, il est possible que le débat concernant
I’utilisation des antagonistes des récepteurs a I’ET devienne encore plus complexe. En
effet, il est possible dans le futur que la controverse concernant ’utilisation d’antagonistes
des récepteurs a I’ET soit plutot alimentée par 1’utilisation d’un antagoniste double ou triple

des récepteurs a ’ET.
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