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SOMMAIRE

L'augmentation de l'activité de l'oxyde nitrique (NO) synthase

(NOS) durant la période périnatale aurait pour but de préserver des

fonctions cellulaires et circulatoires importantes. Toutefois, les

mécanismes qui sont responsables de cette augmentation sont méconnus.

Puisque les prostaglandines (PGs) peuvent moduler l'expression de la

NOS inductible dans les macrophages, et que la cyclooxygénase (COX)

est la source principale des PGs en période périnatale, nous avons proposé

l'hypothèse que la production accrue des PGs synthétisée par la COX en

période périnatale, contrôle de façon positive l'expression des NOS

constitutives (l'isoforme neuronale: nNOS et l'isoforme endothéliale:

eNOS). Nos résultats démontrent que les PGs, les ARN messagers des

NOS constitutives et de COX, les niveaux de protéines et l'activité des

NOS constitutives dans des tissus neuronaux (cerveau et vaisseaux

sanguins cérébraux) et dans un tissu vasculaire non-neuronal (choroïde)

sont plus élevés chez le nouveau-né que chez l'adulte. L'administration

de bloqueurs de la COX (ibuprofène, nimesulide) réduisent l'ARN

messager, le niveau de protéine et l'activité des NOS constitutives. Cet

effet inhibiteur de la COX sur l'expression des NOS constitutives (n- et e-

NOS) dans le cerveau et dans la vasculature cérébrale est prévenu par

['addition d'un analogue stable de la PGE^ (16, 16-dimethyl PGE^) et

d'un agoniste pour le récepteur de la PGEz, EP^ (sulprostone, M&B

28,767). Tandis que dans la choroïde, l'effet inhibiteur de la COX sur

l'expression de NOS constitutive (e- NOS) est prévenu par l'addition

d'un analogue de la PGD^. Ceci suggère donc, que les PGs jouent un rôle

dans la régulation de l'expression des NOS constitutives, mais que

différents types de PGs via des récepteurs spécifiques sont impliqués dans

ce processus, selon le tissu. Cette régulation des NOS constitutives par les

PGs se manifeste dans des événements physiologiques importants dont le
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\ tonus vasonwteur et l'autorégulation du débit sanguin. L'effet de

vasorelaxation en réponse aux agents vasoactifs qui dépendent du N0

(acétylcholine, bradykinine et substance P) est plus élevé chez le

nouveau-né que chez l'adulte, et il est abolie par un inhibiteur de NOS (L-

NMMA). Un traitement à l'ibuprofène chez le nouveau-né réduit l'effet

de vasodilatation en réponse aux agents vasoactifs dans la vaculature

cérébrale et la choroïde; le traitement concomitant de l'ibuprofène avec le

sulprostone ou la PGDz renverse cet effet inhibiteur. De plus, le

nouveaux-né traité avec l'ibuprofène ou avec un inhibiteur sélectif au

récepteur DP (BW A868C) maintient constant le débit sanguin choroïdien

sur un grand intervalle de pression de perfusion oculaire. En résumé, nos

résultats montrent que, l'action des PGs en agissant via des récepteurs

spécifiques contribue à la régulation de l'expression des NOS

constitutives, et que cette régulation se manifeste dans des fonctions

physiologiques. Cette interaction positive entre les PGs et les NOS

constitutives est impliquée dans des tissus neuronaux et non neuronaux, et

dans notre contexte, elle est nécessaire au développement normal du

cerveau et de la vasculature.
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I. INTRODUCTION

La période périnatale définie comme l'intervalle des premiers jours
avant et après la naissance, constitue une étape cruciale pour le
développement normal du nouveau-né. Lors du travail, de la naissance,
ainsi que la survie croissante des nouveau-nés de très faibles poids, font que
ces derniers doivent faire face à plusieurs contraintes, telles une réduction
en apport d'oxygène et une augmentation des risques hypoxiques. Il a été

suggéré que l'oxyde nitrique CNO) Joue un rôle au cours de cette période,
afin de protéger le nouveau-né contre ces risques. Reconnue comme un
composé radicalaire gazeux, le N0 s'est révélé comme un messager
biologique important, ainsi qu'un agent vasodilatateur puissant. Il serait
impliqué dans un grand nombre de fonctions physiologiques lors du
développement du cerveau et de la vasculature.

Il a été démontré que l'activité des en2ymes responsables de la
synthèse de N0, les oxydes nitriques synthases (NOS) constitutives
(neuronale: nNOS et endothéliale: eNOS), est augmentée durant la période
périnatale. L'augmentation de l'activité de NOS aurait pour but de préserver
certaines fonctions cellulaires et circulatoires importantes. Par exemple,
1'induction de NOS durant la période périnatale pourrait être nécessaire afin
d'optimiser le débit sanguin lorsque la pression artérielle d'oxygène
diminue lors du travail alors que les demandes métaboliques et
physiologiques sont croissantes. Toutefois, les mécanismes responsables de
cette activité accme ne sont pas encore élucidés. Par les travaux de cette
thèse, nous proposons un mécanisme responsable de la régulation des NOS
constitutives (n-NOS et e-NOS) dans le cerveau et la vasculature durant la
période périnatale et particulièrement via les prostaglandines (PGs), cette
regulation se manifeste dans des fonctions physiologiques.

0
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1.1 N0 aux propriétés physico-chimiques

u

Les multiples propriétés biologiques de N0 sont déterminées par sa
réactivité chimique. Le N0 est un composé radicalaire réactif se présentant,
dans des conditions normales de température et de pression, sous forme
gazeuse (Kerwin,1995). Dominé par sa nature radicalaire, le N0 permet de
réagir avec plusieurs molécules. Dans des conditions physiologiques, l'une
des principales cibles moléculaires du N0 est la guanylyl cyclase soluble
(GCs). L'action du N0 sur l'hème de la GCs induit la synthèse par la cellule
cible d'un second messager, le 3'5'-guanosine monophosphate cyclique
(GMPc). De plus, le N0 peut se lier avec la molécule d'oxygène pour

fomier le dioxyde d'azote (NO^). En solution aqueuse, le NO^ se transforme
en nitrite (NO^") et en nitrate (N03") (Moncada, 1993).

Une autre propriété de N0 est que sa charge nulle le rend soluble
dans les solvants apolaires, ce qui facilite sa diffiision au travers des
membranes cellulaires. En milieu biologique, il est difficile d'évaluer le
temps de demi-vie de N0. Son grand potentiel de diffusion à travers les
membranes, fait que le N0 a de grandes chances de sortir de la cellule qui
le produit. Des simulations cinétiques et de diffusion ont montre que si 11/2
= 4 sec (ordre de grandeur généralement admis), la concentration de N0 est
non négligeable à plus de huit diamètres cellulaires de sa source de
production (Lancaster, 1994). Donc, les systèmes physiques de

quantification directe de N0 sont difficiles à mettre en œuvre ou nécessitent
des appareillages complexes. La production de GMPc par la GCs est un
système biochimique qui présente l'avantage de reproduire une partie des
effets biologiques de N0. La forte réactivité de N0 représente un obstacle à
sa mise en évidence directe. Cependant, divers systèmes tirent donc parti de
cette forte réactivité. Par exemple, la quantification des ions nitrite, produits

stables de l'oxydation de N0 en présence de O^ a lieu par le test
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0 colorimétrique de Griess. La citmlline, coproduit dans la biosynthèse de
N0, peut également être quantifiée.

1.2 Biosynthèse de N0

Le N0 est synthétisé par une famille d'enzymes, les N0 synthases

(NOS) (pour une revue voir, Stuehr, 1997), qui consomment du
nicotinamine adénine dinucléotide réduit (NADPH) et de l'oxygène (Oy)
pour oxyder de la L-arginine en citrulline et NO (Myers, 1990; Moncada,
1993) (Figure 1). Cette activité n'est possible qu'en présence d'un
ensemble de co-facteurs: la tétrahydrobioptérine (BH^), la flavine adénine
dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide (FMN) et un hème
(protoporphyrine IX de fer) (Dawson, 1994; Knowles, 1994). La BH4 joue
un rôle dans la formation et la stabilisation du dimère actif du NOS. Les

flavines transportent les électrons du NADPH au fer de l'hème lequel
catalyse 1'activation de l'oxygène moléculaire couplée à la formation de
N0 en présence de L-arginine et de la BH4. Le transfert d'électron nécessite
la calmoduline. L'hème du NOS réagit avec le N0 pour former un composé
qui a une séquence similaire au cytochrome P-450 (Dawson, 1994).

u

H^N^W; 0^/Wz

H

©'
H;N N-OH

w NH w
^

1 NADPH O.SNADPH
N=0+

02 Pz

^^^^@ e e@ e e
H3N H3N H3N

L-Arginine NG4fydroxy-L-Argmtn« L-CltruHine Mtric QrtlB
Figure 1. L'oxydation de la L-arginine (Andrew et al.. ] 999)
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1.3 Structure des NOS

Les NOS consistent en deux domaines catalytiques: un domaine

réductase et un domaine hème oxygénase. Le domaine réductase se

retrouve au niveau de la partie carboxy-terminale des NOS et présente une

forte homologie avec la cytochrome P-450 réductase (enzyme qui catalyse

le transfert d'électrons du NADPH à des protéine héminiques telles que les
cytochromes P-450). Il est à l'origine de l'activité NADPH-diaphorase.

Cette activité est utilisée pour localiser les NOS dans les tissus; elle consiste

à suivre la réduction du bleu de nitrotétrazolium par le NADPH, catalysée

par le domaine réductase de la NOS, réduction qui engendre un composé

fortement coloré. Bien que le domaine hème oxygénase au niveau de la

partie amino-terminale n'offre pas d'homologie de séquence avec la

cytochrome P-450, un segment de neuf acides aminés, contenant la cystéine

responsable de la coordination de l'hème présente une forte homologie chez

les NOS et la cytochrome P-450 (Renaud, 1993). Ce domaine oxygénase

des NOS est impliqué dans la formation des produits (citrulline, N0)

(Figure 2).

u

Les NOS sont seulement actives sous forme homodimérique: le

domaine oxygénase du monomère est inactif; tandis que le domaine
réductase du monomère garde sa capacité de transférer des électrons. Le
domaine oxygénase est responsable de la structure dimérique de la NOS
inductible, le domaine réductase stabilisant le dimère (Ghosh, 1996). Dans

les NOS constitutives se produisent des interaction réductase-réductase et

réductase-oxygénase (Venema, 1997). La présence de calmoduline induit la

dimérisation du domaine oxygénase de eNOS (Hellermann, 1997), qui

conserve son pouvoir catalytique lorsqu'on le met en présence de son

domaine réductase. Les conditions d'assemblage des co-facteurs diffèrent

selon le type de NOS. Pour la NOS inductible, l'hème et la BH4 sont
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nécessaire à la fonnation du dimère, la présence de L-arginine facilite cette
dimérisation (Presta, 1998; Sennequier, 1996). Tandis que pour les NOS
constitutives, seul l'hème est indispensable à la dimérisation (Venema,
1996; Klatt, 1996), alors que la BH4 sert à stabiliser la fonnation du dimère.

oxldrtlve donuùn wductwe domrin

r
^

nNOS NH,-{^^3h.ntf^airin»^ l Crt» ^ IHW} t MO l jKADPHLhC°<X

«NOS NH2-^—th.m^MKN»^ jCrt(|:it;PMNl {PWl tMADWl 1-COO"

myr

<^NOS N^^n^&^tt^l l-e»» ^ l:mHi ^<I*oïl {»«»*r-i-^"
trar»m«t)tx»n«
doTfln

NHz^J l^mNÎ tiRU31;} (WDPttl YCOOHcytochroma p46o raducf—

(Sessa et ai, 1994)

Figure 2. Structure des NOS et de la cytochrome P-450 réductase

u
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1.4 Localisation des NOS

Il existe trois isoformes des NOS: l'isoforme neuronale: nNOS

(NOS-1); l'isoforme endothéliale: eNOS (NOS-3) qui sont constitutives; et

la macrophage iNOS (NOS-2) qui est inductible. Les noms de ces

isoformes correspondent au site où ils ont été initialement identifiés et de

leur historique de purification. Aujourd'hui, cette association apparente des
trois isoformes des NOS avec les neurones, les cellules endothéliales, et les

macrophages est d'une grande simplicité. L'utilisation de différentes

techniques dont l'immunohistochimïe, le Western blot, le Northern blot, la

NADPH diaphorase et la conversion de L-arginine en L-citrulline ont

permis de localiser les isoformes des NOS dans de nombreux tissus et types

cellulaires chez plusieurs espèces animales. Ainsi la nNOS est non
seulement confinée aux cellules neuronales mais est aussi présente dans

d'autres tissus et types cellulaires tels que dans les myocytes du muscle

squelettique (Nakane, 1993; Silvagno, 1996) et dans les cellules epithéliales

du poumon (North, 1994). (Tableau l). Tandis que, la eNOS se retrouve
dans les cellules neuronales (Dinerman, 1994; O'Dell, 1994), et dans les

plaquettes (Radomski, 1990) en plus des-cellules endothéliales.(Tableau l).
Alors que la iNOS semble être présente de façon constitutive dans certains
tissus (Kobzick, 1993; Mohaupt, 1994).

u
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Tableau 1. Localisation des NOS constitutives

l. NOS î expression in various tissues and cell types

8

Tissue Cell typ1C Spcdei Method of detection

Bram (abundant in the accessory
olfactoiy bulb, the molecular
layer of the cerebellum, and
the pcdunculopondnc
EcgmcntaJ nucleus of the
brainstcni

Hypothahmus

Pineal gland

Spinal cord
Inncrvadon of various organs

Skeletal musde

Lung
Kidney

Tcstu
Penile corpora cavcmosa,

urethra, prostate
SUn
Pituitary gland

Adrenal gland

Neurons

Myoq^cs

Epithelial cells
Macula densa cells

Mast cells
Gonadon-ophs and

foIlicuIostcUatc
cells

Ncuirophils

Mouse, rat, pmnates,
human

Mouse, rat

Rat.shftp

Rat, cat, sheep
Mouse, rat, hamster,

guinea fig, cat,
kumon

Kat, gwnea pig,
Aunuzn

Rat, human
Rat

Human
Rat

Human
Rat

Rat
Human

Immunohisiochcmiscry, in situ
hybridization. Northern blot,
Western blot

Immunohistochcmistry,
Western blot

Immunohistochemisay,
Western blot

Immunohistochcmistry, activity
Immunohistochcmistry

Immunohistochcmiscry,
Northern bloi, RNasc

protection assay, RT-PCR.
Wcstcro blot

Immunohistochcmistry RT-PCR
Immunohistochcmistry, RT-

PCR, RNasc protccdon assay
Northern blot, RT-PCR
Northern blot, RT-PCR

Immunohistochcmistry
Northern blot,

immunohistochemisuy

Northern blot. Western blot

Immunohistochcmisuy, RT-PCR
NOS III exf)ression in various cdl types

Cell type Spcdcs Method of detection

Endothclial cells Human/bovine

Ncuronal cells • Hum.a.n/rat
Bone marrow cells, trabccular lining cells. Human

oatcoblasts, stromal cells, ostcoclasts
Dennal fibroblasts Human

Epidermal kcradnocytcs Human
Epithelial cells of cndometrial glands Human

Lcydig cclk and Sertoli cells, prematurely shed Human
spcrmatocytcs and spcrmadds

Megakaroycytcs Human
NCI-H44I bronchiolar epihclial cells Human
Placcntal syncyaotrophoblasts Human

Platelets Human
T<ells Human
Thyroid follicular cells Human
U937 monocytic cells Human
Cardiac myocytes Rat

Diaphragm muscle cells Rat/murme
Gastrointcstinal mucosa Rat
Hepatocytcs Rat
Smooth muscle cells Ait
Thcca cell layer, ovarian stroma, mural Rat

granulosa cells on the surface ofoocytes
C6 glioma cells Murine
Resident astrocytcs of the central nervous Murim

system
Colon interstitiaJ cells Rabbit
LLC-PK1 kidnev tubular eoithclial cells Porcint

Western blot,
unmunohistochcmiscry, NOS
activity

Immunohistochcmisuy
Immimohistochcmistry, RT-PCR

Immunohistochcmisay, RT-PCR
Immunohistochcmistry
NADPH-diaphorase staining,

Northern blot. RFA
Immunohistochcmi5tiy

Western blot. RT-PCR
Western blot, RT-PCR

NADPH-diaphorasc staining, in
situ hybridizanon

Western blot, RT-PCR
Immunocytochcmisay, RT-PCR
Immunohi5tochcmistry, RT-PCR
Immunocytochcmistry, RT-PCR
Immunohistochcmiscry,

Northern bloc

Western blot
Western blot, Nonhcm blot

Immuno histochemisuy
Western blot
Western blot,

immunohis(ochemisa7
Immunocyiochcmiscry
Immunohisiochcmisuy

Immunohisrochcmlstry
Western hlnr RT-PrR



9

0

1.5 Regulation de l'expression des NOS constitutives

Même si toutes les NOS partagent les co-facteurs et les substrats

mentionnés précédemment, elles sont différemment régulées les unes des

autres. Les isoformes constitutives répondent à une augmentation de la
concentration de calcium intracellulaire. La NOS inductible est dépendante
de son niveau d'expression et non du taux de calcium intracellulaire.
L'expression de la NOS inductible est réglée sous l'action d'endotoxines

(lipopolysaccharides), d'oxydants ou de cytokines (TNF-a, tumor necrosis

factor-a, interferon y) (Geller, 1993). Bien que la nNOS et la eNOS décrites

comme constitutives (c'est à dire responsable des concentrations de N0
nécessaire à l'homéostasie cellulaire) sont activées par le calcium,
l'expression des NOS constitutives peut être régulée en réponse à plusieurs
conditions physiologiques et pathologiques. Dans des conditions
physiologiques coimne le développement neuronal, les oestrogènes et les
forces de cisaillement, l'expression des NOS constitutives est augmentée.

L'expression de la nNOS peut être régulée de façon temporelle et

spatiale au cours du développement du système nerveux (Bredt, 1994b;
Dawson, 1994; Forsterman, 1995; Keilhoff, 1996). Durant la synaptogénèse,

1'expression de l'ARN messager et les niveaux de protéines de la nNOS
sont augmentés (Ogilvie, 1995; Keilhoff, 1996; Northington, 1996;
Northington, 1997). L'expression de la nNOS peut être aussi stimulée par

les oestrogènes dans différents tissus (Weiner, 1994a; Cecatalli,1996; Xu,

1996).

u

De même, les oestrogènes augmentent l'expression de la eNOS dans

plusieurs tissus (Goetz, 1994; Weiner, 1994; Xu, 1996; Lantin-Hermoso,

1997; Neugarten, 1997). La réponse aux forces de cisaillement produite par
le débit sanguin augmente aussi l'expression de la eNOS (Xiao, 1997). Un
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élément de réponse aux forces de cisaillement comportant une séquence de

6 paires de bases (5'-GAGACC-3'1) a été décrit dans la région du promoteur

du gène de la eNOS (Marsden, 1993; Venema, 1994); mais la fonctionnalité

de cet élément n'est pas encore connu.

1.6 Gènes des NOS constitutives

0

Les nombreux rôles accordés aux NOS sont dus en partie à la
regulation dynamique de l'expression des NOS, mais les mécanismes
moléculaires expliquant cette modulation de l'expression des NOS
demeurent inconnus. Une des caractéristiques importantes dans la régulation
de l'expression des NOS constitutives est le promoteur du gène comportant
le site de fixation de l'ARN polymérase ainsi que les sites de fixation de
protéines régulatrices de la transcription. Cette stratégie permet à un simple
gène de répondre à plusieurs voies de signalisations cellulaires qui sont à

l'origine de différents stimuli physiologiques.

u

1.6.1 GènedenNOS

Les ADNc de la nNOS isolés à partir de différents tissus chez

plusieurs espèces animales incluant le rat (Bredt, 1991), la souris (Ogura,
1993) et l'humain (Marsden, 1993; Nakane, 1993;) ont un degré
d'homologie d'environ 90% en acides aminés. Chez l'humain, le gène de la
nNOS a été bien caractérisé (Tableau 2, Figure 3). La séquence des acides

aminés correspondant au contrôle de la transcription du gène est encodée
par 29 exons, et elle révèle la diversité des transcrits qui sont contrôlés par
des promoteurs alternatifs (sites optionnels de fixation de l'ARN
polymérase au niveau du même gène). De nombreuses séquences de
regulation de l'extrémité 5 du gène seraient responsables du contrôle de
l'expression de la nNOS, et elles seraient conservées panni les espèces.
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Plusieurs sites de fixation pour un grand nombre de facteurs de transcription

responsables ont été identifiés dans cette région, dont la boîte TATA,
CAAT, AP-2, TEF-1/MCBF, CREB/ATF/c-fos, NRF-1, Ets, NF-1 et NF-

KB (Hall, 1994).

\.6.1GènedeeNOS

Les ADNc de la eNOS isolés chez la souris (Gnanapandithen, 1996),

le bovin (Lamas, 1992; Sessa, 1992), le porc (Zhang, 1997) et l'humain

(Janssens, 1992; Marsden, 1993) présentent une forte homologie dans la

sequence des acides aminés (~90%) entre ces espèces. La transcription du

gène de la eNOS est encodée par 26 exons (Marsden, 1993; Miyahara,
1994). La région 5' du gène de la eNOS est caractérisée par l'absence de
boîte TATA et possède des éléments essentiels pour le niveau basai de la
transcription, incluant Spl et GATA (Zhang, 1995). Le gène de la eNOS est
aussi composé de sites de fixation pour un grand nombre de facteurs de
transcription tels NF-1, NF-KB, AP-1, AP-2, les boîtes CACCC et CCAAT,
cAMP response element et un demi-site de liaison pour estrogen-

responsive element .(Tableau 2, Figure 4).

Les trois isoformes des gènes des NOS ont un degré d''homologie
d'environ 50% en acides aminés. Des similarités dans l'initiation de la

transcription, dans la taille des exons, l'usage des exons et remplacement
des introns révèlent un ancêtre commun pour les trois isoformes des NOS au

cours de revolution (Hall, 1994).

u
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1.7 Particularités dans la régulation des NOS constitutives

1.7.1 nNOS

En raison d'une séquence additionnelle d'acides aminés au niveau

de la partie amino-temiinale, le gène de la nNOS est reconnu comme le
plus large des trois isoformes des NOS. Cette région contient un domaine
PDZ (aussi appelé DHR ou GLGF) qui permet l'association de la protéine
de la nNOS avec d'autres protéines membranaires contenant ce motif
(Ponting, 1997; Schepens, 1997). Dans les tissus neuronaux, l'influx de
calcium via les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) augmente
l'activité enzymatique de la nNOS (Bhat, 1995; Aoki, 1997). Cette
réponse rapide nécessite que la nNOS soit localisée près des récepteurs
NMDA. Cette localisation est rendue possible via l'interaction du
domaine PDZ de la protéine de la nNOS avec des protéines de densités
postsynaptiques PSD-95 et PSD-93 (Brenman, 1996a; Brenman, 1996b);
ces dernières se lient aux récepteurs NMDA (Komau, 1997). Cette
interaction protéine-protéine qui localise la nNOS avec les récepteurs
NMDA et qui associe la nNOS avec les membranes cellulaires, joue un

rôle important dans la plasticité synaptique (Brenman, 1997).

D'autres protéines membranaires telles PIN (Jaffi-ey, 1996),
CAPON (Jaffrey, 1998) et cavéoline (Garcia-Cardena, 1997; Venema,

1997b) peuvent s'associer avec la protéine de la nNOS; mais cette
interaction inhibe l'activité et l'expression de la nNOS.

0
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\H.1eNOS

0

La eNOS est principalement présente dans les cellules sous forme
cytosolique et surtout membranaire. On la trouve de façon prédominante
dans l'appareil de Golgi et les vésicules cytoplasmiques. La eNOS est
acylée irréversiblement par l'acide myristique (en Gly 2) et
réversiblement par l'acide palmitique (en Cys 15 et Cys 26) (Forstennan,
1995). Ces modifications post-transcriptionnelles, c'est à dire la

myristoylation et la palmitoylation, sont des mécanismes de régulation
particuliers de la eNOS. Ceux-ci-ci facilitent l'interaction de la eNOS
avec les membranes cellulaires et aident à la localisation de la eNOS au

niveau de microdomaines. L'association de la eNOS avec les membranes

de l'appareil de Golgi et des caveolae est régulée par ces modifications
post-transcriptionnelles unique à la eNOS (Sessa, 1995; Garcia Cardena,
1996); ce qui pourrait avoir un impact au niveau de la transduction du
signal. Des mutations de la myristoylation ou de la palmitoylation
réduisent l'activité de la eNOS, suggérant que la localisation
intracellulaire de la eNOS est critique pour la production de NO (Sessa,

1995).

La phosphorylation représente un autre moyen de régulation, mais
cette modification post-transcriptionnelle n'est pas unique à la eNOS. Elle
est un mécanisme de régulation pour l'ensemble des NOS. La
phosphorylation joue un rôle prépondérant dans l'activation des protéines
kinases pour les trois isoformes des NOS (Nakane, 1991; Bredt, 1992).

u
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1.8 Déficience en NOS constitutives

Des souris transgéniques pour chacune des NOS dites

constitutives ont été générées et ont pen-nis d'apporter des infonnations
importantes concernant le rôle de chacune des isofonnes et de leurs
importances lors de deletions chez l'animal (Huang, 1993; Huang, 1995 a;
Laubach, 1995; MacMicking, 1995; Wei, 1995).

u

Chez des souris déficientes en nNOS (par exemple, la deletion de
l'exon qui contient le codon d'initiation de la translation, ATG), l'activité
de la NOS est largement réduite dans le cerveau; elle est réduite
d'environ 95% comparativement aux souris sauvages (Huang, 1994).
L'activité de la NOS restant (5%) est due à l'isoforme de la eNOS
présente au niveau des neurones et des vaisseaux sanguins (Dinennan,

1994; 0;Dell, 1994), et aux sous-unités de nNOS-(3 et nNOS-y (Brenman,
1996a). Différentes sous-unités ont été identifiées pour l'isoforme de la
nNOS (a,(3,y). La sous-unité a représente 95% de l'activité totale de la
NOS dans le cerveau. (Brenman, 1997; Eliasson, 1997; Huang, 1993).

Bien que les sous-unités P et y ont une activité catalytique, leur rôle n'est
pas encore connu. Le domaine PDZ essentiel pour l'association de la
nNOS avec les membranes cellulaires n'est pas présent au niveau de ces
deux sous-unités P et y (Brenman, 1996a). En revanche, il n'y a pas de
différence neuroanatomique observée chez ces souris déficientes en
nNOS (Huang, 1993; Huang, 1994). Par exemple, la nNOS est
colocalisée avec la somatostatine au niveau du striatum et l'acétylcholine
transférase au niveau du noyau pédonculopontine. L'immunoréactivité de
ces marqueurs est conservée malgré la perte de l'immunoréactivité de la
nNOS.

Chez des souris déficientes en eNOS, la pression artérielle
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moyenne est augmentée de plus de 30% comparativement aux souris
sauvages (Huang, 1995a; Shesely, 1996). Ce qui est cohérent avec le rôle
de l'activité de la eNOS dans la régulation de la pression sanguine et du
tonus vasculaire. Une déficience de la vasodilatation induite par
l'acétylcholine a été aussi observée chez ces souris déficientes en eNOS
(Huang, 1995).

Il est possible que des mécanismes de compensations
physiologiques surviennent à la suite de la deletion d'un de ces gènes. La
deletion d'une isoforme de la NOS peut être compensée par une autre
isoforme de la NOS. Par exemple, la deletion de la nNOS est compensée
par l'isoforme de la eNOS dans les vaisseaux piaux en réponse à
l'acétylcholine (Meng, 1996). Les réponses cérébro vasculaires à
l'hypercapnie (5% COz) chez des souris déficientes en nNOS ne pas sont
bloquées par des inhibiteurs de la NOS, qui généralement bloquent ces
réponses chez des souris sauvages (Irikura, 1995). D'autres facteurs
pourraient jouer un rôle en réponse à la deletion du gène de la NOS. Il
faut donc en conclure, que même si des souris transgéniques apportent
des informations importantes, il faut rester prudent quant à l'interpretation
de ces résultats.

1.9 Rôles physiologiques du N0 dans le développement du cerveau et

de la vasculature

u

Reconnu comme un messager biologique important, ainsi qu'un

agent vasodilatateur puissant; Ie NO est impliqué dans un grand nombre
de fonctions physiologiques au cours du développement du cerveau et de
la vasculature (pour une revue, voir Zhang, 1995; Moncada, 1997). Les
effets principaux se retrouvent entre autres au niveau de la
synaptogénèse, du raffinement des connexions neuronales, du tonus
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vasomoteur et de l'autorégulation du débit sanguin.

1.9.1 Cerveau

Le NO s'est révélé un messager biologique important dans le

développement du cer/eau. Plusieurs ont montré que l'expression (Bredt,
1994a; Bredt, 1994b; Roskam, 1994) et l'activité de la NOS (Samama,

1995; Lizasoain, 1996; Van Eden, 1996 ) sont augmentées dans

différentes régions du cerveau chez plusieurs espèces animales durant les

premières semaines suivant la 'naissance pour ensuite diminuer

rapidement. Cette augmentation de la NOS semble jouer un rôle dans

plusieurs fonctions physiologiques au cours du développement du

cerveau tels que la synaptogénèse et le raffinement des connexions.

u

Au cours du développement du cerveau, les neurones sont reliés
entre eux par des synapses pour former des réseaux ou des circuits. La
formation de ces circuits est soumise à un mécanisme de modelage, c'est
à dire à un mécanisme d'erreurs et de corrections et certaines synapses

sont stabilisées alors que d'autres sont -éliminées. Il semble exister une
relation entre la formation de ces circuits et l'activité de la NOS. Par

exemple, grâce à la technique de NADPH-diaphorase, il a été possible de
localiser l'activité de la NOS, dans les neurones de la couche 4 du cortex

somatosensoriel (Mitrovic, 1996). Ces neurones sont les premiers à être

formés dans le développement du cortex cérébral, et sont impliqués dans
la synaptogénèse et la maturation du phénotype neuronale (Chun, 1989).
Concomitant avec le raffinement des connexions synaptiques durant cette

période, l'activité de la NOS est augmentée dans la couche 4 du cortex
somatosensoriel (Mitrovic, 1996). Au cours du développement du bulbe
olfactif, soit durant la migration et rétablissement des premières
synapses, 1'expression de la nNOS est aussi augmentée pour ensuite
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0 diminuée rapidement (Roskams, 1994). L'élimination des projections
rétino-tectales ipsilatérales, la ségrégation des afférences rétiniennes ipsi-
et contralatérales et la ségrégation des couches de dominance oculaires
du noyau géniculé dorsal lors du développement du système visuel
implique l'activité de la NOS (Williams, 1994; Wu, 1996; Cramer,
1996). L'inhibition de l'activité de la NOS diminue la perte de ces
connexions neuronales. En conclusion, ces résultats suggèrent un
parallélisme temporel et fonctionnel entre la NOS et le développement
normal du cerveau.

1.9.2 Vasculature

1.9.2.1 Tonus Vasomoteur

Les vaisseaux sanguins sont compartimentés structurellement et
fonctionnellement. Ils sont composés de trois couches de tissus:
l'endothélium qui se compose de cellules endothéliales tapisse la lumière
du vaisseau sanguin, la couche moyenne est composée de cellules
musculaires lisses et la couche externe se compose de tissus conjonctif, de
petits vaisseaux sanguins et des faisceaux de nerfs périphériques. A cette

compartimentation structurale correspond une compartimentation
fonctionnelle régulant le tonus vasomoteur. Les cellules endothéliales
produisent et sécrètent divers substances qui vont faciliter le mouvement
du sang, influencer la résistance vasculaire et assurer l'homéostasie. Les
cellules musculaires lisses ont pour rôle de régler le diamètre de la
lumière par un ajustement de leur degré de contraction grâce aux
substances libérées par eux et par l'endothélium. L'état de contraction et
de relaxation des cellules musculaires lisses définisse le tonus vasculaire.

u
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C'est le tonus vasculaire qui, local, répartissent le flux en fonction des
besoins métaboliques des différents tissus.

0

Le NO s'est révélé comme le principal agent de communication
d'origine endothéliale, régularisant le tonus vasculaire (Furchgott, 1980;

Palmer, 1987). Le N0 produit par la NOS est constitutivement exprimé
dans les cellules endothéliales. L'activité de la NOS sur son substrat,

l'arginine, est régulée par le taux de calcium libre et par les
phosphorylations intracellulaires. Différents agents vasoactifs dont
l'acétylcholine, la bradykinine et la substance P induisent une
augmentation de l'activité de la NOS (Kontos, 1990; Rosenblum, 1993).
L'utilisation de ces agents a démontré l'importance du N0 endogène dans
les réponses vasomotrices. Ces agents augmentent le calcium
intracellulaire dans l'endothélium et induisent une augmentation de

l'activité de la NOS pour produire le N0, qui à son tour active la GC et
initie une cascade d'événements dans les muscles lisses causant la

relaxation. Si les facteurs de la régulation du débit sanguin sont bien
connus, les mécanismes par lesquels ils modifient le tonus vasculaire le

sont beaucoup moins.

0

Parmi les trois isofomies de la NOS, les isofonnes des NOS

constitutives (n-NOS e-NOS) participent au contrôle du tonus vasomoteur

chez l'adulte et le nouveau-né; mais le degré d'implication est différent

(Wagerie, 1995). Par exemple, l'inhibition de la NOS réduise l'effet
vasorelaxation du N0; mais cette réduction est beaucoup plus marquée

chez le nouveau-né que chez l'adulte. Donc, en réponse aux demandes

métaboliques, la dynamique des vaisseaux sanguins subit des

changements différents.
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l .9.2.2 Autorégulation du débit sanguin

L'autorégulation du débit sanguin est un mécanisme de régulation
intrinsèque qui permet au débit sanguin de demeurer constant durant des
variations de pression artérielle systémique. Un des événements
physiologiques important de l'autorégulation est de permettre au débit
sanguin de s'ajuster aux besoins métaboliques en dépit des fluctuations de
la pression artérielle, pour maintenir une pression de perfusion à un
niveau adéquat afin de permettre les échanges cellulaires. Ce phénomène

produit une constriction des artères lorsque la pression de perfusion
augmente et engendre une dilatation lorsque la pression de perfusion

diminue (Johnson, 1980). Les vaisseaux sanguins de 50 à 200 pm de

diamètre, sont particulièrement impliqués dans l'autorégulation des débits
sanguins (Baumbach, 1985). Ce processus d'autorégulation est un des
événements les mieux adaptés de la physiologie vasculaire; et il se fait en

deçà de 5 secondes (Symon, 1973; Aaslid, 1989).

Chez l'adulte, le débit sanguin est maintenu constant sur un grand

intervalle de pression de perfusion, de 45 à plus de 145 mmHg
(Robinson, 1986). Ces débits sanguins maintenus constants évitent ainsi
des hémorragies qui pourraient se produire durant des variations
extremes de la pression systémique. Par exemple, lorsque la pression de
perfusion tombe sous 60 mm Hg durant l'évanouissement, les vaisseaux
sanguins se dilatent, assurant ainsi une irrigation suffisante au cerveau.
En revanche, lorsque la pression de perfusion augmente à plus de 145
mm Hg durant un oedème cérébral, les vaisseaux sanguins se contractent
afin d'éviter la rupture de petits vaisseaux sanguins fi-agiles situés en
aval.

u
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n Contrairement à l'adulte, le débit sanguin du nouveau-né est

autoregulé sur un intervalle de pression de perfusion plus étroit, de 45 à
85 mmHg (Chemtob,1991). Ce court intervalle chez le nouveau-né
suggère une vasoconstriction insuffisante ou un excès de vasodilatation
lorsque la pression de perfusion est augmentée, ce qui rend le nouveau-né
vulnerable à plusieurs contraintes. Les altérations du débit sanguin sont
souvent la conséquence de deux importantes pathologies vasculaires
rencontrées chez le nouveau-né prématuré: l'hémorragie
intraventriculaire et la rétinopathie (Perlman, 1985; Flynn, 1992).

Bien que des études démontrent que le système nerveux autonome
soit responsable de la vasomotricité des vaisseaux piaux cérébraux ou des
artères pénétrantes (Wagerle, 1986; Suzuki, 1991), ce système ne serait
pas responsable du contrôle de l'autorégulation du débit sanguin. Des
evidences montrent la participation de N0 dans la régulation des débits
sanguins cérébraux et oculaires (ladocola; 1994; Becquet, 1997; Hardy,
1997). Ces conclusions sont basées sur le fait que l'inhibition de la NOS
chez le nouveau-né augmente la limite supérieure de l'autorégulation du
débit sanguin à des valeurs comparables à celles de l'adulte. Ceci suggère
la présence d'un excès de vasodilatation ou d'une absence de
vasoconstriction efficace en réponse à une augmentation de la pression
de perfusion chez le nouveau-né, comparativement à l'adulte.

u

Un aspect important de la circulation sanguine est l'association

des débits sanguins avec les demandes métaboliques. Des études
démontrent que le N0 joue un rôle dans cette association entre les débits

sanguins et l'activité neuronale (Akgoren, 1994; Faraci, 1994; ladecola,
1994). L'utilisation de bloqueurs de la NOS empêchent cette réponse de
se produire. L'augmentation du débit sanguin en réponse à l'activation
des fibres cholinergiques qui se projettent au cortex cérébral est atténuée
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par des inhibiteurs de la NOS (Adachi, 1992; Raszkiewicz, 1992).
L'induction de la NOS pourrait être nécessaire dans le but essentiel de
maintenir la régulation du débit et de la pression sanguine durant le

développement de la vasculature.

2.0 Similarités des NOS constitutives et des PGs dans la régulation
hémodynamique du cerveau et de l'œil durant la période périnatale

Il existe une relation temporelle et fonctionnelle entre l'activité de
la NOS et les niveaux des prostaglandines (PGs). L'augmentation de
l'activité de la NOS (Bredt, 1994b; Buttery, 1995; Lizasoain, 1996;
Riche, 1995) et de la cyclooxygénase - 2 (COX-2) (enzyme responsable
des niveaux élevés des PGs) (Kaufinan, 1996; Li, 1997; Peri, 1995;

Yagamata, 1993) joue un rôle dans la synaptogénèse et dans le
développement neuronal. D'autres évidences indiquent l'implication de
NOS et des PGs dans la régulation de l'hémodynamie cérébrale et
oculaire (Prado, 1992; Northington, 1997; Leffler, 1993; Péri, 1995;
Busija, 1997; Chemtob, 1991; Hardy, 1996a). Chez le nouveau-né,
1'inhibition de la synthèse du N0 et des PGs, augmente principalement la
limite supérieure de l'autorégulation des débits sanguins cérébraux et
oculaires à des valeurs similaires et comparables à celles observées chez
l'adulte. En conclusion, cette interaction positive entre la NOS et les PGs
pourrait être nécessaire au développement normal du cerveau et de la
vasculature.

u
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2.1 Regulation des NOS par les prostaglandines

Les mécanismes responsables de la régulation des NOS

constitutives durant la période périnatale ne sont pas connus; mais

plusieurs études suggèrent un rôle des PGs dans la régulation de la NOS
inductible dans les macrophages (Gaillard, 1992; Marotta, 1992;
Raddassi, 1993; Aeberhard, 1995; Minghetti, 1997). Cependant, les
résultats sont contradictoires quant aux effets des PGs. Certaines études
démontrent que les PGs peuvent induire la NOS inductible (Gaillard,
1992), alors que d'autres suggèrent l'inhibition de la NOS par les PGs
(Marotta, 1992; Raddassi, 1993). L'inhibition de la cyclooxygénase

(COX) (enzyme responsable de la synthèse des PGs) par des agents anti-

inflammatoires non stéroïdiens tels l'ibuprofène et l'indométhacine

peuvent diminuer la production de N0 dans les macrophages (Aeberhard,

1995); cette inhibition de la NOS par les agents anti-inflammatoires non
stéroïdiens semble être attribuée au contrôle de l'expression du gène de la

NOS. A part les macrophages, la NOS inductible est aussi régulée par les
PGs dans les cellules endothéliales (Radomski, 1990). D'autres évidences

démontrent que le rôle des oestrogènes dans la régulation de l'activité de

la NOS semble en partie être dû aux PGs (Myers, 1996; MacRitchie,
1997).

0

Au point de vue moléculaire, des changements au niveau

transcriptionnel ou de la stabilité de l'ARN messager pourrait expliquer

les changements de l'expression de la NOS. Les PGs pourraient interagir

avec des facteurs qui moduleraient la stabilité de l'ARN messager de la
NOS. Un de ces facteurs est l'interleukine l qui induit une production
accrue de l'ARNmessager de la NOS et de la COX par une activation

transcriptionnelle ou une augmentation de la stabilité de l'ARN messager
(Tetsuka, 1994). D'autre part, plusieurs des éléments régulateurs qui
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n contrôlent la transcription des gènes peuvent être modulés par les PGs.
L'expression et les sites de liaison pour les facteurs de transcription tels

que c-fos, AP-1, AP-2, NF-1, NF- Kp et CREB sont régulés par les PGs
(Simonson, 1994; Camandola, 1996; Micali, 1996; Paliogianni, 1994;
Paliogianni, 1996; Weinreb, 1997). Ces résultats laissent envisager que
les gènes des NOS constitutives peuvent être modulés par les PGs.

Des études suggèrent l'implication de la PGE^ dans la régulation
de l'expression génique de la NOS inductible (Milano, 1995;
Bhattacharya, 1999). Là transcription de la NOS inductible est activée par
la PGEz dans les cellules endothéliales (Bhattacharya, 1999). D'autres
gènes modulés par la PGEz incluent le c-fos (Simonson, 1994; Danesch,
1994; Bhattacharya, 1998). L'inhibition de la COX par l'indométhacine
abolie l'expression de l'ARN messager de c-fos; suggérant l'implication
de cette enzyme dans l'activation de ce gène (Simonson, 1994; Danesch,
1994).

3.0 Biosynthèse des prostàglandines

u

Les prostaglandines (PGs) font partie des eicosanoides dont le
substrat principal pour sa formation est l'acide arachidonique qui se
forme par l'action des phospholipases membranaires. Une fois libéré,
l'acide arachidonique est converti en PGG2 et ensuite, en PGH2 par la
cyclooxygénase (COX, aussi appelée PGH synthase). La COX possède
deux activités catalytiques: L'activité oxygénase qui catalyse la
conversion de l'acide arachidonique en PGGz et l'activité péroxydase qui
catalyse la transformation de PGGz en PGH2 (Myamoto, 1976; Van Der
Ouderaa, 1977). Une fois métabolisée par la COX, la PGH2 est convertie
par une ou plusieurs enzymes dites synthases en une variété de
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n prostaglandines actives (Figure 5).
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Figure 5. La voie métabolique de la cyclooxygénase

(Nanimiya, 1999)

3.1 Cyclooxygénase

u

Il existe deux types d'isoformes de la COX, la COX-1 et la COX-

2 (Smith, 1996; Vane, 1998), lesquelles ont un degré d'homologie

d'environ 60% en acides aminés et ont une activité catalytique similaire

(Kujubu, 1991). Cependant, ces isoformes possèdent un mode de

regulation distinct. La COX-1 est exprimée de manière constitutive dans

presque tous les tissus et types cellulaires et est responsable des faibles

concentrations de PGs nécessaires à l'homéostasie cellulaire; tandis que la
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0

la COX-2 est exprimée de façon inductible et répond à plusieurs stimuli
intra- et extra- cellulaires tels les cytokines et les facteurs de croissance,
ainsi que l'activité synaptique (Herschman, 1996). L'activité enzymatique
de la COX est augmentée durant la période périnatale, laquelle est
responsable des niveaux élevés des PGs. Dans le cerveau du nouveau-né,
la COX-2 contribue pour 90% de l'activité totale de la COX (Yagamata,
1993; Péri, 1995). La COX-2 ne serait pas uniquement inductible, car elle
est exprimée de manière constitutive dans le cerveau (Yagamata, 1993;
Kaufmann, 1996). L'expression de la COX-2 dans les neurones
excitateurs du cortex cérébral coïncide avec l'activité neuronale

(Kaufmann, 1996). Cette activité est essentielle à la synaptogénèse durant
le développement et le fonctionnement normal du cerveau. Alors que la
COX-1 décrite comme constitutive peut être induite au cours du
développement (Brannon, 1994). Donc, ces deux enzymes de la COX, la
COX-1 et la COX-2 peuvent être à la fois constitutive et inductible.

Au niveau intracellulaire, la COX-1 et la COX-2 sont localisées

sur la surface luminale du réticulum endoplasmique et de la membrane
interne et externe du noyau (Spencer, 1998). La synthèse des PGs par ces
deux enzymes localisées au niveau de la membrane nucléaire suggère un
rôle des PGs dans la régulation de plusieurs fonctions nucléaires dont
entre autres, la régulation de l'expression des gènes.

3.2 Transport des prostaglandines

0

A cause de leur nature hydrophobique et de leur charge négative,

les PGs sont incapables de franchir la bicouche de la membrane
plasmique. Un transporteur pour les PGs (PGT) a été identifié, et il
jouerait un rôle important dans le transport des PGs (Kanai, 1995; Lu,
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1996; Schuster, 1998). L'existence d'un PGT pourrait faciliter l'action
intracellulaire des PGs tel au niveau du noyau et ainsi influencer la

regulation de l'expression des gènes.

3.3 Rôles des prostaglandines dans divers sytèmes physiologiques

Une fois métabolisée par la COX, la PGH2 est convertie par une

ou plusieurs enzymes dites synthases en une variété de PGs actives. Le

contrôle de la formation d'un type de PG par rapport à un autre dépend
non seulement de la cascade d'événements dérivés de l'acide

arachidonique mais aussi du tissu et du type cellulaire. Quatre PGs sont

importantes physiologiquement, soit la PGD^, PGE^, PG^ et la PGF^

3.3.1 PGD2

La PGD^ est la PG la plus répandue dans l'organisme, laquelle
joue des rôles importants dans plusieurs systèmes physiologiques. Dans le

système nerveux, la PGD^ joue un rôle dans le sommeil, l'inhibition de la
liberation des neurotransmetteurs et dans la régulation des réponses à la

douleur (Giles 1988; Ito, 1989). Dans le système vasculaire, la PGDs est

reconnue comme un agent vasodilatateur et vasoconstricteur. Elle s'est
révélée comme un puissant vasodilatateur dans les muscles lisses gastro-
intestinaux, respiratoires et reproductifs (Coleman, 1987; Coleman,
1990); tandis que dans les muscles lisses pulmonaires, elle agit comme un

vasoconstricteur (Campbell, 1990). La PGD2 joue aussi un rôle dans le
système de l'hématologie en inhibant l'agrégation et l'adhésion

plaquettaire (Campbell, 1990; Coleman, 1990).

u
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3.3.2PGË2

0

La PGEz identifiée dans de nombreux tissus joue des rôles

fréquemment opposés. Par exemple, elle cause une vasoconstriction ou
une vasodilatation dans les muscles lisses vasculaires et non vasculaires

(Coleman, 1990; Negishi, 1995) et diminue ou augmente la libération des
neurotransmetteurs dans le cerveau (Coleman, 1990). Dans le cerveau et

la vasculature cérébrale, la production de la PGEz est élevée (White,
1982; Leffler, 1985a; Chemtob, 1990). Elle est un vasoconstricteur et un
vasodilatateur, et elle a été clairement démontré comme participant aux
réponses hémodynamiques cérébrales (Leffler, 1985b; Chemtob. 1996).
Cependant, ces effets vasomoteurs varient avec l'âge. Chez l'adulte, la

PGE^ cause une vasoconstriction (White, 1982; Hayashi, 1985; Leffler,
1987); tandis que chez le nouveau-né, elle a un effet de vasoconstriction

très négligeable sur la vasculature cérébrale (Hayashi, 1985; Leffler,

1987; Chemtob, 1989). Cette différence ontogénique au niveau de la

vasculature cérébrale semble impliquer l'action de la PGE^ sur différents
types de récepteurs.

3.3.3 PGF2a

u

Comme la PGEs, la PGFza est aussi l'une des principales PGs

produites dans le cerveau et la vasculature cérébrale. Elle est reconnue
comme un puissant vasoconstricteur dans ces systèmes et dans d'autres.
La PGFza cause une contraction dans les muscles lisses de l'utéms, des

bronches, de la trachée, de la voie gastro-intestinale et des vaisseaux

sanguins (Coleman, 1985; Campbell, 1990). Dans le système nerveux

central, elle joue aussi un rôle en réponse à la douleur (Campbell, 1990).
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3.3.4P0l2

La PGÏ2 est principalement produite par les cellules endothéliales,
inhibe l'agrégation plaquettaire et cause une vasodilation dans tous les
lits vasculaires (Chemtob, 1991; Wise, 1996). Ces actions contrecarrent
l'action vasoconstricteur du thromboxane et contribue au maintient de

l'homéostasie circulatoire (Negishi, 1993). En plus de son rôle de

vasodilatateur, la PGIz peut inhiber la libération des neurotransmetteurs

du système sympathique (Coleman, 1990), favoriser la libération des

transmetteurs adrénergiques non cholinergiques dans les neurones

entériques (Wise, 1996).

3.4 Rôles physiologiques des prostaglandines dans le tonus
vasomoteur et l'autorégulation

Les PGs jouent des rôles importants dans le tonus vasculaire et
dans l'autorégulation des débits sanguins cérébraux et oculaires (Pickard,
1980; White, 1982; Leffler, 1985b; Chemtob, 1991) Selon les PGs, les

effets vasomoteurs produits par ces agents varient; la PGDz, la PGIz et
jusqu'à un certain point la PGË2 cause une vasodilation, tandis que la

PGFza cause une vasoconstriction. De plus, il existe une différence

ontogénique dans les effets vasomoteurs produits par la PGEi et la

PGF2a. Chez l'adulte, ces dernières sont de puissants vasoconstricteurs

(Chemtob, 1989; Hayashi, 1985); alors que chez le nouveau-né, elles sont
des vasodilateurs ou des vasconstricteurs très négligeables (Chemtob,

1989; Li, 1996).

u

La PGEz a été identifiée comme la plus importante des PGs

causant une vasodilatation durant la période périnatale (Hayashi, 1985),
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n et elle contribuerait au contrôle de la résistance cérébrovasculaire durant

la vie foetale (Hayashi, 1985). La PGIz est aussi un agent vasodilatateur

durant la période périnatale. La PGÎi réduit le tonus des artères cérébrales

chez le porcelet et le babouin durant cette période (Hayashi, 1985;
Leffler, 1985b; Park, 1987). Dans des conditions, où il y a une réduction

en apport d'oxygène et en nutriments comme dans l'hypoxie, l'asphyxie,

et l'hypotension; les niveaux des PGs, notamment la PGE2 et la PGIz,

sont augmentés afin de contrecarrer la pression de perfusion qui est

insuffisante dans ces conditions (Leffler, 1986). Cependant, une étude a

montré que les niveaux de PGÏ2 dans le plasma des nouveau-nés qui

développent une hémorragie intraventriculaire sont aussi élevés

(Hutchinson, 1985) Donc, un excès de PGs dilatatrices est bénéfique

lorsque la pression de perfusion est insuffisante, mais cet excès peut
compromettre une constriction adéquate à la limite supérieure de

l'autorégulation des débits sanguins cérébraux. Cette affirmation est

confirmée par la modulation pharmacologique par des inhibiteurs de la

COX. L'inhibition de la synthèse des PGs par l'indométhacine, prévient

la vasodilatation induite par l'hypoxie et l'hypotension (McGowan,

1994). Au contraire, l'inhibition des PGs dilatatrices libérées en réponse

à l'hypertension augmente la limite supérieure de l'autorégulation chez le
nouveau-né (Chemtob, 1990), et ainsi le débit sanguin cérébral est
maintenu constant sur une grande intervalle de pression de perfusion.

Ceci pourrait expliquer l'efficacité de l'indométhacine de prévenir des
hémorragies intraventriculaires (Bandstra, 1988; Ment, 1988; Ment,
1994).

u

Les PGs jouent aussi un rôle important dans le contrôle de la

circulation sanguine oculaire, elles contribuent à déterminer les limites de
l'autorégulation des débits sanguins. L'inhibition des isoformes de la

COX et par le fait même des PGs augmente principalement la limite
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"^ supérieure de l'autorégulation des débits sanguins oculaires (Chemtob,

1991; Hardy, 1998a). Chez l'humain, les PGs libérées en réponse à une

augmentation de pression de perfusion, particulièrement la PGË2 et

PGFza causent une vasoconstriction (Nielsen 1990; Abran, 1994), mais

chez le nouveau-né ces mêmes PGs ont un effet de vasoconstriction très

négligeable sur la vasculature oculaire malgré qu'elles soient produites

en plus grande quantité.

La raison qui explique la différence ontogénique des effets

vasomoteûrs de la PGEz et la PGFsa dans le contrôle de la circulation

sanguine cérébrale et oculaire semble étire liée à la densité des récepteurs

des PGs qui diffère entre le nouveau-né et l'adulte. Par exemple, la

densité des récepteurs de la PGË2 et la PGFsa est plus basse chez le

nouveau-né que chez l'adulte (Abran, 1995). Chez le nouveau-né, non
seulement les PGs qui assurent une vasoconstriction sont relativement

inefficaces, mais les PGs produisant une relaxation des vaisseaux soit la
PGÏ2 et la PGDz causent une plus grande relaxation lorsqu'on les

compare à l'adulte. Ainsi une vasoconstriction minimale produite par la

PGEz et la PGFza et une vasodilatation significative engendrée par la

PGIz et la PGDz semble jouer un rôle important dans l'autorégulation des

débits sanguins. La très grande concentration des PGs, particulièrement

la PGEz et la PGFza dans la période périnatale (Mitchel, 1978) causerait

une régulation à la baisse de leurs récepteurs respectifs.

u
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3.5 Les récepteurs des prostaglandines

3.5.1 La structure des récepteurs des prostaglandines

Les PGs exercent leurs actions en agissant sur des récepteurs

spécifiques. Celles-ci sont membres de la grande famille des récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG), c'est à dire des récepteurs à sept
passages transmembranaires (TM) (Kennedy, 1982; Coleman, 1987).
(Figure 6 A, B). Il s'agit du récepteur DP pour la PGD2, des sous-types
des récepteurs EPp EP2, EP3 et EP4 pour la PGE^, du récepteur FP pour la
PGF^ et du récepteur IP pour la PGI^. Le clonage de ces récepteurs PGs
a été effectué chez plusieurs espèces animales; lesquels ont un degré
d'homologie d'environ 20% à 30% en acides aminés. Un résidu de 28
acides aminés, dont 8 sont conservés avec les autres RCPG, s'avère
important pour la stmcture et la fonctionnalité des récepteurs (Dohlman,
1991; Savarese, 1992). Par exemple, l'asparagine dans le deuxième
domaine ta-ansmembranaire est impliqué dans la liaison du ligand et dans
la transduction du signal (Savarese, 1992). Des résidus cystéine dans la
première et deuxième boucle extracellulaire contribuent à la stabilisation
des récepteurs en formant des ponts disulfides (Dohlman, 1991).

u

D'autre part, les récepteurs PGs contiennent des séquences qui se

différencient des autres RCPG incluant, des séquences dans la deuxième

boucle extracellulaire (G-R-Y-X-X-Q-X-P-G-T/S-W-C-F) et dans le
troisième et le septième domaine transmembranaire (M-X-F-F-G-L-X-X-
L-L-X-X-X-A-M-A-X-E-R et L-X-A-X-R-X-A-S/T-X-N-Q-I-L-D-P-W-

V-Y-I-L) (Ushikubi, 1995; Narumiya, 1999). Ces régions conservées
entre les récepteurs des PGs chez plusieurs espèces animales jouent un
rôle dans la structure du domaine de liaison du ligand. Par exemple, il a
été proposé qu'un résidu arginine dans le septième domaine
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"^ transmembranaire conservé parmi les récepteurs des PGs est le site de
liaison pour un groupe acide carboxylique (Huang C, 1995; Audoly,
1997). Des résidus sont aussi conservés parmi les récepteurs des PGs pour
la transduction du signal.
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3.5.2 La transduction du signal des récepteurs des prostaglandines

n

0

Les récepteurs partageant des voies de signalisation en commun

ont un degré d'homologie en acides aminés plus élevé comparés aux
récepteurs qui partagent le mâne ligand. (Regan, 1994; Boie, 1995; Toh,
1995). Les effets des récepteurs PGs sur le muscle lisse révèlent cette
relation. Par exemple, les récepteurs DP, IP, EPz, et EP4 induisant une
relaxation sur le muscle lisse partagent un haut degré d'homologie
comparés aux autres récepteurs. De façon similaire, les récepteurs EP] et
FP causant une contraction du muscle lisse sont semblables au niveau des

acides aminés comparés aux autres récepteurs. Les récepteurs des PGs
sont souvent ainsi regroupés en trois groupes: (l) DP, EP2, EP4, et IP; (2)

EPi,FP;(3)EP3.

Le premier groupe (DP, EP2, EP4, et IP) est couplé à une protéine
Gs, laquelle active l'adénylate cyclase (AC) pour augmenter la formation
d'adénosine mono phosphate 3,5-cyclique (AMPc) (Honda, 1993; Regan,
1994). Cependant, le récepteur IP peut être aussi couplé à une protéine Gq
qui augmente la production d'inositol phosphate et conduire à l'élévation
de la concentration du calcium (Namba, 1994). Le deuxième groupe des
récepteurs des PGs (EPi, FP) active la phospholipase C pour augmenter la
liberation de l'inositol phosphate et la concentration du calcium
intracellulaire par le couplage à une protéine Gq (Suba, 1987; Watabe,
1993; Abramovitz, 1994). Finalement, le troisième groupe, c'est à dire le
récepteur EP3, couplé à une protéine Gs, Gi ou Gq augmente ou diminue
la formation de l'AMPc, ou active la production de l'inositol phosphate
(Namba, 1993). Une augmentation de l'inositol phosphate et une
diminution de l'AMPc sont associées à une contraction des vaisseaux

sanguins, tandis qu'une augmentation de l'AMPc est souvent liée à une
vasodilatation (Suba, 1987). Puisque cette thèse aborde les récepteurs DP
et EP, ceux-ci sont discutés (Tableau 3).
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3.5.2.1 Le récepteur DP

Le récepteur DP isolé chez la souris (Hirata, 1994) et l'humain

(Boie, 1995) est composé respectivement de 357 et 359 acides aminés

avec un poids moléculaire de 40 012 et 40 276. La séquence des acides

aminés montre un haut degré de similarité avec les récepteurs EP2, EP4, et

IP. Le récepteur DP est couplé à l'activation de l'AC via une protéine

régulatrice de type Gs causant une augmentation des niveaux d'AMPc. La

regulation pharmacologique du récepteur DP peut être obtenue en

utilisant des agonistes (BW 245C, ZK110841) ou des antagonistes (BW

A868C)(Coleman,1994).

3.5.2.2 Les récepteurs EP (EP,, EP^, EPj et EP4)

Les nombreux rôles physiologiques attribués à la PGË2 sont dus

aux différents sous-types des récepteurs EP (EP[, EPz, EPa ou EP4.),

lesquels sont couplés à une variété de voies de signalisation de la
transduction.

Le récepteur EPj

u

Le récepteur EP) clone chez la souris (Watabe, 1993), le rat (Boie,

1997) et l'humain (Funk,1993), partage un degré d'homologie d'environ

85% en acides aminés. Des sites de phosphorylation pour les protéines

kinases dépendant de l'AMPc et des protéines kinases C ont été identifiés
(Watabe, 1993; Funk, 1993; Okudu-Ashitaka, 1996). L'activation du

récepteur EP] est souvent couplée à une protéine Gq, qui stimule la

phospholipase C, conduisant à une augmentation de l'inosositol
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n phosphate et à l'induction de la mobilisation de l'influx de calcium intra-

et extra-cellulaire (Coleman, 1994; Funk, 1993). Deux variants ont été

identifies pour le récepteur EPi (EPi et EP]-variant) (Okuda-Ashitaka,

1996). Le récepteur EP)-variant ne contient pas la région des acides aminés

conservée dans le septième domaine transmembranaire avec les autres

récepteurs des PGs (Okudu-Ashitaka, 1996). Des agonistes (17 phényl

trinor PGEz) et des antagonistes (AH6809) sont souvent utilisés pour la

regulation pharmacologique du récepteur EP 1 (Coleman, 1994).

Le récepteur EP-2

Le récepteur EPz a été clone chez la souris (Katsuyama, 1995;

Regan, 1995) et l'humain. (Smock, 1999). Le récepteur EPz contient des

sites de phosphorylation pour la protéine kinase A et plusieurs résidus

serine et thréonine pour la phosphorylation des kinases. Ces derniers

semblent jouer un rôle dans la désensibilisation du récepteur (Negishi,

1993).

La stimulation du récepteur EP; couplée à une protéine Gs active

l'AC qui augmente la production de l'AMPc (Coleman, 1994). Cette

activation de l'AC est liée à la dilatation de plusieurs vaisseaux sanguins

(Coleman, 1994; Negishi, 1993).

u

Contrairement au récepteur EP], l'expression du récepteur EPs est

élevée (Katsuyama, 1995). Les résultats obtenus sur des souris

transgéniques au niveau de l'homéostasie de la pression sanguine sont

contradictoires. L'hypertension (Kennedy, 1999) et l'hypotension (Tilley,

1999) ont été observées chez ces souris déficientes en EP2. Le récepteur

EP2 joue aussi un rôle important dans le système reproducteur féminin.
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n
Chez des souris femelles déficientes en EP2, on observe une réduction des

portées, une diminution dans l'ovulation et dans le taux de fertilisation

(Kennedy, 1999; Tilley, 1999; Hizaki, 1999). Ces études moléculaires
suggèrent des effets régulateurs sur l'homéostasie de la pression sanguine

et la fertilité par l'action du récepteur EPz.

Butaprost, 11-deoxy PGE2, AH 13205, misoprostol sont des

agonistes souvent utilisés pour la régulation pharmacologique du

récepteur EPi (Coleman, 1994) .

0

u

Le récepteur EPj

Le récepteur EPs a été clone et de nombreuses isoformes ont été

identifiées chez plusieurs espèces animales, incluant la souris (Negishi,
1993; Sugimoto, 1993), le rat (Takeuchi, 1993), le porc (Namba,1993), le

lapin (Breyer, 1994) et l'humain (Adam, 1994; Kotani, 1997; Regan,
1994). Chez l'humain, neuf iso formes du récepteur EP3 ont été identifiées

jusqu'à maintenant. Ces isoformes variant à l'extrémité C- terminale ont
des fonctions différentes. Malgré leurs propriétés de liaison du ligand
quasiment identiques, ces isoformes sont couplées à des protéines G
différentes, conduisant ainsi à des voies de signalisation différentes. Les

sous-unités a et P sont couplées à la protéine régulatrice de type Gi

conduisant à l'inhibition de la voie de signalisation de l'AC. La sous-

unité y est au contraire couplée aux protéines régulatrices de type Gi et

Gs, conduisant à l'inhibition de l'AC à faible concentration de la PGE2 et

à une stimulation à forte concentration. Chez le bovin, quatre isoformes

du récepteur EP^ ont été identifiées (3A, 3B, 3C, 3D); lesquelles sont
aussi couplées à des protéines G différentes (Namba, 1993). L'isoforme
3A couplée à la protéine Gi inhibe l'activité de l'AC, les isoformes 3B et



4l

n 3C couplées à la protéine Gs augmentent l'activité de l'AC, tandis que
l'isoforme 3D couplée à Gi, Gs et Gq inhibe et augmente l'activité de
l'AC ainsi que d'augmenter l'activité de la phospholipase C. Bien que
l'extrémité C-terminale du récepteur EP3 influence la spécificité du
couplage et l'activité des protéines G (Namba, 1993; Pierce, 1995;
Nammiya, 1996), des études chimériques ont démontré que d'autres
régions de la structure du récepteur EP3 peuvent être importantes telle la

troisième boucle intracellulaire CNeuschafer-Rube, 1997). (Figure 6).

0

La régulation pharmacologique du récepteur EP^ peut être obtenue
en utilisant des agonistes tels M&B 28,767 et GR 63799. Bien que le

sulprostone agit comme un agoniste du récepteur EPp il est reconnu
comme un agoniste potentiellement spécifique au récepteur EP3.

Le récepteur EP.4

Le récepteur EP4 a été clone chez la souris, le rat et l'humain (An,

1993; Bastien, 1994; Sando, 1994). Comme pour le récepteur EP2, le

récepteur EP4 contient des sites de phosphorylation pour la protéine

kinase A et plusieurs résidus serine et thréonine pour la phosphorylation

des kinases dans la partie C terminale (Negishi, 1993a).

0

L'activation du récepteur EP4 couplée à une protéine Gs augmente

la formation de l'AMPc. Cette augmentation est liée à une vasodilatation
(Coleman, 1994). Le récepteur EP4 semble être essentiel à la survie

puisque les souris déficientes en récepteur EP4 ne survivent pas (Nguyen,

1997). La régulation pharmacologique peut être obtenue par l'utilisation

de l'antagoniste AH23848 (Coleman, 1994).
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3.6 Evidences des récepteurs des prostaglandines au niveau de

l'enveloppe nucléaire

Plusieurs études suggèrent la possibilité d'interaction des PGs

avec des récepteurs présents au niveau de la membrane nucléaire. Tout

d'abord, les enzymes impliquées dans la synthèse des PGs, c'est à dire la
COX-1, la COX-2 et la PLÂ2 ont été identifiées au niveau de la

membrane nucléaire (Morita, 1995; Spencer, 1995; Schievella, 1995);

ensuite des sites de liaison intracellulaires aux PGs ont été observés (Rao,

1995); la présence d'un transporteur pour les PGs pourrait faciliter
l'action intra-cellulaire des PGs au niveau de la membrane nucléaire

(Kanai, 1995; Lu, 1996; Schuster, 1998); Finalement, des récepteurs des
PGs au niveau de la membrane nucléaire ont été identifiés dans de

nombreux tissus et ils interviennent dans la modulation de la transcription

génique tels c-fos et iNOS (Bhattacharya, 1998; Bhattacharya, 1999). A

partir de ces résultats, on peut suggérer que la présence des récepteurs des

PGs au niveau de l'enveloppe nucléaire joue un rôle dans plusieurs

fonctions nucléaires dont entre autre la régulation de l'expression des

gènes, et ainsi influencer plusieurs fonctions biologiques au cours du

développement.

0
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II. HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS

L'hypothèse:

Le NO s'est révélé comme un messager biologique important,

ainsi qu'un agent vasodilatateur puissant durant la période périnatale. Il
jouerait un rôle dans la synaptogénèse, la différenciation neuronale et
dans le contrôle de la circulation sanguine au cours du développement du
cerveau et de la vasculature. L'augmentation de l'activité des NOS
constitutives aurait pour but de préserver des fonctions cellulaires et
circulatoires importantes; toutefois les mécanismes qui sont responsables

de cette activité accrue durant la période périnatale demeurent méconnus.
Certaines études suggèrent un rôle des PGs dans la régulation de la NOS
inductible, et d'autres ont démontré une relation temporelle et
fonctionnelle entre l'activité des NOS et des PGs en période périnatale.
En se basant sur ces informations, nous avons proposé l'hypothèse, que la
production des PGs synthétisées par la COX contrôle l'expression des
NOS constitutives (n-et e-NOS) durant la période périnatale. Nos études
ont été faites sur des tissus neuronaux (cerveau et vaisseaux sanguins
cérébraux) et sur un tissu vasculaire non neuronal (choroïde) chez deux

espèces animales (rat et porc).

Les objectifs principaux étaient:

u

l) Etudier l'ontogenèse des NOS constitutives (n- et e-NOS) et des PGs

en mesurant l'expression des ARN messagers des NOS et des COX, les

niveaux de protéines, l'activité des NOS et les niveaux des PGs.

2) Déterminer le rôle des PGs dans la régulation de l'expression des NOS
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constitutives en modulant la synthèse des PGs par des inhibiteurs de la

COX (ibuprofène et nimesulide).

0

3) Caractériser le (s) type (s) de PGs et de son/ses récepteurs impliqué (s)

dans ce processus par la régulation pharmacologique avec des agonistes et

des antagonistes des PGs.

4) Déterminer le rôle physiologique d'une telle régulation sur le tonus
vasomoteur par l'utilisation d'agents vasoactifs, et sur l'autorégulation
des débits sanguins par l'utilisation de microsphères radioactives.

0
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1.1 Abstract

We tested the hypothesis that high prostaglandin levels during the
perinatal period might regulate brain nitric oxide synthase (nNOS)
expression. nNOS and cyclooxygenase (COX)-2 mRNAs were higher in

brain cortex and periventricular area of newborn rats and pigs compared to
adult brain. NOS activity was also 2/2-4 fold higher in newborn than in adult
brain. Administration of nonselective COX inhibitor ibuprofen or COX-2
inhibitor nimesulide every 8 h for 24 h to newborn rats and pigs reduced
prostaglandin levels and caused comparable reductions in nNOS mRNA,
protein and activity to levels of adult; COX inhibitor-induced changes were
prevented by co-treatment with PGE; analog, 16,16-dimethyl PGEs, and
agonist for the EP3 receptor of PGEz, sulprostone, but not by PGIz analog
carbaprostacyclin, PGDz, EPi receptor agonist 17-phenyl trinor PGEz and
EP2 agonist butaprost. Concordant observations were made in vitro and
revealed that nNOS expression (detected by NADPH diaphorase reactivity)

mostly present in neurons of the deeper cortical layers was reduced by COX
inhibitor, and this effect was prevented by EPs agonist. In conclusion, high
levels of PGË2 in neonatal brain contribute to the increased expression of

nNOS by acting on EPa receptors; this positive interaction between PGE;
and nNOS might be required physiologically for normal brain development.

Keywords: Cyclooxygenase-2, nNOS, PGE2, EPa receptors, newborn.

u



50

n 1.2 Introduction

THE THREE ISOFORMS of nitric oxide synthase (NOS) include the
calcium-independent isoform expressed mainly in macrophages and the
calcium-dependent isoforms present in endothelial cells (eNOS) and
neuronal tissues (nNOS) (22). Nitric oxide ÇNO), formed via neuronal NO
synthase (nNOS), acts as a signal for the development and shaping of
neuronal cells and their activity (6,55), as well as the control of blood supply
to the brain in response to metabolic demands (30). More than 95% of all
NOS activity in the brain is attributed to nNOS (17,25,29).

f

\^

NOS displays a precise pattern of increased activity in the nervous
system during the perinatal period in various species including rodents, pigs,
cats and proposed for humans as well (6,9,40,52,58). These developmental
changes in NOS activity immediately precede a period of maximal
synaptogenesis (20,40,61) for which it has been implicated (57). Similar
functions have been ascribed to cyclooxygenase (COX)-2 (39,61,32). The
mechanisms regulating this high NOS activity in the perinatal period are not
well understood. Although a role for estrogens has been suggested, this
contribution is only partial (40). A role for prostaglandins in regulating NOS
activity has been proposed under certain conditions. It has been reported that
COX inhibitors markedly inhibit NO production in rat alveolar macrophages
(2); this has led to the suggestion that the inhibition of prostaglandin
synthesis results in an inhibition of NOS gene expression and in turn in a
decreased NO synthesis. There is also evidence that constitutive NOS (eNOS
and nNOS) can potentially be induced by prostaglandins (51). Furthermore,
the suggested role of estrogens in partially governing NOS activity (40)may
be partly mediated by prostaglandins since estradiol can stimulate
prostaglandin synthesis (46).
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Prostaglandin synthesis is catalyzed by COX-1, which is mostly
constitutive, and COX-2, a readily inducible isozyme (59). We have
previously shown that COX-2 expression is increased in brain cortex and
periventricular white matter of the newborn and is its main source of high
prostaglandin levels, such that COX-2 activity accounts for approximately
80% of total COX activity in perinatal brain, whereas in the adult it is
responsible for less than 10% of total COX activity (39,50); COX-1
expression is unaltered in brain during this developmental period (39,50).
Because NOS has the potential of being induced by prostaglandins (2,51),
and both prostaglandin levels as well as NOS activity have been found to be
high in brain tissue of the perinate (6,9,31,39,40,42,50,52), we hypothesized
that high levels ofprostaglandins regulate the expression ofnNOS in brain in
the newborn. For this purpose, we characterized the ontogeny of nNOS and
COX-2 in brain cortex and periventricular region of neonatal rats and pigs
and determined the role of COX-2-derived prostaglandins in inducing nNOS
expression. Our findings reveal that PGEz exerts a positive control over
nNOS expression in the brain during the perinatal period, and that this effect
is mediated via the EP3 subtype ofPGE2 receptors.

u
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1.3 Materials and Methods

0

Chemicals. Butaprost was a gift from Miles (West Haven, CT) and
M&B28,767 from Rhone-Poulenc Rarer (UK). The following products were
purchased: polyclonal rabbit antibody specific to nNOS from (Calbiochem-
Novabiochem, San Diego, ÇA); (3-actin cDNA from (Ambion, Austin, TX);
a-[32P]CTP (3000 Ci/mmol), enhanced chemiluminescence kit, and L-
[ H]arginine from (Amersham, Mississauga, ON, Canada); pepstatin and
leupeptin from (Boehringer Mannheim, Montreal, Que; Canada); nimesulide,
ibuprofen, aspirin, neutral red, soybean trypsin inliibitor (type II-S),
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), P-mercaptoethanol, 1,4-
dithiothreitol, HEPES, EDTA, EGTA, L-arginine, NG-nitro-L-arginine (L-
NA), NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), NADPH, FAD, 6R-
tetrahydrobiopterin, and R-NADPH from (Sigma-Aldrich, Oakville, ON,
Canada); 16,16-dimethyl PGEz, PGDz, carbaprostacyclin, 17-phenyl trinor
PGË2, and sulprostone from (Cayman, Ann Arbor, MI); 7-nitroindazole
(Tocris Cookson, St. Louis, MO); ribonuclease A, T7 sequencing kit from
(Pharmacia Biotech, Montreal, Que, Canada); pGEM3 plasmid vector and m
vitro transcription kit from Promega (Madison, WI); Dowex AG-50W-X8
resin, protein assay and electrophoretic reagents purchased from (Bio-Rad,
Missisauga, ON, Canada); guanidinium isothiocyanate, T4 DNA ligase,
restriction enzymes from (BRL Life Technologies, Burlington, ON, Canada);
radioimmunoassay kits for PGEi, PGD2 and o-keto-PGFia (Advanced
Magnetics, Boston, MA); all others chemicals were from Fisher Scientific,
Montreal, Que, Canada.

u

Animais. Time-pregnant Sprague-Dawley rats were purchased from Charles
River, St. Constant, Quebec, and maintained on a schedule of 12 h light: 12 h
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darkness (lights on 07.00-19.00 h) at 22-25°C and 50-70% humidity and fed
ad libitum rat chow and tap water. Newborn (1-2 days old) Yorkshire pigs
were purchased from Fermes Ménard, L'Ange Gardien, Quebec. Adult (6-8
months) pig brains were collected from an abbatoir immediately after
sacrifice and brought to the lab on ice. Animals were used according to a
protocol of the Animal Care Committee of St. Justine Hospital, Montreal,
Quebec. Pregnant rats were decapitated after anesthesia with pentobarbital
(60 mg/kg ip), and 17 and 19 days old fetuses were immediately delivered
thereafter by caesarian section. A group of pregnant rats were allowed to
deliver and pups were studied at 6, 8, 10, 12 and 15 days of age.
Frontoparietal brain cortex and periventricular area from rat pups was
collected following decapitation. Tissues from adult animals were obtained
from males as well as non-pregnant females; results were independent of
gender. Newborn pigs were anesthetized with halothane and polyethelene
catheters were placed in the jugular vein for intravenous injections. Piglets
were killed with pentobarbital (120 mg/kg) for the removal of brain.

u

Treatments. Rat pups (9 days old) were randomly assigned to intraperitoneal
treatment every 8 h for 24 h with saline, non selective COX inhibitor
ibuprofen (40 mg/kg), COX-2 inhibitor nimesulide (5 mg/kg) (21), or a
combination ofnimesulide with one of the following: 16,16-dimethyl PGE2
(stable PGEz analog, 10 |^g/kg), carbaprostacyclin (PGI; analog, l |^g/kg),
PGD2 (10 ^ig/kg), 17-phenyl trinor PGE2 (agonist of the EPi receptor of
PGË2, 20 |^g/kg), butaprost (agonist of the EP2 receptor ofPGE2, 100 ^ig/kg),
sulprostone (EP3 agonist, 10 (J-g/kg) (13); animal age selected was based
upon pilot studies which revealed near-peak expression of nNOS (see
confirmation in Fig. 1). Newborn pigs were treated with the same agents as
described for rats. The 24 h treatment duration was based on pilot
experiments which revealed that acute (<2 h) administration of COX
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n iiihibitors was ineffective in altering nNOS expression. Doses of ibuprofen
and nimesulide used in this study have previously been shown to reduce
prostaglandin levels to those found in the adult pig (23,38); and doses of
prostaglandins and analogs administered have been demonstrated to alter
prostaglandin levels and/or cause effects in vivo (3,34,47). In addition,
conversely we tested the role of NO on COX-2 expression; accordingly,
animals were treated every 8 h for 24 h with L-NAME (l mg/kg [26]).

In separate experiments, slices (2-3 mm) of newborn pig brain cortex
were incubated for 12-18 h in culture medium without or with (10 |J.M)
ibuprofen, nimesulide, or a combination ofnimesulide (10 ^M) and a PGEz
analog (l |-iM): PGDi, carbaprostacyclin, 16,16-dimethyl PGE2, 17-phenyl
trinor PGEs, butaprost, sulprostone or M&B28,767 (selective EPa agonist)
(13).

0 Preparation ofcRNA probes for rat and pig nNOS, pig destrin and rat COX-
2, and ribonuclease protection assays. The partial cDNAs encoding rat and
pig nNOS and pig destrin mRNAs (45) were synthesized by RT-PCR
respectively from rat and porcine cerebellar total RNA. Reverse transcription
of total RNA followed by amplification of the cDNA using the gene specific
primer sets were conducted as previously described (49,50). The primer pair
for porcine destrin were: 5'-ATG ATG CAA OCT TTC AAA CC -3' and 5'-
GGA AGC TTT CGA TCT GTG G -3'. The primer pairs for porcine nNOS
were: 5'- GGG GGA TCC ARG ART AYG ARG ART GGA ART GG -3'
(QEYEEWKW) and 5'- GGG GAA TTC GAT RTC RAA YTG CGY TOY
TGC ÇA -3' (WQQRQFDIQ), based on the consensus amino acid sequences
(in parentheses) of human and rat nNOS sequences. The amplified product
(0.4 Kb) were digested with appropriate restriction enzyme (underlined

u
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0 sequences in the primers denote the restriction sites) and cloned into pGEM4
vector.

Rat nNOS cDNA was amplified as above with the following primer
pair: 5'- GCA CAT TTG CAT GGG CTC GA -3' and 5'- CCT CTG CAG
CGG TAT TAT TC -3'. The amplified product (1.0 Kb) was digested with
Barn HI and the 0.214 Kb fragment was cloned into pGEM4. The nucleotide
sequences of rat and pig nNOS partial cDNAs were determined by
sequencing, multiple clones using Ï7 sequencing kit. The partial cDNAs of
pig (50) and rat COX-2 (49) were previosuly described.

[32P]-Labelled cRNA probes for nNOS and COX-2 were prepared
using an m vitro transcription kit (Promega). Total RNAs from brain cortex
was obtained as described previously (11). Aliquots of the total RNAs were
subjected to ribonuclease protection assays according to a published protocol
(4) with minor modifications. Briefly, 60 [IB, of total RNA was mixed with
105 cpm ofnNOS or COX-2 probes in 20 ^1 of hybridization buffer (80%
deionized formamide, 40 mM PIPES, pH 6.8, l mM EDTA and 0.4 M
Nad), denatured at 90°C for 5 min and incubated overnight at 50°C. The
RNA hybrids were digested with ribonuclease A (10 p.g/ml) and ribonuclease
T] (200 units/ml) in 200 ^1 of digestion buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5
mM EDTA, and 0.3 M NaCl) for 30 min at 25°C. Proteinase K treatment
followed by precipitation of protected fragments was conducted exactly as
described (4). The protected RNA fragments were resolved on urea-8%
polyacrylamide gels and the bands were visualized by phosphorimaging
(Molecular Dymamics) and quantified densitometrically.

u

Western blotting. Western blotting for nNOS was performed using a
method previously described (1,49,50). Brain cortex was homogenized in a
buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, l mM EDTA, 137 mM NaCl, 1% Nonidet
P-40, and 10 |^g/ml each of leupeptin, pepstatin, soybean trypsin inhibitor,
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0.2 mM PMSF) with an Omni tissue grinder for 15-20 s; whole tissue lysates
were used since nNOS is contained in both membrane and cytosolic fractions
(8,28). Protein was determined by dye-binding assays using bovine serum
albumin as the standard. After the addition of R-mercaptoethanol to aliquots
of supernatants (100 ^ig protein) to a final concentration of 10%, the samples
were denatured by boiling for 5 min and resolved by electrophoresis on an
8% SDS-polyacrylamide gel. The transfer of tissue lysate proteins to
membranes and immunoblotting using antibodies (1:2000) against nNOS
were conducted exactly as previously described (1,50). Immunoreactive
bands were visualized by chemiluminescence (Amersham, Canada) as
recommended by the supplier.

u

NOS activity. NOS activity was determined by the conversion of L-arginine
to L-citrulline (53) as previously described (26). Briefly brain tissue was
homogenized in 5 ml ice-cold homogenization buffer (50 mM Tris-HCl, pH
7.5, l mM EDTA, l mM l ,4-dithithreitol, 5 mM glucose, l mM PMSF, and
20 p.g/ml each of aprotinin, leupeptin, and soybean tr^'psin inhibitor). The
homogenate was centrifuged at 12,000 x g for 15 min and the protein content
of the supernatant determined by the dye-binding method. An aliquot of the
supernatant (100-200 ^g protein) was incubated in the absence or the
presence of the NOS inhibitor L-NA (l mM) or the selective nNOS inhibitor
7-nitroindazole (100 ^M) (44) in incubation buffer (in mM: HEPES 50, pH
7.5, 1,4-dithiothreitol l, EDTA l, and CaCl2 1.25) with 0.1 mM L-arginine
(containing l \id L-[ H]arginine [l ^iCi/mmol specific activity]), l mM
NADPH, 15 [xM 6R-tetrahydrobiopterin, l i^M FAD, and l [ïM. calmodulin
for 10 min at 37°C. The reaction was terminated by addition of 1 ml ice-cold
100 mM HEPES buffer (pH 5.5) containing 10 mM EGTA and 500 mg
Dowex AG-50W-X8 cation exchange resin and immediately centrifuged at
10,000 x g for 20 min. Radioactivity in the L-[ HJcitrulline-containing
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n supernatant was counted. Total NOS and nNOS activities were respectively
measured from the L-NA- and 7-nitroindazole-sensitive production of L-
[3H]citrulline from L-[3H]arginine. iNOS activity was determined by adding
EGTA (10 mM) to the incubation buffer. Constitutive NOS activity, mostly
all nNOS in brain tissue (25,29), was obtained by subtracting iNOS activity
from total L-NA-sensitive NOS activity. 7-Nitroindazole-sensitive NOS
activity was measured as total NOS activity minus that after addition of 7-
nitroindazole.

Prostaglandin assays. Brain tissue was homogenized and centrifuged at
1,000 x g for 10 min at 4°C; the supernatant was homogenized again and
recentrifuged at 50,000 x g for 30 min at 4°C. Extraction and measurement
ofPGEz, PGDz and 6-keto-PGFio. (stable PGIz metabolite) in the supernatant
was performed as previously described in detail (38,50).

NADPH diaphorase histochemistjy. NADPH diaphorase reactivity which is
currently a well established marker for NOS (5,15), was performed using a
method previously described (36). Brain slices were fixed by immersion in
4% parafolmadehyde in 0.1% phosphate buffer saline (pH 7.4) overnight at
4 C and then placed in 30% sucrosed buffer for 2 days. Tissue sections 40
[im thick were made with a cryotome. The free-floating sections were
incubated in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) containing 0.1% P-NADPH at
37° C for 60 min. Following the reaction, the sections were rinsed in
phosphate buffer and mounted onto slides. The slides were air dried and
treated in chloroform for 30 min to remove background staining and
counterstained with neutral red (0.13 g/100 ml).

u
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n Statistics. Data were analyzed by analysis of variance, comparison among
means test (Tukey-Kramer method) and Student's Mest. Statistical
significance was set at p< 0.05. Data are presented as means ± S.E.

("")
•......•

u
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n 1.4 Results

Ontogeny of nNOS and COX-2 mRNA in rat and pig brain. nNOS and
COX-2 mRNAs were expressed in rat fetal brain cortex and periventricular
area on days 17 and 19 of gestation, and exhibited an age-related increase
that peaked on postnatal day 10, afterwhich they declined (Fig. l). In pig,
expression ofnNOS and COX-2 mRNA was approximately 3-fold greater in
newborn than in adult brain cortex (Fig. 2a,b) and periventricular area (data
not shown).

nNOS protein immimoreactivity and NOS activity in newborn and adult pig
brain. As was the case with nNOS mRNA, nNOS immunoreactive protein
and constitutive NOS activity in newborn pig brain cortex was 2/2-4 fold
greater than that in the adult (Fig. 2c-e). Similar age-related differences were
observed in the periventricular region. L-NA and 7-nitroindazole-sensitive
NOS activities yielded equivalent results, which reflects the predominant
nNOS activity in brain (25,29); for instance, L-NA and 7-nitroindazole-
sensitive NOS activity in newborn brain cortex were respectively 62 ± 12
and 55 ± 10 pmol/min/mg protein. iNOS activity was approximately one
tenth that of nNOS and did not significantly differ between newborn and
adult.

u

Modulation of nNOS mRNA expression by prostaglandins m the newborn
rat. Treatment of 9 days old rat pups for 24 h with COX-2 inhibitor
nimesulide or nonselective COX inhibitor ibuprofen reduced brain PGEz
concentrations (pg/mg protein) from 201 ±54to 87 ± 14 and 72 ± 15,
respectively; comparable reductions were observed for PGDz and 6-keto-
PGFiu. Prostaglandin levels in the adult (eg. PGEs: 79 ± 10 pg/mg protein)
were similar to those in treated newborns. Treatment with COX inhibitors
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n for 24 h (but not acute, ^2 h) caused a significant reduction in the expression
of nNOS mRNA in brain cortex and periventricular region of the newborn to
levels found in the adult (Fig. 3a-d). Effects of COX inhibitors on nNOS
mRNA were prevented by co-treatment with 16,16-dimethyl PGEz (stable
PGEs analog), but unaltered by the other major prostaglandins, namely PGÏ2
(utilizing carbaprostacyclin) and PGD;, at similar doses; prostaglandin and
analog doses used have previously been shown to change prostaglandin
levels and/or cause effects in vivo (3,34,47). Treatments did not affect
mRNA expression ofp-actin.

In order to assess if conversely high NO synthesis in the newborn
affected COX-2 expression, a separate group of rat pups were treated with L-
NAME (1 mg/kg [26]). L-NAME did not affect COX-2 mRNA expression
or tissue PGË2 levels (data not shown) as we previously reported for the
latter (27). Studies were therefore pursued to ascertain the role of COX-2
products on nNOS mRNA, protein and activity in the perinate.

u

îvîodulation ofnNOS mRNA and protein expression by prostaglcmdins m the
newborn pig. Experiments conducted in the rat pup utilizing prostaglandin
synthesis inhibitors and prostaglandin analogs were repeated in the newborn
pig for confirmation. In addition, since PGË2 seemed to be the major
prostaglandin involved in the regulation of nNOS expression (Fig. 3), the
PGË2 receptor(s) (EPi, EP2, EPs and/or EP4 [13]) mediating these actions
was investigated using receptor agonists. Treatment of newborn pigs with
nimesulide reduced brain PGE2 concentrations (pg/mg protein) from 297 ±
43to 68 ± 17 levels similar to those of the adult, 80 ± 15. Nimesulide caused
a significant decrease in the expression of nNOS mRNA and
immunoreactive protein (Fig. 4a,b). This effect was prevented by 16,16-
dimethyl PGE; and sulprostone (agonist of EPa receptors of PGE2), but not
by 17-phenyl trinor PGE2 (EP) agonist) and butaprost (EP2 agonist); role for
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0 EP4 was not investigated because this receptor is not detected in newborn
brain tissue (37).

Effects of COX inhibitors and prostaglandins on NOS activity in newborn
brain. We examined if PGEz-elicited changes in nNOS mRNA and protein
are reflected in NOS activity. NOS activity in newborn rat and pig brain
cortex and periventricular region was similarly decreased to adult levels by
COX inhibitors, ibuprofen and nimesulide (shown in Fig. 5a,b). This
reduction was prevented by co-treatment with 16,16-dimethyl PGEi and EP3
agonist sulprostone but not with the same dose (10 f^g/kg ever}7 8 hx 3) of
PGD2.

0

In vitro modulation of newborn brain nNOS activity by COX inhibitors,
prostaglandins and PGE^ receptor agonists. To examine whether effects of
PGË2 on NOS expression m vivo and dependent upon EPs receptors (Figs.
11-13) are mediated directly on brain, experiments were conducted in vitro.
Incubation of slices of newborn pig brain cortex with ibuprofen or
nimesulide for 18 h caused a significant and equivalent reduction in 7-
nitroindazole-sensitive NOS activity (Fig. 6a). 16,16-Dimethyl PGE2,
sulprostone as well as the selective EP3 receptor agonist M&B28,767,
prevented COX inhibitor-induced decrease in NOS activity. In contrast,
PGDz, carbaprostacyclin, 17 phenyl trinor PGEz or butaprost (at high
concentrations of l p.M), did not alter effects of nimesulide. Prevention of
nimesulide-induced decrease in NOS activity by EPa agonists in vitro was
also reflected on nNOS mRNA and this effect was EPs agonist (sulprostone)
concentration-dependent (Fig. 6b).

u

Modulation of nNOS-containing brain cells by prostaglandins. To localize
the neural elements producing NO that are modulated by prostaglandins,
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slices of newborn pig brain incubated for 12 h in culture medium without or
with nimesulide or a combination of nimesulide with sulprostone were
stained for NADPH diaphorase activity. This approach was based on
numerous reports demonstrating that NOS fully accounts for NADPH
diaphorase activity as identified histochemically (5,15). The major
modulation of NADPH diaphorase staining by prostaglandins was located in
neurons of the deepest layers of the brain cortex and in the immediate
underlying white matter consistent with prominent location of NOS in
forebrain (5,36); whereas NADPH diaphorase reactivity of cerebral
microvessels due to eNOS expression (5,43) was unaffected by prostaglandin
modulation (Fig. 7). Incubation of slices of newborn pig brain with COX-2
inhibitor nimesulide for 12 h caused a 3-fold reduction in NADPH

diaphorase positive cells (Fig. 7). This effect was prevented by the EPs
receptor agonist sulprostone. Hematoxylin and eosin staining (10) of brain
slices revealed no adverse effect of prostaglandin modulation on cell number
(data not shown) as previously reported (7,48); hence, the effect of
prostaglandins was on the expression ofnNOS.

u
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n 1.5 Discussion

NO has been attributed with important roles in neural development
and synaptogenesis in early life (33,57,60), and its formation is relatively
high during the perinatal period in nearly all species
(6,9,26,31,40,42,50,52,58). Similar functions and ontogenic changes have
been observed for COX-2-derived prostaglandins (32,39,50,61). Based on
evidence that prostaglandins can regulate NOS expression m vitro (2,51), we
set out to investigate whether these eicosanoids contribute to the perinatal
regulation of nNOS expression and activity. Our findings reveal that the high
levels ofPGEz in the brain of the neonate, arising from COX-2, contribute to
the increased expression of nNOS in brain cortex and periventricular region
by acting on EPa receptors. as demonstrated on two distinct species, namely
rat and pig, and shown both in vivo and in vitro.

0

u

Evidence that nNOS is regulated by prostaglandins, specifically
PGEs, in the perinatal period is based on numerous observations: 1) The
main COX isoform responsible for catalysis of prostaglandin generation in
brain of the young neonate, namely COX-2 (39,50), exhibits a profile of
ontogenic changes similar to that of nNOS mRNA in the rat (Fig. 1).
Although it was not practical to follow the ontogeny of NOS from fetal to
adult life in pigs, we demonstrated nonetheless an equivalent abundance of
nNOS in brain of the newborn pig relative to that of the adult, consistent
with changes observed for COX-2 (Fig. 2). 2) More convincingly, a
reduction in prostaglandin synthesis (sustained [24 h], but not acute) in
newborn brain to levels in the adult, using either non-selective or COX-2-
selective inhibitors, resulted in decreased expression of nNOS mRNA,
immunoreactive protein, and activity in brain cortex and periventricular
region of rats and pigs. 3) Among the major prostaglandins, PGË2 was the
one that prevented COX-inhibitor-induced reduction in nNOS expression
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n and activity. This effect, was observed in vivo (Figs. 3 and 5), as well as in
vitro after incubation of newborn brain slices with COX inhibitors and PGE;

analogs (Fig. 6); these data also suggest that the in vivo modulation ofnNOS
by PGEz is the result of a direct action of this prostaglandin, which is most
specifically observed on brain neuronal cells (Fig. 6b). Inefficacy of PGDz
and carbaprostacyclin in vivo cannot be explained by insufficient dosing
which was comparable for all prostaglandins and analogs, and previously
shown to alter prostaglandin levels and/or cause effects in vivo (3,34,47).
Moreover, inability of high concentrations (l |^M) of PGDz and
carbaprostacyclin to reverse effects of COX inhibitors in vitro additionally
supports their inefficacy (Fig. 6).

0

u

The effect of PGEz on nNOS expression in newborn brain seems to
depend upon EPs receptor activation. Correspondingly, actions of PGE; in
preventing COX-inhibitor-induced reduction in nNOS expression and
activity were reproduced specifically by EPs receptor agonists, sulprostone
and M&B28,767 (13), and demonstrated in vivo and in vitro (Figs. 3, 4 and
6). It is relevant to point out that EPs was previously shown to be the only
PGEz receptor detected in newborn cerebrum (37). The mechanism through
which EPj activation induces nNOS expression is not known; stimulation of
c-fos (55), for which binding sites on the nNOS gene promoter are found in
the 5' regulatory sequence (24), is a possibility. Altogether, our observations
reveal that PGEi, via EPs receptors, is the principal prostaglandin involved
in the regulation of brain nNOS in the newborn. Along these lines one may
suggest that the previously reported partial role of estrogens in regulating
NOS activity in brain (40) may in part be attributed to prostaglandins (46).

At the cellular level, modulation of NADPH diaphorase staining by
prostaglandins was located in the deepest layers of the cortex and in the
immediately adjacent white matter in the area corresponding to the subplate
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neurons which are the first ones to be generated in the developing
mammalian cortex (12) and are critical in synaptogenesis and maturation of
neuronal phenotype (14). Of interest the developmental and regional profile
ofCOX-2 (16,32,50), nNOS (6,16), along with that of N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor expression (54,56) which per se is coupled to NO
production (4l), coincides with the critical period for activity-dependent
synaptic remodeling (19,35). In addition, an intimate relationship between
neural cells and blood vessels (18) which are also known to contain abundant
NOS and COX-2 in the perinatal period (1,50, and present paper [Fig. 7])
may also suggest a significant contribution for products of these enzymes in
coupling developing synaptic activity with local cerebral microcirculation
(18). Because NO and COX-2 products seem to play important roles in
neural development and synaptogenesis (32,33,39,50,57,60,61) our
observations provide a link for these distinct factors in shaping neural
development by disclosing a major role for PGE2 in modulating nNOS
expression through action on EPa receptors.

In conclusion, our data reveal a mechanism for increased activity of

nNOS in brain during the perinatal period, contributed by actions of EP3
receptors of PGEz which per se is generated by equivalently high catalytic
activity of COX-2 (39,50, and present study). Of interest, a similar role for
prostaglandins has recently been suggested in the regulation of NOS in the
eye (1). At present the mechanisms responsible for increased COX-2
expression in the perinate remain unknown; these are currently under
investigation. We speculate that the positive interaction between nNOS and
COX-2 in brain disclosed in this study might be required physiologically for
normal neural development (19,35,57,60,61).

u
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PERSPECTIVES

Nitric oxide and prostaglandin formation is abundant in the brain of

the perinate relative to that of the older subject, at a time critical for

synaptogenesis and cortical development. Both these factors (NO and

prostaglandins) have independently been attributed significant roles in these

crucial functions of neural development as well as in the control of coupled

cerebral microcirculation. The present study clearly demonstrates an

interaction between prostaglandins and NO. Of the prostaglandins

specifically PGEs, via its EP3 receptors, was found to regulate nNOS mRNA
and protein expression as well as its activity in brain cortex, mostly in its

deepest layers and adjacent white matter, predominantly in neurons; of

relevance, EPa is the main PGË2 receptor found in the perinatal brain

parenchyma. Based on our findings we propose a concerted interaction

between NO and PGEz at a crucial period of ontogeny, which may be
implicated in synaptogenesis and cortical brain development.

u
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n Figure 1. Expression of nNOS and COX-2 mRNA in rat brain cortex and

periventricular region at different developmental ages. Total RNA (60 pg)

isolated from fetal, neonatal and adult rat brain was subjected to ribonuclease

protection assay. The letters F and P in front of the ages refer to fetal and

post-natal, respectively. Values are means ± SE of 3 experiments for each

age. * p < 0.05 compared with all other values without asterisk; + p < 0.05

with values at P8-P15 (by analysis of variance and Tukey-Kramer method).

0

u



0
Figure 2.

A)

80

COX-2 B)

<0.5-< *

§g C3
0.4- siùE

M ^<u
0.3- 00 -f»

0^ 0

0.2- <ut) u

s.^E .S
2^5 .§ 0.1- •'s -?

uuw^
t-1e

0.0u

Q

nNOS

OA-[

0.3-1

0.2-1

0.1'

0.0-

*

T

0

C)

Newborn

•w».^^^mt:~

Adult

nNOS

D)

^ lOOi
*

>
•s

75-u

g g
e0

50-§ ^
u
es

1-M 25-0
ûd

0~0
0-^

C3

u

E)

*

75-
G

•S3
0

^ 50-&<

Où.^ E
^'s

25-
(^ E
0

0

E
0-a,

^

D Newborn
•Adult



81

0

0

Figure. 2. COX-2 (a) and nNOS mRNA (b), nNOS immunoreactive protein

(c,d), and NOS activity (e) in newborn and adult pig brain cortex. (a,b) Total

RNA (60 jj.g) isolated from pig brain of newborn (1-2 days old) and adult

was subjected to ribonuclease protection assay, (c) Western blot lanes were

each loaded with 100 |^g protein (Bio-Rad). Arrow points to the nNOS 155

kDa protein, the only band detected in the range of interest, 100-165 kDa.

Immunoreactive band densitometry was quantified by chemiluminescence

(d). Constitutive brain NOS activity was measured from the L-NA-sensitive

production of L-[ H]citrulline from L-[ H]arginine after subtracting iNOS
activity from total NOS activity as described in the Methods section (e);

similar NOS activity was measured by determining 7-nitroindazole-sensitive

NOS activity, indicating that the latter reflects mostly nNOS activity. Values

are means ± SE; n=3-4 for each value; * p < 0.05 compared with value for

the adult.
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fn Figure 3. Modulation of nNOS mRNA expression by prostaglandins in

newborn rat brain cortex (a,b) and periventricular area (c,d). Rat pups (9 days

old) were treated ip every 8 h for 24 h with saline, ibuprofen (40 mg/kg),

nimesulide (5 mg/kg), or a combination of nimesulide (5 mg/kg) and

carbaprostacyclin (PGI; analog, l pg/kg), PGD2 (10 f^g/kg) or 16,16-

dimethyl PGË2 (10 ^ig/kg). Adult rats were untreated. Total RNA (60 ^ig)

was subjected to ribonuclease protection assay. The nNOS cRNA probe and

protected RNA fragment contained respectively 255 and 235 nucleotides

(nt), and the cRNA probe and protected RNA fragment for R-actin contained

200 and 127 nt. Autoradiographic exposure was overnight and visualized by

phosphorimaging. 16,16 DM PGEz refers to 16,16-dimethyl PGEz. Values in

histogram are mean ± SE of 3-4 experiments each. * p < 0.01 compared with

other values without asterisk.
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Figure 4. Modulation of nNOS mKNA (a) and protein (b) expression by prostaglandins m newborn pig
brain. Newborn pigs (1-2 days old) were treated iv every 8 h for 24 h with saline, nimesulide (5 mg/kg), or a
combination ofnimesulide (5 mg/kg) and 16,16-dunethyl PGEi (10 ^g/kg), 17-phenyl trinor PGEz (EPi
agonist, 20 ^g/kg), butaprost (EPz agonist, 100 (ig/kg) or sulprostone (EPj agonist, 10 tig/kg). (a) Total
RNA (60 pg) was subjected to ribonuclease protection assay as described in the Methods section. The
nNOS cRNA probe and protected RNA fi'agment contained respectively 446 and 401 nucleotides (nt), and
the cRNA probe and protected RNA fi-agment for destrin contained 237 and 165 nt. Autoradio graphic
exposure was overnight and visualized by phosphorimaging. (b) For Western blot each lane was loaded with
100 p.g protein (Bio-Rad). Arrow pomts to 155 kDa nNOS immunoreactive band revealed by
chemiluminescence; a single band was detected in the range of interest, 100-165 kDa. Figure is a typical
representation of 4 experiments.
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refers to 16,16-dimethyl PGE;. * p < 0.01 compared with alt other values without asterisk
(by analysis of variance and Tukey-Kramer method).

u



0

:)

A

60.

Î501
t s 401
ljîo1
-^

I
20-\

10-1

0-

I
*

_T:
*

Il
w §• S3'-gs3sgë3s^2

B
t

z
iiiiiniiiil lll|.lîlslil

il

< 0.8n 0

! l 0.6^
•si'
h S 0.4-1
1.1
11 °.21
Is

0.0

î

J_
*

l l
!

+
•silil;
|ts|i

ii^iL
'•:£•°. £••

Figure 6. (a) In vitro modulation of nNOS activity in newborn pig brain by COX
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agonist), sulprostone or M&B28,767 (EPj agonists). 7-Nitroindazole-sensitive NOS activity
was measured as described in Fig. 2 and in the Methods section. Values are means ± SEM;

n=3 for each value. * p < 0.01 compared with all other values without asterisk (by analysis
of variance and Tukey-Kramer method). (b) Dose-response of EP3 receptor agonist
sulprostone on nNOS mRNA expression. Newborn (1-2 days old) pig brain cortex slices

were incubated for 18 h in culture medium without or with nimesulide (10 ^iM), or a

combination ofnimesulide (10 f^M) and sulprostone (0.1, 1 and 10 ^M). Total RNA (60 [ig)
was subjected to ribonuclease protection assay as described in the Methods section. Values
are means + SE; n=3 for each value. * p < 0.05 compared with all other values without
asterisk (by analysis of variance and Tukey-Kramer method).

85

u



86

n

Figure 7.

Saline
'n

Nimesulide + Sulprostone

^,.

Nimesulide
ir »

^

\s-b •>10 -n e
^-^Î.'-' . .

..' s, l >.'.̂
,-., -^\w , Af ^^<

^l;
»,'••f^ /^ •^ft '•f~ r- -?

ï ^^ . . N <•

'.'-? '».; p^> f;Y.^:.t' ,_-*' \/•-. f . î
f 'V

^.<

^ m
^.

^
A

i^<';
fe. a.

d
em^

s ssm K,ht,

^

m maa•isy

5i<u^ï'^'%^
.t;9^
cn 40
&.

3<u
uVI

tc 3-\e3

0 e^=! &,G,
â^2'^ ^
a û *

^i m. ^^ ?.-. ï-\Q"l,

<
zlr..

.-' 0

Neutral red alone

— Saline

^ Nimesulide

t==i Nimesulide +

Sulprostone

u



87

n
Figure 7. Modulation of NADPH diaphorase staining by prostaglandins.

Brain cortex slices from newborn pig incubated for 12 h in culture medium

(a) without, or (b) with nimesulide (10 p.M) or (c) a combination of

nimesulide (10 p.M) and sulprostone (EPa agonist, l i^M) were stained for

NADPH diaphorase as described in the Methods section; counterstaining by

neutral red is shown in (d). Calculated distribution of NADPH diaphorase-

positive individual cells per field is presented in (e). Small arrows point to

individual NADPH diaphorase-positive cells (which are neurons), and large

arrows to blood vessels. Scale bar represents 200 ^im. Values in histogram

(e) are mean ± SE of 3 experiments each. * p < 0.01 compared with other

values without asterisk (by analysis of variance and Tukey-Kramer method).
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1.1 Abstract

We investigated if prostaglandins regulate endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) in the pig cerebral vasculature during the neonatal period.
Prostaglandins, eNOS mRNA, eNOS protein and NO production were higher in
cerebral microvessels of newborn (1 day old) than of adult (6-8 months) pigs.
Treatment of isolated cerebral microvessels of newborn animals with ibuprofen
for 24 h reduced eNOS mRNA and nitrite production to levels in the adult; this
effect of ibuprofen was prevented by concurrent treatment with PGEz analog
16,16-dimethyl PGEz, nonselective PGE2 receptor analog 11-deoxy PGE), and
EP3 receptor agonists sulprostone and M&B 28,767 but was not modified by
PGÏ2 analog carbaprostacyclin, PGDs, and EP] receptor agonist 17-phenyl trinor
PGE2. Correspondingly, 16, 16-dimethyl PGE2 and M&B 28,767 increased
eNOS mRNA expression of adult microvessels to values in the newborn. Data
similar to those with isolated cerebral vessels were obtained by histochemical
analysis (NADPH-diaphorase positivity) of brain from newborn animals treated
in vivo with ibuprofen in combination or not with sulprostone. Furthermore,
Substance P-induced NO-mediated cerebral vasorelaxation was decreased to

adult values by treatment of newborn pigs with ibuprofen; this effect was
prevented by concomitant treatment with sulprostone. It is concluded that PGE2
regulates eNOS in newborn pig cerebral microvessels via EPs receptors; this
may be physiologically required during normal neurovascular development.

u
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1.2 Introduction

Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) plays an important role in the
control of cerebral blood flow, metabolism, and in turn in neuronal activity
(Ohashi et aï., 1998; Prado et al., 1992; Lo et al., 1996). Mice with disrupted
eNOS gene are hypertensive and exhibit a reduction in cerebral blood flow
(Huang et al., 1995), which could favor cerebral ischemia (Prado et al., 1992;
Lo et al., 1996). NOS activity is developmentally regulated in cerebral
vasculature (Northington et al., 1996; Northington et al., 1997). Increased
cérébro vascular levels of NOS activity during the perinatal period could have
functional significance during brain development (Northington et al., 1996;
Northington, et al., 1997; Bredt and Snyder, 1994; Estrada and DeFelipe, 1998).
However, the mechanisms regulating the ontogeny of cerebrovascular NOS are
not known. A role for prostaglandins in regulating inducible NOS expression in
macrophages has been proposed (Aeberhard et al, 1995; Gaillard et al, 1992;
Kuchiiwa et al, 1994; Raddassi et al, 1993); but this type of regulation has
never been reported for constitutive NOS, specifically eNOS, and especially not
during development.

There is some evidence that the ontogeny of cerebral prostaglandin
synthesis parallels that of NOS (Leffler et al, 1993; Péri et al, 1995; Busija,
1997). Based on evidence presented, and because brain microvessels (< 150
l^m) are major regulators of cerebral circulation (Baumbach and Heistad, 1985),
we hypothesize that high levels ofprostaglandins regulate eNOS expression and
activity in cerebral microvessels. For this purpose, we characterized the
expression of eNOS in cerebral microvessels of newborn and adult pigs and
determined whether increased prostaglandin levels in the former modulate
eNOS expression, activity and function. Our findings reveal that PGE2

positively regulates eNOS expression in the cerebral microvessels of the
newborn and that this effect is mediated via the EP3 subtype ofPGEz receptors.
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1.3 Materials and methods

Chemicals

M&B 28,767 was a gift from Rhone-Poulenc Rarer, Dagenham Essex,
UK. The following products purchased: carbaprostacyclin, PGD2, 16,16-
dimethyl-PGE2, 11-deoxy PGE], 17-phenyl trinor PGEi, sulprostone, U46619
from Cayman (Ann Arbor, MI); polyclonal rabbit antibody specific to eNOS
from Calbiochem-Novabiochem (San Diego, CA); [a-32P] CTP (3,000
Ci/mmol), enhanced chemiluminescence kit from Amersham (Mississauga, ON,
Canada); pepstatin and leupeptin from Boehringer Mannheim (Montreal, PQ,
Canada); ribonuclease A and rT^ sequencing kit from Pharmacia Biotech
(Montreal, PQ, Canada); pGEM4 plasmid vector and in vitro transcription kit
from Promega (Madison, WI); protein assay and electrophoretic reagents
purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada); guanidinium
isothiocyanate, Ï4 DNA ligase, and restriction enzymes from BRL Life
Technologies (Burlington, ON, Canada); radioimmunoassay for PGE; from
Advanced Magnetics (Boston, MA); all other chemicals were from Fisher
Scientific (Montreal, PQ, Canada) and Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada).

Animals

Newborn (1 day old) Yorkshire pigs were used according to a protocol
of the Hôpital Sainte Justine Animal Care Committee. Animais were
anesthetized with 2% halothane and then killed with 120 mg/kg intracardiac

pentobarbital and brains were removed. Brains from adult (6-8 months) pigs
were collected from an abbatoir immediately after sacrifice and transported on

ice to the lab.

Preparation of microvessels

u
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n Cerebral microvessels were prepared as previously described (Li et al,
1994). To compare eNOS mRNA and immunoreactivity, as well as nitrite
production in newborn and adult microvessels, brains were gently homogenized
with a Wheaton pestle in 5 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) containing 1.1 mM
acetylsalicylic acid (ASA), 0.5 mM EGTA, 1 mM benzamidine, 0.1 mM
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) and 5 [iM soybean trypsin inhibitor; for
all other experiments which involved effects of modulation of prostaglandin
levels on eNOS expression, ASA was omitted from the buffer for the
microvessel preparations. ASA was initially added to avoid potential effects of
prostaglandins on eNOS expression; subsequent experiments revealed that this
action required several hours (see results section), whereas the full microvessel
preparation only took 75-90 min. After homogenization of brain, the
homogenates were mixed with equal volume of Ficoll 400 and centrifuged at
20,000 x g for 20 min. The pellets containing the microvessels were washed
three times in the above buffer and then filtered through 150 [im filter. The
filtrates containing the microvessels were centrifuged at 1,000 x g for 15 min
and stored at -80°C until assayed. The morphology and purity of microvessels
were monitored by light microscopy and enrichment of y-glutamyl
transpeptidase activity (Sasz, 1969; Golstein et al, 1975). The activity of y-
glutamyl transpeptidase was greater in the microvessels (5.6-5.9 mU/mg
protein) than in brain parenchyma (0.30-0.35 mU/mg protein).

u

Incubation ofmicrovessels

Cerebral microvessels of newborn pigs were incubated for 24 h in
DMEM culture medium in the absence or the presence of 10 [iM ibuprofen or
10 \jiM ibuprofen plus l pM of one of the following agents: carbaprostacyclin
(stabe PGÎ2 analog), PGDz, 16,16-dimethyl-PGE2 (stable PGE2 analog), 11-
deoxy PGEi, 17-phenyl trinor PGEz, sulprostone, M&B 28,767. Microvessels
of adult pigs were similarly treated with 16,16-dimethyl PGE; and M&B 28,
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n 767. Concentrations of agents used have been previously reported to be
effective (Li et al, 1995; Kennedy and Doktorcik, 1988; Ando et al, 1995).
Following incubation, eNOS mRNA and nitrite production were determined.

0

u

In vivo experiments

Newborn pigs were anesthetized with 2% halothane, and polyethylene
catheters were placed in the jugular vein for intravenous injection. Animals
were randomly assigned to receive every 8 h for 24 h intravenous (iv), saline,
ibuprofen (40 mg/kg), or ibuprofen plus EPa agonist sulprostone (10 f^g/kg)
(Coleman et al, 1994). Animais were killed at the end of the 24 h period and
brain was immediately removed for NADPH diaphorase staining and vasomotor
experiments as described below; experiments were conducted on frontoparietal
cortex because of its neuronal organization and segregated vasculature.

eNOS and destrin Ribonuclease protection assays.
The primer pair for porcine eNOS synthesized by RT-PCR was: 5'-OCT

TTT CGC TGC AGG AGC GAC- 3' and 5'-GCC AGT CTC TGC AGA CTC
TGG-3' (Zhang et al, 1996). The primer pair for (loading control) destrin was:
5'-ATG ATG CAA OCT TTG AAA CC -3' and 5'- GGA AGC TTT CGA
TCT GTG G -3'. The amplified products (0.4 Kb) were digested with
appropriate restriction enzyme (underlined sequences in the primers denote the
restriction sites) and cloned into pGEM4 vector. The nucleotide sequences of
eNOS and destrin partial cDNAs were determined using T7 sequencing kit.
[32P]-Labelled cRNA probes for eNOS and destrin were prepared using an in
vitro transcription kit (Promega).

Total RNAs from brain microvessels was aliquoted and subjected to
ribonuclease protection assays according to a published protocol (Bordonaro et
al, 1994) with minor modifications. Briefly, 20 p,g of total RNA was mixed
with 105 cpm ofeNOS and destrin probes in 20 i^l of hybridization buffer (80%
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n deionized formamide, 40 mM PIPES, pH 6.8, l mM EDTA and 0.4 M NaCl),
denatured at 90°C for 5 min and incubated overnight at 50°C. The RNA hybrids
were digested with ribonuclease A (10 ^ig/ml) and ribonuclease Ti (200
units/ml) in 200 [i\ of digestion buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM EDTA,
and 0.3 M NaCl) for 30 min at 25°C. Proteinase K treatment followed by
precipitation of protected fragments was conducted exactly as described
(Bordonaro et al, 1994). The protected RNA fragments were resolved on urea-
6% polyacrylamide gels and the bands were visualized by phosphorimaging
(Molecular Dymamics) and quantified by densitometer.

0

Western blotting

Western blotting for eNOS was performed using a method previously
described (Abran et al, 1997). Cerebral microvessels were homogenized in a
buffer containing 20 mM Tris HC1, pH 8.0, ImM EDTA, 137 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, 10 pg/ml each ofleupeptin, pepstatin, soybean trypsin inhibitor,
and 0.2 mM PMSF. After centrifugation at 13, 000 g for 10 min to remove
fibrous material, the supernatants were saved and protein was determined (Bio-
Rad DC assay). After addition of P-mercaptoethanol to aliquots of supernatants
(100 pg protein) to a final concentration of 10%, the samples were denatured by
boiling for 5 min and resolved by electrophoresis on 8% SDS-polyacrylamide
gels. The transfer of tissue lysate proteins to membranes and immunoblotting
using specific antibodies against eNOS (1:1,000 titer) conducted exactly as
previously described (Abran et al, 1997). Immuno réactive bands were
visualized by chemiluminescence (Amersham) as recommended by the supplier.

Nitrite Production

NO formation was estimated by determination of its stable metabolite,
nitrite (Verdon et al, 1995), as previously reported (Abran et al, 1997). NOS-

u
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dependent generation of NO was estimated as the difference in nitrite

production in the absence or presence of l mM N -nitro-L-arginine (L-NA).

NADPH diaphorase histochemistry

NADPH diaphorase reactivity was performed using a method previously
described (Kuchiiwa et al, 1994). Tissue from frontoparietal cortex was fixed

by immersion in 4% paraformaldehyde in 0.1% phosphate buffer saline (pH
7.4) overnight at 4°C and then placed in 30% sucrose buffer for 2 days. Tissues

were sectionned (40 [im) using a microtome. The free-floating sections were

incubated in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) containing 0.1% P-NADPH at

37 C for 60 min. Following the reaction, the sections were rinsed in phosphate
buffer and mounted on slides. The slides were air dried and treated in

chloroform for 30 min to remove background staining and counterstained with

neutral red. Densitometty of tonality was analysed after normalization
adjustment of background tone; tonality was determined on similar number of

pixels delineating micro vessels (which differed by < 1% between photographs)
using software program Photoshop 5 (Adobe, CA).

Vasomotor response of brain microvessels

u

Newborn pigs treated with ibuprofen in combination or not with

sulprostone were prepared as described above; adult animals were not treated

(tissues obtained from abbatoir). Brains from these animals were sectioned (1

mm thick) to study vascular responses using videoimaging technique as

previously reported (Li et al, 1997). Cumulative concentration-relaxant

response curves to NO-dependent Substance P (Rosenblum et al, 1993; Jansen
et al, 1991) were determined on tissues precontracted with U46619 to

approximately 75% of maximum contraction; relaxant response was calculated

as percent decrease in the induced-tone.



97

0 Prostaglandin synthesis

PGEz synthesis in cerebral microvessels was measured as previously
described (Peri et al, 1995). Cerebral microvessels from newborn and adult pigs
were homogenized in ice-cold buffer containing 50 mM Tris-HCl buffer (pH
7.4), l mM EDTA, 0.2 mM PMSF and 10 ^ig/ml each of leupeptin, aprotinin,
and soybean trypsin inhibitor. An aliquot of the homogenate (400-600 p.g of
protein /ml) was preincubated for 20 min at 25 C and the reaction was initiated
by adding 50 ^M arachidonic acid for 10 min at 25°C; the reaction rate was
linear over this time period.

0

Statistical analysis

Data were analyzed by analysis of variance, comparison among means
test (Tukey-ICramer method) and Student's /-test. Statistical significance was set

at p< 0.05. Data are presented as means ± S.E.

u
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n 1.4 Results

Prostaglandin level, eNOS expression and nitrite generation in newborn and
adult brain microvessels

PGË2 levels were approximately 6-fold higher in newborn than in adult cerebral
microvessels (Fig. la). This was associated with 3-5 fold greater eNOS mRNA,
immunoreactive protein, and nitrite production in newborn compared to adult
(Fig. lb-f).

Modulation ofeNOS mRNA and nitrite production on isolated microvessels by
prostaglandins

Incubation of cerebral microvessels from newborn pigs with ibuprofen for 24 h
(but not acute, ^ 2 h) caused a significant reduction in the expression of eNOS
mRNA and nitrite production (Fig. 2a-c). Effects of ibuprofen were prevented
by concurrent treatment with 16,16-dimethyl PGEz but not with other major
prostaglandins, carbaprostacyclin and PGDz.

Effects PGE2 receptor agonists on eNOS mRNA on isolated microvessels
Incubation of newborn pig cerebral microvessels with 11- deoxy PGEi (EPz,
EP3, EP4 agonist), EPi/EP3 agonist sulprostone or selective EPa receptor agonist
M&B 28,767 prevented ibuprofen-induced decrease in eNOS mRNA (Fig. 3a-
b); effects of M&B 28,767 on eNOS mRNA expression were concentration-
dependent (Fig. 3c). In contrast, 17-phenyl trinor PGE2 (EPi agonist), even at
relatively high concentations (l JJ.M), did not modify the effect ofibuprofen on
eNOS mRNA. Furthermore, treatment of adult cerebral microvessels with
16,16-dimethyl PGEz and M&B 28,767 increased eNOS mRNA values to those
in saline-treated newborn (Fig. 3a, 3b).

u
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n In vivo modulation of brain tissue NADPH diaphorase staining by
prostaglandins

To ascertain that findings ex vivo also applied in vivo, newborn pigs were
treated with ibuprofen with or without sulprostone; ibuprofen reduced PGE2
levels in brain cortex from 201 ±54to 87 ± 14 pg/mg protein, comparable to
levels in adult brain. In ibuprofen treated animals there was a decrease in
overall NADPH diaphorase staining of brain microvessels (as well as neurons),
which was prevented by sulprostone (Fig. 4); these changes can be further
appreciated by tonality densitometry of microvessels (Fig. 4). Hematoxylin and
eosin stainings revealed no adverse effects of prostaglandin modulation on cell
number (data not shown) as previously reported (Patel et al, 1993).

Effects ofprostaglandin modulation on NO-dependent vasorelaxant response of
brain vasculature

To assess whether modulation of eNOS on vessels by prostaglandins was
reflected functionally, newborn pigs were treated with ibuprofen with or
without sulprostone, and vasomotor effects of NO-dependent Substance P
(Rosenblum et al, 1993; Jansen et al, 1991) were tested. Treatment of newborn
pigs with ibuprofen decreased vasorelaxant response to Substance P (Fig. 5);
this effect was prevented by concomitant treatment with sulprostone.
Correspondingly in adult animals, Substance P caused less vasorelaxation than
that seen in saline-treated newborns and approached dilatation of ibuprofen
(alone) treated newborns. Vasorelaxation to Substance P was inhibited by the
NOS blacker L-NMMA (Fig. 5).

u
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1.5 Discussion

NO has been attributed important roles in the regulation of cerebral
hemodynamics (Prado et al, 1992; Lo et al, 1996), particularly in the newborn
when the metabolic demand is high CNorthington et al, 1996; Northington et al,
1997). Similar functions and ontogenic changes have been observed for
prostaglandins (Leffler et a!, 1993; Péri et al, 1995; Busija, 1997). Thus far the
factors that regulate cerebrovascular eNOS expression in the perinate were not
known. Based on evidence that prostaglandins can regulate NOS activity in
macrophages (mostly iNOS) (Aeberhard et al, 1995; Gaillard et al, 1992;
Marotta et al, 1992; Raddassi et al, 1993), we investigated whether increased
perinatal levels prostanoids contribute to the regulation of the constitutive
eNOS expression and activity in cerebral vasculature. Our findings reveal that
high levels of PGEz in cerebrovascular tissues of the perinate, through actions
on EPs receptors, regulate eNOS expression and NO generation in brain
microvessels, and this in turn affects vasomotor responses.

The ability of ibuprofen (which reduced prostaglandin levels) to
decrease eNOS expression and NO formation in the newborn cerebral
microvessels would suggest that prostaglandins regulate eNOS; since this effect
of ibuprofen could be prevented by PGE; and not by other major prostanoids
(Fig 2), it seems that PGË2 is the major prostaglandin playing a critical role in
eNOS regulation (Fig 2). This regulation of eNOS expression in the newborn
cerebral microvessels by PGE2 seems to be mediated via EP3 receptors since
EPs receptor agonists sulprostone and M&B 28,767 prevented the effect of
ibuprofen like PGEs did (Figs. 2 and 3). As a corollary to observations made in
the newborn, PGEz and M&B 28,767 increased eNOS expression in adult
microvessels to values in the newborn (Fig. 3). Moreover, the regulation of
eNOS expression by EPs stimulation both ex vivo and in vivo was also
manifested functionally by studying the vasorelaxant response to NO-dependent
Substance P (present study; Rosenblum et al, 1993; Jansen et aï, 1991);
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Substance P- induced vasorelaxation was diminished by treatment (24 h) of
newborn pigs with ibuprofen to values seen in the adult (Fig. 5), and could be
prevented by concomitant treatment with ibuprofen plus sulprostone. It is of
interest to point out in this regard that EPa receptors were among the two PGEz
receptors detected in porcine cerebral microvessels, the other one being EP] (Li
et al, 1994); EPz and EP4 are not detectable in porcine brain microvessels (Li et
al, 1994). Altogether findings suggest that PGEs via EP3 positively regulates
NOS expression as well as NOS-dependent functions in cerebral vessels.

NADPH-diaphorase staining of cerebral vessels in the cerebral cortex
was modulated by prostaglandins (Fig. 4). Interestingly a majority of the
NADPH-diaphorase positive cerebral vessels were found near neurons, which
also exhibited strong NADPH staining and was also affected by prostaglandins.
The spatial relationship between cerebral vessels and neurons, together with the
fact that prostaglandins modulate NADPH-diaphorase positivity could suggest
that PGË2 via EPa may be involved in the concerted regulation of cerebral blood
flow and neuronal development; this inference has been proposed for nNOS
(Dumont er al/, 1998).

The mechanism by which PGË2 induces eNOS expression is not clear;
however certain inferences can be drawn. EPs stimulation may lead to
activation of protein kinases Burkey and Regan, 1995); eNOS promoter
contains a site for AP-1 which could be stimulated by phosphorylation
(Barchowsky et al, 1995). Alternatively, we recently reported the activation
directly of functional perinuclear PGEz receptors which can induce gene
transcription (Bhattacharya et al, 1998). In support of this suggestion, inhibition
of prostaglandin transporter using bromcresol green (Kanai et al, 1995)
prevented PGE2-induced up regulation ofeNOS expression (data not shown).

In conclusion, our results reveal an important mechanism for the
developmental regulation of eNOS by PQEi through its action on EP3 receptors
in cerebral microvessels. Because parturition is associated with significant

u
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n increases in PGEz levels in brain (Jones et ûr/, 1993), we speculate that PGË2 is
developmentally required in the perinate to maintain via increased NO
formation adequate brain circulation particularly at the end of labor when fetal
blood oxygen tension decreases (Dildy et al, 1994).

0
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0 Figure 1. Rate of (PG) £3 synthesis (a), eNOS mRNA (b and c) and eNOS

protein (d and e) and nitrite production (f) in cerebral microvessels from 1 day

old (NB) and adult (A) pigs. In (b) and (c), 20 pg total RNA was subjected to

RNase protection assay; The unprotected and protected fragments for eNOS are
respectively 414 and 356 nt and for destrin 237nt and 165 nt. In (d) and (e), 100

\ig protein was loaded for Western analysis; the arrows points to the eNOS 140

kDa protein, the only band detected in the range (120-180 kDa) of interest. The

production of nitrite measured was that sensitive to L-NA (f). Values are means

± SEM of 3-4 experiments, each performed in duplicate. * Different (p < 0.01)

from the value for the adult.

0

u



112

0 Figure 2.

(a)

1<?WS^ 'M^W^'

414nt

356nt

0

(b)

e

<'s
g
-0

s
(73 u
0 .>

•a2 ^<u
2

•Iff
237nt

165nt

l
C^l

l i§ l^ii
§- g1 ^ Q 's .^
3.!

1.5-1

1.0-)

0.5-1

0.0

*

.1
^'
Vt

il l^5 l
lsl§
1§ l2

.0 ^

l

Newborn

*

l + ^?<

à s

e :w
ISIl t§ II

|^ I.Q:. |S
M ^ & ê^"

•—l

î

u

(e)

il
Il
t!
Q.

.^1
n

40-

30^

20^

10-^

0-

*

l
"s
M

Newborn

t

*

&s .&S- .asIl êw 1^f 5&^

l



113

n Figure 2. Modulation of eNOS mRNA expression (a, b) and nitrite production
(c) by prostaglandins in isolated newborn cerebral microvessels. Cerebral
microvessels of newborn pigs were incubated for 24 h with saline, ibuprofen
(10 )-iM), a combination of ibuprofen (10 ^iM) and 1 \iM of each of the
following: carbaprostacyclin (carba-PGIz), PGDz, 16,16-dimethyl PGEz (16,16
PGE;). Cerebral microvessels of adults were treated with saline. RNase

protection assays were performed as in Fig. 1. Autoradiographic exposure was
overnight and visualized by phosphorimaging. Values are mean ± SEM of 3-4
experiments each performed in duplicate. * Different (p < 0.01) from all other
values without an asterisk.
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0 Figure. 3. Modulation ofeNOS mRNA expression in pig cerebral microvessels

by PGË2 analogs. Isolated newborn cerebral micro vessels were incubated 24 h

with saline, ibuprofen (10 [iM), a combination ofibuprofen with 1 )-iM of one of

the following: 16,16-dimethyl PGE2 (16,16 PGE2), 11-deoxy PGEi, 17-phenyl

trinor PGEz, sulprostone, or M&B 28,767. Isolated cerebral microvessels of

adult pig were treated with saline, 16, 16 PGË2 or M&B 28,767. Values are

mean ± SEM of 3-4 experiments. * Different (p < 0.01) from values without

asterisk.
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n Figure 4. In vivo modulation ofNADPH diaphorase staining by prostaglandins.
Newborn animals were treated every 8 h for 24 h with saline, ibuprofen (40
mg/kg) or a combination ofibuprofen plus sulprostone (10 |^g/kg). At the end
of treatment period, animals were killed and brain was stained for NADPH
diaphorase. Tonality densitometry was analysed as described in the IVIethods
sections (n=3 for each treatment); note that higher arbitrary tonality units
correspond to reduced densitometry and vice versa for lower units. Ibu and Sulp
refer to ibuprofen and sulprostone respectively. Large arrows point to individual
NADPH diaphorase-positive vessels and small arrows point to neurons. 1 cm
represents 200 p.m. * Different (p < 0.05) from values without asterisk.
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Newborn animals were treated as described in Fig. 4; adults were untreated.
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sulprostone and newborn respectively. Values are mean ± SEM of 4

experiments each. * Different (p < 0.01) from adult and ibuprofen (alone)

treated newboms and from L-NMMA-treated preparations (two-analysis of

variance factoring for Substance P concentration and group).
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n 1.1 Abstract

We investigated if prostaglandins might regulate the increased
choroidal endothelial nitric oxide synthase (eNOS) expression in the perinate.
Prostaglandins, eNOS mRNA, immunoreactive protein and activity, as well as
nitrite (stable metabolite of NO) production were markedly higher in newborn
(1 day old) than juvenile (6-8 weeks old) pig choroid. Treatment of isolated
newborn choroids with the prostaglandin synthase inhibitor ibuprofen for 24 h
reduced eNOS mRNA and nitrite production to values in juveniles. This effect
was equally observed with the PGDz receptor (DP) blacker BW A868C, and
prevented by cotreatment with PGD2 but not other prostaglandins; similar
observations were made on NOS activity m vivo. PGD2 also increased eNOS
expression on choroids of juveniles and this effect was blocked by BW A868C.
The manifestation of this up-regulation of eNOS by PGDs on the control of
choroidal vasomotor response was tested by using NO-dependent vasorelaxants,
acetycholine (ACh), bradykinin (Bk) and Substance (SP). ACh-, Bk- and SP-
elicited choroidal vasorelaxation was greater in saline-treated newborn than
juvenile pigs. Ibuprofen (24 h) decreased ACh-, Bk- and SP-evoked
vasorelaxation in newborns, whereas PGDi increased that in juvéniles and
prevented the ibuprofen-induced attenuated relaxation in newborns; infusion of
L-NMMA in choroids of those animais treated with PGDz reversed the

augmented vasorelaxation to ACh-, Bk- and SP. Finally, PGDi-induced up-
regulation of NOS in the perinate was also reflected by curtailed choroidal
blood flow autoregulatory response to increased perfusion pressure. In
conclusion, PGDî exhibits a major role in up-regulating eNOS expression and
activity in the choroid, which in turn results in greater NO-mediated
vasorelaxation; a new mechanism for eNOS regulation via DP receptors is
hereby disclosed. The relationship between PGD2 and eNOS in the developing
subject provide an explanation for the interactive role of these two factors in the
absent choroidal blood flow autoregulation in the perinate.
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1.2 Introduction

THE CHOROID IS A VASCULAR tissue which provides the principal
supply of Os and nutrients to the retina (4). Despite the lower tissue Û2
consumption of the perinate its choroidal blood flow (ChBF) is relatively high
compared to that in the adult in order partly to compensate for the developing
retinal vascular bed (19). Choroidal vasculature of the newborn, in contrast to
that of the adult, also fails to constrict appropriately in response to augmented
Û2 and perfusion pressure (18,19,24). This failure to adequately control Oz
deliver)7 to the eye of the newborn could favor oxygen toxicity (28) and has also
been suggested to contribute to predisposing to retinopathy of prematurity
(19,20,28). The relatively increased basal ChBF and lack of the latter to exhibit
G;- and pressure-induced autoregulation in the newborn largely results from
excess endothelial nitric oxide synthase (eNOS) activity which generates higher
levels of the vasorelaxant NO (18,19). The mechanisms that regulate the
ontogeny of NOS activity, particularly in the choroid, are not yet known.

In the developing subject prostaglandins and NO seem to exhibit a
comparable regulation of ChBF (10,18). As seen with NO, prostaglandin
formation is also increased in perinatal ocular tissues (1,17). A role for
prostaglandins in the regulation of inducible (i) NOS expression has been
reported (3,12,27,30). However whether prostaglandins regulate the expression
of the constitutive eNOS, specifically in the developing choroid, as well as the
type ofprostaglandin involved in this regulatory process, are not known.

We therefore determined whether and which type of prostaglandin
modulate eNOS expression, activity and function in the choroid of newborn and
juveniles pigs. Our data reveal that specifically PGD2 regulates the expression
of eNOS in the developing choroid, which in turn affects vasomotor tone and
ChBF autoregulation. These observations disclose a new regulatory mechanism
ofeNOS expression via a novel function for PGDz via its receptor (DP).

u
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0 1.3 Materials and methods

Animals

Newborn (1 day old) and juvenile (6-8 weeks) Yorkshire pigs were used
according to a protocol approved by the Animal Care Committee of Hôpital
Sainte-Justine in accordance with the principles of the Guide to the Care and
Use of Experimental Animals and guidelines of the Canadian Council on
Animal Care. For in vitro experiments anesthetized (2% halothane) pigs were
killed with pentobarbital (120 mg/kg intracardiac) and eyes were quickly
removed and placed in ice cold Krebs buffer (pH 7.4) of the following
composition (mmol/L): Nad 120, KC1 4.5, CaCh 2.5, MgS04 1.0, NaHCOa
27, KH2PÛ4 1.0, and glucose, to which was added 1.5 U/mL heparin. On
choroids from these eyes eNOS mRNA, immunoreactivity and activity as well
as nitrite production and prostaglandin levels were measured. Other choroids
were first incubated with modulators ofprostaglandin levels described below.

In vitro incubation ofchoroids

Isolated choroids of newborn were incubated for 24 h in DMEM culture

medium in presence or absence of the prostaglandin synthase inhibitor
ibuprofen (10 )J.M), a combination of ibuprofen (10 i^M) and either (l (J.M)
PGDî, 16,16-dimethyl PGE2 or carbaprostacyclin (stable PGIs analog), or only
with the selective PGD2 receptor (DP) antagonist BW A868C (1 }^M) (8,13).
Choroids of juvéniles were similarly treated with PGDz or a combination of
PGD2 with BW A868C. The 24 h treatment duration was based on pilot
experiments which revealed that acute (<: 2 h) administration of those agents
were ineffective in altering eNOS expression. At the end of the incubation
tissues were processed to measure eNOS mRNA and nitrite production;
neuronal NOS is not detectable in the isolated choroid (1).

0
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n Animal preparation for in vivo experiments

Pigs were anesthetized with 2% halothane. A catheter (Cathlon, Johnson
& Johnson, Arlington, TX) was placed in a femoral vein and secured to the
animal with tape. Newborn animals were randomly assigned to receive
intravenous (iv) every 8 h for 24 h, saline, ibuprofen (40 mg/kg), a combination
of ibuprofen (40 mg/kg) with either PGD;, 16,16 dimethyl-PGE; or
carbaprostacyclin (each at 10 pg/kg), the PGD; receptor blacker BW A868C
(10 |J.g/kg); a few animais treated with both ibuprofen and PGD2 also received
the NOS inhibitor Nol-monomethyl-L-arginine (L-NMMA) (l mg/kg) 30 min
prior to hemodynamic studies. The dose of ibuprofen was previously shown to
decrease neonatal prostaglandin levels to those of the adult (1,2), and those of
prostaglandins and analogs to change prostaglandin levels and/or cause effects
in vivo (5,23,25). Juvénile pigs were treated with saline or PGDz. At the end of
the 24 h period, animals were either kept alive to study ChBF autoregulation or
killed (120 mg/kg pentobarbital iv) to obtain eyes to measure choroidal NOS
activity or perform vasomotor studies.

eNOS and destrin RNase protection assays

Partial eNOS and destrin cDNAs were synthesized by RT-PCR

respectively from porcine cerebellar total RNA. The primer pair for porcine
eNOS was: 5'-GCT TTT CCC TGC_AGG AGC GAC-3' and 5'-GCC ACT CTC

TGC AGA CTC TGG-3' (35). The primer pair for porcine destrin was: 5'-ATG
ATG CAA_GCZTTG AAA CC -3' and 5'- GGA AGC TTT CGA TCT GTG G

-3'. The amplified products (0.4 Kb) were digested with appropriate restriction
enzyme (underlined sequences in the primers denote the restriction sites) and
cloned into pGEM4 vector. The nucleotide sequences of pig eNOS and destrin
partial cDNAs were determined by sequencing multiple clones using T7
sequencing kit (BRL Life Technologies, Burlington, ON, Canada). [ P]-

u
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n Labelled cRNA probes for eNOS and destrin were prepared using an in vitro
transcription kit (Promega).

Total RNAs from choroid was aliquoted and subjected to RNase

protection assays according to a published protocol with minor modifications

(9). Briefly, 20 [ig of total RNA was mixed with 105 cpm ofeNOS and destrin
probes in 20 p.1 of hybridization buffer (80% deionized formamide, 40 mM

PIPES, pH 6.8, l mM EDTA and 0.4 M NaCl), denatured at 90°C for 5 min and
incubated overnight at 50°C. The RNA hybrids were digested with ribonuclease

A (10 i-ig/ml) and ribonuclease Ti (200 units/ml) in 200 ^1 of digestion buffer

(10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM EDTA, and 0.3 M Nad) for 30 min at 25°C,
followed by precipitation of protected fragments (9). The protected RNA

fragments were resolved on urea-6% polyacrylamide gels and the bands were
visualized by phosphorimaging (Molecular Dymamics) and quantified

densitometrically.

eNOS Western Blotting

Western blotting for choroidal eNOS was performed exactly as

previously described (1).

Nitrite Production

Nitric oxide production was estimated by determination of its stable

metabolite, nitrite (33). Measurement of nitrite production in isolated choroids

was performed as previously reported (1). NOS-dependent formation of NO

was estimated as the difference in nitrite production in the absence or presence

ofN(!î-nitro-L-arginine (L-NA) (l mM).

u

NOS activity

Total NOS activity in choroid was determined as the L-NA (l mM)-

sensitive production of L-[ H]citrulline from L-[ HJarginine as previously
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described (19); constitutive calcium-dependent NOS activity (largely eNOS in
choroid) (l) was determined after subtraction of calcium-independent iNOS
activity (in presence of 0.5 mM EGTA) from total NOS activity.

Prostaglandin measiirements

Choroidal levels ofPGE2, PGD2 and 6-keto-PGFia (stable metabolite of

PGIi) were measured by radioimmunoassay (1,15).

u

Choroidal Vasomotor Responses

Choroidal vasomotor response to agents which elicit their effects mostly
via NO was studied as previously described (1,15). Hence, effects of N0-
dependent vasorelaxants acetylcholine (ACh) (14), bradykinin (Bk) (37) and
Substance P (SP) (31) were determined on vascular tone of choroids from
newborn animals treated for 24 h with saline, ibuprofen, or a combination of
ibuprofen and PGDz; juvenile pigs were treated with saline or PGDz. The
choroid was perfused using a pulsatile minipump (Gilson) with Krebs buffer at
physiological (19) constant flow rates of-0.20 mL/min in the newborn and at
~0.57 mL/min in juvénile to produce a perfusion pressure of 60 to 67 mm Hg
(10,19) respectively. Perfusion pressure was continuously recorded using a
pressure transducer (Perceptor DT) connected immediately afferent to the
choroid; accordingly, a decrease in perfusion pressure reflects vasorelaxation
and an increase vasoconstriction. After stabilization of the preparation (-30
min), U46619 (0.1 |^M) was added to the perfusate to evoke constriction, and
thereafter cumulative concentrations (10'12 - 10'5 M) of ACh, Bk or SP were
added to the perfusate; in some tissues the perfusate contained L-NMMA (1
mM). Relaxation was calculated as the percent reversal of U46619-induced
constriction which was approximately 75-85% of maximal U46619-evoked
constriction in both newborn and juvenile preparations; constriction to U46619
is unaffected by ibuprofen (2). To ascertain that NO-dependent vasorelaxants
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0 produced a similar comparative profile of action on newborn and juvenile

preparations, effects of ACh were tested on tissues preconstricted with 8 p.M

phorbol-12-myristate-13-acetate (non-receptor mediated) which exerts similar

(80% of maximum) constriction in choroids of newborn and juvenile (1);

results were comparable to those with U46619.

0

Measurement ofChBF

Animals were prepared to measure ChBF using the radiolabeled

microsphere technique exactly as described in detail elsewhere (10,16,18,19).

ChBF as a function of changes in perfusion pressure was studied as reported

(17,18). Increased ocular perfusion pressure (OPP: mean blood pressure [MBP]

minus intraocular pressure [IOP]) was produced by inflating a balloon-tipped

catheter placed in the distal thoracic descending aorta through a femoral artery.

Each animal was subjected to stepwise acute increases in OPP preset at 90, 105

and 125 mm Hg. These values varied by <5 mm Hg on different animals;

baseline MBP was 68 ± 5 mm Hg for all animals and was unaffected by

treatments. Once MBP remained steady (within 30 sec after balloon inflation),

approximately 106 microspheres (15 [im diameter) labeled with [141Ce], [113Sn]

and [85Sr] (DuPont NEN, Boston, MA) were injected in a random sequence into

the catheterized left ventricle. Reference samples were appropriately collected

over the following 70 sec. After the experiment pigs were killed (120 mg/kg

pentobarbital). Radioactivity in the choroid and the reference blood samples

were counted in a gamma scintillation counter (Cobra II, Canberra Packard,

Méridien, CT), and blood flow calculated using an on-line computer program

(PCGERDA, Charlottesville, VA).

u

Statistical Analysis

Data were analyzed by analysis of variance, comparison among means

test (Tukey-Kramer method) and Student's /-test. ChBF was analyzed by
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n regression analysis as previously described (17,18). The Pearson's product

moment coefficient (?•) was calculated. Linear regressions were compared by

regression equality test using the method of least squares. Data are presented as

mean ± SEM. Statistical significance was set at p< 0.05.

u
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0 1.4 Results

eNOS expression and activity in choroid of newborn and juvenile pig

Prostaglandin levels were 4-6 fold higher in newborn than juvenile choroid

(Fig. 1 A). This was associated with 3-5 fold greater eNOS mRNA,

immunoreactive protein and activity, as well as nitrite production in newborn

compared to juvenile tissue (Fig.lB-F); >90% of NOS activity was Ca^-

dependent (constitutive), and as we reported nNOS was not detectable using

selective nNOS blockers and by immunoreactivity, confirming dominance of

eNOS in this vascular tissue(l,19).

0

In vitro modulation ofeNOS mRNA and nitrite production by prostaglandins m

the choroid

Incubation of isolated newborn choroid with ibuprofen (10 ^M) for 24 h (but

not <2 h) caused a significant reduction in the expression of eNOS mRNA and

in nitrite production to levels observed in the juvenile (Fig. 2A-C). Effects of

ibuprofen were prevented by cotreatment with PGD2, but unaltered by stable

analogs of other major prostaglandins, 16,16-dimethyl PGEz and

carbaprostacyclin, at similarly increased doses. Furthermore, the selective PGDz

receptor (DP) antagonist BW A868C decreased eNOS mRNA and nitrite

production to levels found in saline treated-juvenile and the ibuprofen-treated

newborn choroids (Fig. 2A-C). Moreover in choroids of juveniles PGDz, but

not other prostaglandins, increased nitrite production and eNOS mRNA and this

effect was prevented by co-treatment ofPGD2 with BW A868C to levels found

in ibuprofen-treated newborn choroids.

u

In vivo modulation of NOS activity in newborn choroid

We examined whether in vitro effects of PGDi on eNOS mRNA and nitrite

production are reflected more specifically on Ca'rT-dependent NOS activity in

vivo in the newborn. Treatment of neonatal pigs for 24 h with ibuprofen
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0 reduced PGEz, 6-keto-PGFiu and PGD2 levels in choroid respectively to 1408 ±

351, 704 ± 106 and 56 ± 11 pg/mg protein from those in saline-treated

newborns (see Fig. 1A). This decrease in prostaglandin levels was associated
with a decrement in NOS activity to levels found in the juvenile (Fig. 3). This
reduction in NOS activity was prevented by cotreatment with PGD; but not with

16,16-dimethyl PGEz or carbaprostacyclin. Once again, the selective DP

receptor blacker BW A868C reduced NOS activity to values in the juvenile and

the ibuprofen-treated newborn.

0

Choroidal Vasomotor Responses

To determine if this up-regulation of eNOS expression and activity by PGD; is

manifested physiologically in the control of choroidal vasomotor response, we

tested if NO-dependent vasorelaxation was affected by modulation of eNOS

expression. ACh, Bk and SP caused NO-dependent vasorelaxation as it was

inhibited by LNMMA (Fig. 4). Treatment of newborns with ibuprofen

decreased vasorelaxation to ACh, Bk and SP to values in juvenile (Fig. 4); this

effect was prevented by (24 h but not < 2 h) cotreatment with PGD2, consistent

with increased PGD2-dependent NOS activity (Figs. 2 and 3). Correspondingly,

juvenile animals treated (24 h) with PGDz exhibited increased vasorelaxation to

ACh, Bk and SP as seen in saline-treated newborns. Infusion of L-NMMA m

choroids of animals treated with PGDz reversed the augmented vasorelaxation

to ACh, Bk and SP (Fig. 4).

u

ChBF A utoregulation

Because failure of the newborn to autoregulate ChBF is largely due to

increased NO formation (18,19), we tested if modulation of NOS by

prostaglandins affected in turn ChBF autoregulation; experiments were not

conducted in juveniles because other factors such as increased efficacy of

vasoconstrictors participate in the complex autoregulatory control of the older
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0

subjects (25).Basal ChBF was 32 ± 3 and 29 ± 4 ml/min/g respectively in

newborn and juvenile saline-treated pigs; blood gases, heart rate and IOP
remained stable throughout experiments. In saline-treated newborn pigs, in

contrast to juveniles (r = 0.13-0.22, p > 0.3; [Fig. 5F]), ChBF increased linearly

as function of OPP over the entire range of OPP studied (r = 0.82-0.96, p <

0.01) (Fig. 5A). Whereas treatment ofnewborns with ibuprofen or BW A868C
(24 h) led ChBF to be maintained constant as a function ofOPP (r = 0.07-0.31,

p > 0.4) (Fig. 5B.D). Coadministration ofPGD2 with ibuprofen caused ChBF to
increase linearly with OPP as seen in saline-treated newborns (r = 0.71-0.99, p

< 0.05) (Fig. 5C); addition of L-NMMA reduced basal ChBF to 16 ± 3

ml/min/g, increased MBP from 64±4to 83 ± 5 mm Hg as expected (18), and

caused ChBF to remain stable as a function ofOPP (r = 0.10-0.30, p > 0.3) (Fig.

5E). Regression coefficients for newborn pigs treated with saline or ibuprofen +

PGDz differed significantly from juveniles and from newborns treated with

ibuprofen, BW A868C or ibuprofen + PGD2 + L-NMMA (p < 0.05, by

regression equally test).

u
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1.5 Discussion

Increased NOS activity in the newborn choroid exerts important

functions by maintaining adequate ocular circulation during the development of

the retinal vascular bed (18,19,21). However, as a result of this increased NO

formation ChBF autoregulatory response to increased Oz and perfusion pressure

is absent in the perinate (18,19). The mechanisms that regulate NOS expression

and activity in choroid during development are not known. Prostaglandin levels

in choroid are also increased in the neonate and these have equally been found

to curtail ChBF autoregulation (1,2,10,21). Prostaglandins, primarily PGEz,

have been reported to regulate iNOS expression (3,12,27,30). We therefore

investigated if and which type of prostaglandins might govern the expression

specifically of eNOS in the developing choroid. Our findings reveal that high

levels of PGDs through its actions on DP receptors regulate eNOS expression

and activity in the choroid of the neonate, and this in turn affects choroidal

vasomotor regulation.

Evidence that high levels ofprostaglandins, specifically PGDz, modulate

eNOS expression in the newborn choroid is based on the following

observations. 1) Reduction in prostaglandin levels of the newborn by ibuprofen

(sustained [24 h], but not acute) to levels in the juvenile caused a decrease in

eNOS mRNA, protein and NOS activity (Figs. 2 and 3) to values in the older

subject. 2) Effects ofibuprofen were reproduced by the selective PGDz receptor

blacker BW A868C. 3) Ibuprofen-induced inhibition of eNOS expression in

newborns was prevented specifically by PGDs but not by other prostaglandins

(even at high concentrations, 1 p.M); this modulation of eNOS by PGDz was

observed in vitro and in viva. 4) Because our data suggested that high PGD2

levels in the newborn up-regulate eNOS expression, we tested if PGDz can

increase eNOS activity in the juveniles (which have low prostaglandin and NO

formation); our observations supported this inference (Fig. 2). One may suggest

that the reported role ofestrogens in regulating eNOS activity in lung tissue and
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0 cells may in part be attributed to prostaglandins (26,29); alternatively,

prostaglandins and estrogens may facilitate each other in coordinating the

control ofeNOS expression.

An important finding in this study is that the regulation of eNOS

expression by PGD; in the choroid is reflected in the developmental control of

vasomotor tone. It has previously been shown that increased NO formation in

the newborn exerts a greater contribution on basal choroidal vascular tone than

in that of the juvenile adult and also curtails autoregulatory response (18,19).

Accordingly, a reduction in NOS activity after ibuprofen or BW A868C

decreased effects of NO-dependent vasorelaxants and enhanced ChBF

autoregulation (Figs. 4 and 5) as seen after treatment with NOS inhibitors

(18,19). Conversely, addition of PGDz (24 h) evoked a choroidal vasomotor

control as seen in the saline-treated newborns. Interestingly, sustained inhibition

of prostaglandin synthesis has been reported to improve the regulation of

choroidal vasomotor tone m vivo in the newborn (10). The present study

provides a mechanism by which prostaglandins, specifically PGD2, interact

with NOS in the control of choroidal vascular tone, such that prostaglandins

regulate NO formation and the latter exerts a major role in governing ChBF.

The mechanism responsible for PGD2 in inducing eNOS expression is

not clear; however certain inferences can be made. Although DP receptors

stimulation is mostly coupled to cAMP formation (11) a cAMP response

element is not present on the eNOS promoter (32,36); albeit the latter does

contain a site for AP-1 which may be activated by cAMP-dependent protein

kinase A -induced phosphorylation (6). Alternate possibilities include the

activation directly of functional perinuclear prostanoid receptors which have

been shown to induce gene transcription (7). In support of this suggestion

inhibition of the prostaglandin transporter using bromcresol green (22)

prevented PGDz-induced up-regulation of eNOS expression in choroid

(personal data).

u
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n
In conclusion, our results reveal an important mechanism for the

developmental regulation of eNOS by PGD2 in the choroid, which in turn

confers a major role on vasomotor tone. The findings disclose a new

mechanism for the regulation of eNOS expression, namely by PGDz via DP
receptors. This relationship between PGD2 and eNOS provides an explanation
for the interactive role of these two factors in curtailed ChBF autoregulation in

the newborn (10,18,19). The findings may also have implications for

understanding of retinal hyperoxygenation (10,19), a predisposition to

retinopathy of prematurity.

0
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0 Figure 1. Prostaglandin (PG) levels (A) and endothelial (e) nitric oxide

synthase(NOS) mRNA (B), eNOS protein (C and D), NOS activity (E), and

nitrite production (F) in newborn (1 day old) and juvenile (6-8 weeks old) pig

choroid. (B) 20 \ig total RNA were subjected to RNase protection assay. C and

D Western blot lanes were each loaded with 100 \ig protein; arrow points to the

eNOS 140 kDa protein, the only band detected in the range of interest, 120-180

kDa. (E) NOS activity was measured as Ca -dependent N(û-nitro-L-arginine (L-

NA)-sensitive production of L-[3H] citrulline from L-[3H] arginine. Likewise
in (F) nitrite production was measured as that sensitive to L-NA. Values are

means ± SEM of 3-4 experiments for values each performed in duplicate. * p <

0.01 compared with value for the juvenile.
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"^ Figure 2. Modulation of eNOS mRNA expression (A and B) and nitrite
production (C) by prostaglandins in isolated choroids. Choroids of newborn
pigs were incubated for 24 h with saline, ibuprofen (10 [iM), a combination of
ibuprofen and (1 ^M) PGDi, 16,16-dimethyl PGEz (16,16 PGEz) or
carbaprostacyclin (carba-PG^), or with BW A868C (l ^M); choroids of
juveniles were treated with saline, PGD2, or a combination of PGD2 with BW

A868C. RNase protection assays were performed as in Figure 1. The protected
RNA fragment ofeNOS contained 356 nucleotides (nt), and that ofdestrin 165

nt. Autoradiographic exposure was overnight and visualized by

phosphorimaging. Values are mean ± SEM of 3-4 experiments each performed

in duplicate. * p < 0.01 compared with all other values without asterisk.
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Figure 3. In vivo modulation of NOS activity in newborn pig choroid by
prostaglandins. Newborn pigs were treated every 8 h for 24 h with saline,
ibuprofen (40 mg/kg), a combination of ibuprofen with PGD2, 16,16-dimethyl
PGË2, or carbaprostacyclin (all at )^g/kg) or with BW A868C (PGD2 receptor
antagonist, 10 |^g/kg). Juvenile animals were treated with saline. Ca++-

dependent constitutive NOS activity was determined as the L-NA (1 mM)-
sensitive production of L-[ HJcitrulline from L-[3H]arginine after subtracting
CaTT-independent activity (see Material and methods). Values are mean ± SEM
of 3-4 experiments. * p < 0.01 compared with all other values without asterisk.
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n Figure 4. Vasorelaxation of choroids to Ach (A), bradykinin (Bk; B) and
Substance P (SP;C). Newborn animals were treated every 8 h for 24 h with
saline (0), ibuprofen (40 mg/kg;®), or a combination of ibuprofen and PGD2
(10 l^g/kg; A); juvénile pigs were treated similarly with saline (C)or PGDz
(•). Some preparations of newborn and juvenile animals were infused with N -
monomethyl-L-arginine (L-NMMA;! mM). To avoid overcrowding data are
shown only for PGD2-treated newborn (V), although results were similar for
PGDz-treated juvénile as well as saline-treated newborn; L-NMMA-infused
preparations of saline treated juveniles are presented (V). Values are mean ±
SEM of 4 experiments expressed as percent reversal of constriction induced by
U46619 (0.1 |^M). * p < 0.01 compared to juveniles, and with L-NMMA- and
ibuprofen-treated newborn pigs (by ANOVA).
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Figure 5. Choroidal blood flow (ChBF) as a function of ocular perfusion

pressure (OPP). Animals (n=3 in each group) were treated as described in

Figures. 3 and 4; an additional 3 animals treated with ibuprofen and PGDz also
received L-NMMA (l mg/kg) 30 min prior to ChBF measurements. Broken

lines correspond to the regressions for individual animals, and solid lines are

mean regressions for all animals in the group. In newborn pigs treated with

saline or a combination of ibuprofen and PGD2 (C), ChBF increased linearly

with OPP (r = 0.71-0.99, p < 0.01). In saline-treated juvenile pigs and in

newborns treated with ibuprofen, BW A868C or a combination of ibuprofen +

PGD2 + L-NMMA (B,D, and E), ChBF did not change as a function of OPP (r

= 0.07-0.31, p> 0.4).

0

u



151

VI. DISCUSSION

Le NO s'est révélé comme un messager intercellulaire très

important et un agent vasodilatateur puissant dans plusieurs fonctions

physiologiques lors du développement du cerveau et de la vasculature. Le

N0 synthétisé par les NOS constitutives (n- et e- NOS) joue des rôles

dans la synaptogénèse, le raffinement des comiexions, ainsi que dans

l'hémodynamie vasculaire en réponse aux demandes métaboliques (Bredt,

1994; ladecola, 1994; Wu, 1994). Des fonctions similaires ont été

observées pour les PGs (Kaufmaim, 1996; Li, 1997; Peri, 1995;

Yagamata, 1993). L'induction de NO et des PGs durant la période

périnatale aurait pour but de préserver des fonctions cellulaires et

circulatoires pour le développement normal du cerveau et de la

vasculature.

Ontogenèse des NOS constitutives et des prostaglandines dans le

cerveau et la vasculature

u

Nos résultats démontrent une augmentation de l'expression

génique, de l'activité des NOS constitutives, et des niveaux des PGs en

période périnatale. Dans le cerveau du rat, l'ARN messager de la nNOS

est détecté à l'âge embryonnaire Fi7 et atteint son plus haut niveau 10

jours après la naissance et ensuite diminue pour atteindre ainsi un niveau

qui correspond approximativement à celui obtenu chez le foetus (III : Fig.

l). Ces niveaux corrèlent avec ceux de la COX-2, c'est à dire l'enzyme

responsable des niveaux élevés des PGs et de l'activité totale (90 %) de la

COX dans le cerveau du nouveau-né (Yagamata, 1993; Péri, 1995; Li,

1997). En effet, l'ARN messager de la COX-2 atteint son plus haut

niveau au jour 10 après la naissance et diminue ensuite chez l'adulte (III :
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Fig. 1). Des études démontrent que le nombre de synapses chez le cerveau

du rat augmente d'une façon marquée entre la deuxième et la troisième

semaine après la naissance (Crain, 1973; Lennon, 1980; Galea, 1995).
Nos résultats suggèrent donc, que la nNOS et la COX -2 atteingnent leur

plus haut niveau juste avant la phase rapide de la formation des synapses.

Les niveaux élevés de la production de NO par la nNOS et des PGs
synthétisées par la COX-2 pourraient avoir un rôle important dans la
physiologie et le développement nonnal du cerveau. Des résultats
similaires ont été obtenus chez le porc. L'ARN messager de la nNOS et
de la COX-2 est de 3 à 4 fois plus élevé dans le cerveau du porc nouveau-
né que chez l'adulte (III : Fig. 2). Les niveaux de protéines de la nNOS,

de l''activité de NOS, ainsi que la production des nitrites sont aussi
augmentés chez le nouveau-né comparativement à l'adulte (III : Fig. 2).

Ainsi, nos résultats démontrent un parallélisme temporel entre la nNOS et

la COX-2 au cours du développement du cerveau dans deux modèles

animaux différents.

La eNOS joue un rôle important dans le contrôle du débit sanguin

cérébral, du métabolisme et de l'activité neuronale (Ohashi, 1998; Prado,

1992; Lo, 1996), notamment chez le nouveau-né (Northington, 1996;
Northington, 1997). Des fonctions similaires et des changements

ontogéniques ont été observés pour les PGs (Leffler, 1993; Péri, 1995;
Busija, 1997). Nos résultats démontrent que l'expression génique de la

eNOS, l'activité de NOS, ainsi que les niveaux de la PGEs dans les

microvaisseaux cérébraux (150 (J.M) du porc sont plus élevés chez le

nouveau-né que chez l'adulte (IV : Fig. l).

u

Cette différence ontogénique en faveur d'une production accrue

des PGs, de l'expression de la eNOS, ainsi que de l'activité de la NOS
chez le nouveau-né est montré dans un autre tissu vasculaire, soit la
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choroïde. L'expression et l'activité de la eNOS sont plus élevées dans la

choroïde du nouveau-né que de l'adulte, et ces niveaux sont en corrélation

avec ceux des PGs (V : Fig. l). Des études démontrent que le N0 et les

PGs jouent des rôles semblables dans le contrôle des débits sanguins

choroïdiens du nouveau-né (Chemtob, 1991; Hardy, 1996a). La choroïde

est un tissu vasculaire non-neuronal dont sa principale fonction est de

nourrir la rétine (Aim, 1972). L'oxygène et les nutriments sont

principalement apportés à la rétine par la choroïde (Yu, 1996).
L'augmentation de l'activité de la NOS et des niveaux des PGs dans la
choroïde du nouveau-né maintient une circulation oculaire adéquate
durant le développement des lits vasculaircs rétiniens (Chemtob, 1991;

Hardy, 1996a; Hardy, 1996b; Jacot, 1998). Cependant, la production
élevée de N0 et des PGs chez le nouveau-né contribue significativement

à l'incapacité du nouveau-né d'autoréguler les débits sanguins

choroïdiens durant des ajustements de pression de perfusion et en

conséquence à maintenir constant un apport d'oxygène (Chemtob, 1991;
Hardy, 1996a; Hardy, 1996b). L'inhabilite de maintenir le débit sanguin

constant lors de changements de pression de perfusion conduit
fréquemment à une oxygénation excessive. Le facteur le plus important

contribuant au développement de la rétinopathie du prématuré semble être
l'apport excessif d'oxygène à la rétine (Flynn, 1992).

u

Regulation des NOS constitutives par les prostaglandines

Etant donné l'importance des NOS constitutives (n-et e-NOS)

dans le développement du cerveau et de la vasculature, il est donc
d'intérêt de comprendre les mécanismes de régulation responsables de
1'augmentation des NOS durant la période périnatale. Suite à nos résultats
qui montrent un pan-allélisme temporel entre les NOS constitutives et les

*!
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PGs, et que les PGs jouent un rôle dans la régulation de la NOS inductible

(Radomski, 1990; Gaillard, 1992; Marotta, 1992; Raddassi, 1993;

Aeberhard, 1995; Minghetti, 1997); nous avons proposé l'hypothèse que
la production accrue des PGs durant la période périnatale contrôle

l'expression des NOS dites constitutives (n- et e-NOS) lors du

développement du cerveau et de la vasculature.

L'inhibition de la synthèse des PGs avec un bloqueur non sélectif

(ibuprofène) ou sélectif de la COX-2 (nimesulide) réduit de façon
similaire l'expression et l'activité de la nNOS dans le cerveau du rat (9

jours) et du porc (1-2 jours) nouveau-né à des valeurs comparables à
celles de l'adulte (III : Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7). L'addition
concomitante d'un analogue stable de la PGEz (16,16 diméthyl-PGE2)
renverse l'effet d'inhibition du nimesulide sur l'expression de la nNOS

chez le nouveau-né; mais pas par des analogues de la PGÏi

(carbaprostacycline) ou de la PGDz (III : Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6).

Nos résultats révèlent donc, un nouveau mécanisme par lequel la nNOS

est régulée dans le cerveau durant la période périnatale. L'augmentation

de la PGE^, synthétisée par la COX-2 régule l'expression de la nNOS au

cours du développement du cerveau.

u

Puisque la eNOS et les PGs jouent des rôles importants (Ohashi,

1998; Prado, 1992; Lo, 1996; Leffler, 1993; Péri, 1995; Busija, 1997) et
des changements ontogéniques semblables dans la vasculature cérébrale,

nous avons examiné si les PGs peuvent moduler la eNOS. A cette fin,

nous avons inhibé la COX avec un bloqueur non sélectif (ibuprofène) et

mesuré l'expression et l'activité de la eNOS. En bloquant la synthèse des

PGs pendant 24 heures à l'aide de l'ibuprofène dans les vaisseaux

sanguins cérébraux du porc nouveau-né, l'ARN messager de la eNOS, la

production de nitrite et la NADPH diaphorase sont diminués (IV : Fig. 2,



155

Fig. 3; Fig. 4). Cet effet inhibiteur de la COX sur la eNOS est prévenu par

16,16-dimethyl PGEz; mais pas par la carbaprostacycline ou la PGDz

(IV : Fig. 2, Fig. 3; Fig. 4). Ces observations suggèrent une régulation de

la eNOS effectuée par la PGEi dans la vasculature cérébrale du nouveau-
né.

0

Bien que les niveaux de la PGEz soient élevés dans la choroïde du

nouveau-né, ceux-ci ne sont pas impliqués dans la régulation de

l'expression de la eNOS. C'est plutôt la PGD; qui contrôle l'expression

de la eNOS dans la choroïde. L'inhibition de la synthèse des PGs par

l'ibuprofène réduit l'expression de l'ARN messager de la eNOS ainsi que

la production de nitrite dans la choroïde du porc nouveau-né à des valeurs

comparables à celles de l'adulte (V : Fig. 2; Fig. 3). Les effets de
l'ibuprofène sont renversés par la PGDs; mais pas par la PGEz ou la PGIz

(V : Fig. 2; Fig. 3). Ce qui suggère que la PGDz contribue à la régulation

de la eNOS dans la choroïde du porcelet nouveau-né.

En conclusion, nos résultats démontrent une implication

importante des PGs dans la régulation des NOS constitutives durant la

période périnatale; et que dépendent du tissu, des PGs spécifiques
agissent dans cette régulation. Dans le cerveau et la vasculature cérébrale,

la PGË2 régule l'expression de la n-et la e-NOS; tandis que dans la

choroïde, la PGD; contrôle l'expression de la e-NOS.

Les récepteurs des prostaglandines dans la régulation des NOS
constitutives

u
Les PGs dans le contrôle de l'expression des NOS constitutives

exercent leurs actions en agissant sur des récepteurs spécifiques. Parmi les
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0

différents types de récepteurs des PGs, les récepteurs EP3 sont impliqués
dans le contrôle de l'expression des NOS constitutives (n- et e-NOS) dans
le cerveau et la vasculature cérébrale du nouveau-né. L'activation du

récepteur EP3 par des agonistes tels sulprostone et M&B 28, 767

renversent l'effet inhibiteur de l'ibuprofène sur l'expression et l'activité

de la n- et la e- NOS (IV : Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6; V : Fig. 3). Ces
observations furent confirmées par la technique de NADPH-diaphorase.

L'expression de la NOS dans le cortex cérébral, majoritairement présent

dans les neurones des couches profondes du cortex cérébral et des
vaisseaux sanguins cérébraux est réduit par l'ibuprofène et le nimesulide,

mais cet effet est renversé par le sulprostone (IV : Fig. 7; V : Fig. 4). La
relation spatiale entre les neurones et les vaisseaux sanguins, avec le fait
que le sulprostone module l'activité de NADPH diaphorase, suggèrent
l'action de la PGË2 via le récepteur EPa dans le développement neuronal
et la régulation du débit sanguin cérébral. Nos résultats ont également
démontré que 16,16-dimethyl PGE2 et M&B 28,767 augmentent
l'expression de la eNOS dans la vasculature cérébrale chez l'adulte (IV,

Fig. 3).

u

Dans la choroïde, c'est l'action de la PGDz via son récepteur DP

qui contribue à la régulation de l'expression de la eNOS. La diminution
de la synthèse des PGs via l'utilisation d'un inhibiteur non sélectif de la

COX (ibuprofène) ou un antagoniste spécifique des récepteurs DP de la
PGD2 (BW A868C) réduit l'ARN messager de la eNOS, la production de
nitrite et l'activité de la NOS à des valeurs comparables à celles de

l'adulte dans la choroïde du nouveau-né (IV : Fig. 2, Fig. 3). Cet effet

inhibiteur est renversé par l'addition d'un agoniste de la PGDs; mais pas
par des analogues de la PGIs ou de la PGD2 (IV : Fig. 2, Fig. 3). De plus,

les niveaux élevés de la PGDi régule l'expression de la eNOS dans la
choroïde du porc adulte. L'addition de la PGD2 augmente l'ARN
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messager de la eNOS ainsi que la production de nitrite dans la choroïde

de l'adulte (V : Fig. 2). Cette effet est renversé par l'ajout de BW A868C

avec la PGDz à des valeurs comparables au nouveau-né traité avec

l'ibuprofène (V : Fig. 2). Ces résultats suggèrent que la PGDz via

l'activation du récepteur DP est responsable des niveaux élevés des PGs

dans la choroïde, laquelle joue un rôle dans la régulation de l'expression
et de l'activité de la eNOS .

( ;

Les raisons de l'implication de récepteurs distincts au niveau de

fonctions semblables dans différents tissus ne sont pas bien connues

jusqu'à maintenant. Par contre, les nombreuses isofomies du récepteurs

EP^ couplées à une variété de voies de signalisaton de transduction
pourraient expliquer en partie les rôles des récepteurs des PGs dans la

regulation des NOS constitutives. Les différentes isoformes du récepteur
EP3 couplés à des protéines G différentes, conduisent à plusieurs voies de

signalisation. Par exemple, les isoformes couplées à la protéine

régulatrice de type Gi conduisent à l'inhibition de la voie de signalisation

de l'AC; tandis que les sous-unités couplées à la protéine régulatrice de

type Gs induisent l'augmentation de l'AC (Namba, 1993).

Rôles physiologiques de la régulation des NOS constitutives par les

prostaglandines dans le tonus vasomoteur et l'autorégulation

u

Par la suite, nous avons examiné si l'action des PGs (PGEz et

PGDz) en agissant via des récepteurs spécifiques (EP3 et DP) contribuant

à la régulation de l'expression des NOS constitutives (nNOS et eNOS)
dans le cerveau et la vasculature se manifeste dans des événements

physiologiques important tels le tonus vasomoteur et l'autorégulation.
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Tonus Vasomoteur

0

Pour examiner la contribution relative des PGs dans le contrôle du

tonus vasomoteur en réponse au N0 endogène, nous avons utilisé des

agents vasoactifs qui pennettent de mesurer les réponses vasomotrices qui

dépendent du N0. L'acétylcholine, la bradykinine et la substance P se

sont avérés des facteurs importants dans le contrôle du tonus vasculaire;

ceux-ci dilatent la plupart des vaisseaux sanguins, un effet qui est

dépendant du NO (Kontos, 1990; Jansen, 1991; Rosenblum, 1993).

L'effet de vasodilatation en réponse à la substance P est réduit chez le

porcelet traité avec l'ibuprofène à des valeurs comparables à celles de
l'adulte (IV : Fig. 5). Le traitement concomitant de l'ibuprofène avec un

agoniste potentiellement spécifique au récepteur EPs (sulprostone)
renverse l'effet inhibiteur de l''ibuprofène (IV : Fig. 5). Ainsi, ces études

physiologiques confirment que les niveaux élevés de la PGEz dans la
vasculature cérébrale en agissant via des récepteurs EP3 jouent un rôle

important dans le contrôle du tonus vasomoteur en réponse au N0

endogène.

L'action de la PGDs via son récepteur DP contribuant à la

regulation de l'expression de la eNOS dans la choroïde du nouveau-né

joue aussi un rôle important au niveau du tonus vasculaire. Les réponses

de vasorelaxation en réponse à l'acétylcholine, la bradykinine et la

substance P sont diminuées chez le nouveau-né traité avec l'ibuprofène à

des valeurs comparables à celles de l'adulte (V : Fig. 4). Cet effet

inhibiteur de l'ibuprofène sur la vasorelaxation est renversé par le

cotraitement avec un analogue de la PGDz (V : Fig. 4). Chez l'adulte

traité avec la PGDz, les réponses de vasorclaxation aux agents vasoactifs

sont augmentées à celles du nouveau-né non-traité (V : Fig. 4).

u
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Ainsi, ces études confirment que les niveaux élevés des PGs

(notamment la PGEz et la PGDz ) en agissant via des récepteurs

spécifiques (EP3, DP) dans la régulation des NOS constitutives (n- et e-

NOS) jouent un rôle important dans le contrôle du tonus vasomoteur.

Autorégulaîion

Durant une élévation de pression de perfusion, période où il y a

une augmentation de l'apport d'oxygène, l'adulte est capable de limiter
cet apport d'oxygène à la rétine grâce à une vasoconstriction adéquate de

la choroïde (Yu, 1996). Cependant, chez le nouveau-né, l'apport
d'oxygène demeure élevé puisque le débit sanguin choroïdien n'est pas
autorégulé (Chemtob, 1991). Cette excès d'oxygène amené à la rétine
peut résulter en la génération de métabolites de l'oxygène hautement
réactifs qui peuvent être dommageables pour l'oeil et prédisposer au
développement de la rétinopathie chez le nouveau-né (Shvedova, 1982;
Flynn, 1992; McLeod, 1996). Donc, le débit sanguin choroïdien est
autorégulé chez l'adulte (Kiel, 1992; Kiel, 1994; Yu, 1996), tandis que

chez le nouveau-né, il ne l'est pas (Chemtob, 1991).

u

Puisque que le débit sanguin choroïdien du nouveau-né ne

s'autorégule pas lors d'une augmentation de la pression de perfusion
(Chemtob, 1991; Kiel, 1992; Kiel, 1994), et que l'absence
d'autorégulation favorise une augmentation de l'activité de la eNOS

(Hardy, 1996a; Hardy, 1996b) et des PGs (Abran, 1997; Hardy, 1998),
nous avons examiné si l'action de la PGD2 via son récepteur DP dans la

regulation de la eNOS joue un rôle dans l'autorégulation des débits
sanguins choroïdiens au niveau de la limite supérieure de la pression de
perfusion oculaire (80 à 150 mmHg). Des porcelets traités avec un
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inhibiteur de la COX (ibuprofène) ou d'un inhibiteur sélectif au récepteur
DP (BW A868C) maintient constant le débit sanguin choroïdien sur un

grand intervalle de pression de perfusion oculaire. L'effet de BW A868C
sur le débit sanguin choroïdien est inversé par l'addition d'un analogue

stable de la PGDs; la choroïde du nouveau-né ne s'autorégule pas.

L'addition d'un inhibiteur de la NOS, L-NMMA au cotraitement de

l'ibuprofène et de la PGD2 permet au débit sanguin choroïdien de

demeurer constant au niveau de la limite supérieure de la pression de

perfusion oculaire de 80 à 150 mm Hg (V : Fig. 5). Nos résultats laissent

envisager que l'action des PGs via des récepteurs spécifiques contribuant

à la régulation de l'expression des NOS constitutives joue un rôle

important dans l'autorégulation des débits sanguins.

0 Les mécanismes d'actions possibles des prostaglandines dans la

regulation des NOS constitutives

Bien que les mécanismes par lesquels les PGs régulent

l'expression des NOS constitutives ne sont pas connus- jusqu'à

maintenant; certaines avancées peuvent être faites. Les gènes des NOS
constitutives contiennent des sites de liaison pour les facteurs de

transcription qui pourraient être activés par les PGs (Simonson, 1994;

Weinreb, 1997; Paliogianni, 1994, 1996; Micali, 1996; Camandola,
1996). Par exemple, la PGEz en agissant via le récepteur EPs pourrait

activer le facteur de transcription AP-1, lequel est régulé par la

phosphorylation (Barchowski, 1995).

u

Des travaux récents faits dans notre laboratoire ont identifié la

presence des récepteurs des PGs au niveau de l'enveloppe nucléaire dans

de nombreux tissus et types cellulaires, lesquels jouent un rôle dans la
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0
transcription des gènes (Bhattacharya, 1998; Bhattacharya, 1999).

L'activation du récepteur EP3 au niveau de noyaux isolés de cellules

endothéliales de vaisseaux sanguins cérébraux, augmente la transcription

des gènes de c-fos et iNOS, ainsi que la concentration intracellulaire de

calcium. Il est possible, que des récepteurs EP3 présents au niveau de la

membrane nucléaire agissent sur la régulation de l'expression des NOS

constitutives. En accord avec cette affirmation, la présence d'un

transporteur des PGs (Kanai, 1995; Lu, 1996; Schuster, 1998) pourrait
faciliter l'action intracellulaire des PGs au niveau du site nucléaire.

0

u
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VII. APPLICATIONS CLINIQUES

0

Le N0 est impliqué dans un grand nombre de fonctions

physiologiques lors du développement du cerveau et de la vasculature
incluant, la synaptogénèse, le raffinement des connexions, le tonus
vasomoteur et le contrôle de la circulation sanguine. L'augmentation de
N0 durant la période périnatale pourrait être nécessaire afin de maintenir
l'apport d'oxygène au cerveau du nouveau-né lorsque les contractions
utérines lors du travail diminuent l'oxygénation foetale. De plus, le N0
pourrait jouer un rôle chez le nouveau-né naît prématurément. La survie
croissante du nouveau-né de très faible poids fait que ce dernier doit faire
face à une pression sanguine augmentée, qui peut conduire à deux
pathologies vasculaires importantes : l'hémorragie intraventriculaire et à
la rétinopathie. Les répercussions de ces pathologies sont le retard mental,
la paralysie cérébrale et plusieurs problèmes visuels incluant la cécité.

Etant donné l'importance de N0 dans le développement du
cerveau et de la vasculature, il est donc d'intérêt de comprendre les
mécanismes de régulation de la NOS durant la période périnatale. Nos
études ont démontré un rôle important des PGs dans la régulation des
NOS constitutives durant la période périnatale, et que cette régulation par
les PGs se manifeste dans des événements physiologiques importants tels
le tonus vasomoteur et l'autorégulation. Une meilleure compréhension des
mécanismes de régulation des NOS et particulièrement dans ce contexte
via les PGs, peut éventuellement conduire à la prévention de certaines
pathologies rencontrées chez le nouveau-né.

u

Du point de vue thérapeutique, nos résultats permettent de

spéculer sur des considérations futures. L''inhibition des NOS avec des

bloqueurs non sélectifs ou sélectifs des NOS constitutives n'est
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probablement pas la solution idéale durant la période périnatale pour

protéger le nouveau-né contre plusieurs contraintes. Le nouveau

développement d'inhibiteurs pour la COX ou des récepteurs de PGs est

encore plus prometteur.

u
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n VIII. DIRECTIONS FUTURES

Par les travaux de cette thèse, nous avons mis en évidence le rôle

des PGs dans la modulation de l'expression des NOS constitutives dans la

période périnatale ainsi que leurs conséquences physiologiques. Nos

travaux ont montré que des PGs différentes, notamment la PGE; et la

PGDi via des récepteurs spécifiques (EPa pour PGEz et DP pour PGDz)

exercent des effets sur la régulation à la hausse des NOS constitutives, au

niveau cérébral (cerveau vaisseaux cérébraux) et périphérique (choroïde)

respectivement. Cette régulation se manifeste dans des événements

physiologiques importants dont le tonus vasomoteur et l'auto régulation.

0

Toutefois, les mécanismes par lesquels les PGs peuvent induire

l'expression des NOS constitutives demeurent inconnus. Basé sur des

evidences qui démontrent l'existence d'un transporteur des PGs et la

presence des récepteurs des PGs au niveau de la membrane nucléaire, il

est possible que des récepteurs nucléaires induisent la régulation de

l'expression des NOS constitutives. Etant donné que le calcium nucléaire

est impliqué dans la régulation de plusieurs fonctions nucléaires dont

entre autre, la régulation de l'expression des gènes, il est possible que des

canaux ioniques nucléaires modulent l'entrée de calcium. Des

changements dans la concentration du calcium nucléaire pourrait

influencer la régulation de l'expression des NOS constitutives.

u

On sait que les niveaux des PGs synthétisés par la COX sont

élevés durant la période périnatale, et que ceux-ci modulent l'expression

des NOS constitutives; mais on ne sait pas ce qui est à l'origine de

1'augmentation des PGs. Pour mieux comprendre l'origine de cette

augmentation, il s'avère utile de regarder les précurseurs dans la

biosynthèse des PGs.
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Si les PGs stimulent l'expression des NOS constitutives durant la

période périnatale, les NOS pourraient également réguler les PGs. Afin de

verifier cette hypothèse, on pourrait moduler de façon pharmacologique

les NOS constitutives par des inhibiteurs ou des donneurs de N0.

Les résultats de ces recherches futures, combinés aux nôtres,

permettront éventuellement une meilleure compréhension de la régulation

des NOS constitutives durant la période périnatale.

u
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