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Résumé

Mots clés : phophodiestérase, canaux potassiques BKca, insuffisance cardiaque, artére coronaire.

Résumé : Les nucléotides cycliques (NC)
apparaissent comme des régulateurs majeurs
du tonus vasculaire. Produits dans les
cellules musculaires lisses (CMLs) par les
cyclases, les NC agissent par I’intermédiaire
des protéines effectrices qui modulent de
nombreux mécanismes régulateurs de la
vasomotricité.  Les  phoshodiestérases
(PDEs) qui dégradent les NC assurent le
controle spatiotemporel de leur réponse
biologique.

L’objectif de mon travail était de préciser les
mécanismes par lesquels le tonus artériel est
controlé par certaines PDEs. J’ai réalisé cette
exploration en utilisant des arteres
coronaires ou meésentériques de rat, en
situation physiologique puis dans un modele
d’insuffisance cardiaque (IC) chronique.
Dans la premiere partie de mon travail, nous
nous sommes intéresses au mécanisme par
lequel les PDE3 et PDEA4 régulent le tonus de
I’artére coronaire. Par une approche
expérimentale plus intégrée de réactivité
vasculaire sur artére coronaires isolées, nous
avons montré DI'importance du canal
potassique BKca dans I’effet relaxant des
inhibiteurs de PDE3 et PDE4. De plus, nous
avons constaté une contribution
différentielle de ces canaux selon le mode de
stimulation de la génération d’un NC,
I’AMPc. A I’échelle de 1a CML, notre étude
a permis de suggérer I’existence d’un
signalosome impliquant les PDE3/PDE4 et
du canal potassique BKca, indiqué par la

technique de Proximity Ligation Assay. En
accord avec cette hypothese, le contrdle des
BKca par ces PDEs a pu étre mis en évidence
par la technique du patch-clamp. De maniére
intéressante, la contribution du couplage
fonctionnel entre le canal BKca et les PDE3
et PDE4 n’a pas été retrouvée dans les artéres
isolées de rats atteints d’IC. Ceci pourrait
étre expliqué par une diminution de
I’expression des canaux BKca ainsi que, au
moins partiellement, par une raréfaction de
leur localisation a proximité de la PDE4B.
Dans la deuxiéme partie de mon travail nous
avons exploré les roles des PDE3, PDE4 et
de la PDE2 en particulier, dans la régulation
du tonus de Dl’artére mésentérique de rats
atteints d’IC, en comparaison aux rats
controles. En effet, la contribution de la
PDE2 est suggérée par la capacit¢ d’un
inhibiteur sélectif de cette enzyme a
diminuer la réponse des artéres isolées a une
stimulation vasocontractante. Nous avons
ensuite exploré les effets de cet inhibiteur
dans d’autres types de réponses impliquant
les NC.

L’ensemble de ces travaux ajoute un niveau
de complexité a la compréhension des
mécanismes de la régulation de la
vasomotricité des artéres de résistance par
les PDEs. Les altérations de cette voie de
signalisation que nous avons mises en
¢vidence dans I’IC pourraient contribuer a la
dysfonction vasculaire qui accompagne la
maladie.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



Abstract

Keywords: phophodiesterase, BKca channel, heart failure, coronary artery.

Abstract : Cyclic nucleotides (CN) appears
to be important regulator of vascular tone.
Produced in smooth muscle cells (SMCs) by
cyclases, CN act through activation of key
effectors involved in the regulation of
vascular tone. Phoshodiesterases (PDES),
which degrade CN, provide spatiotemporal
control of their biological responses. The
aim of my work was to understand how
vascular tone is controlled by some PDEs
and how it is altered during heart failure
(HF). For this, | used rat coronary and
mesenteric arteries.

In the first part of my work, we were
interested in defining the contribution of
PDE3 and PDE4 in the regulation of
coronary tone. Using vascular reactivity
technique, we demonstrate the importance
of BKca channel in the relaxant effect of
PDE3 and PDE4 inhibitor. Moreover, their
contribution was different depending on the
mode of CAMP production, a type of CN. At
the cellular level, Proximity Ligation Assay
experiments suggest the existence of a
signalosome that involves PDE3/PDE4 and

large-conductance Ca?*-activated potassium
channel (BKca). According to this result, the
control of BKca activity by these PDEs was
demonstrated using the Patch-Clamp
technique. Interestingly, the contribution of
the functional coupling involving the BKca
and PDE3/PDEA4 is lost during HF. This may
be explained by the decrease of BKca
expression and [BKca-PDE4B] duplex
signal in coronary arteries isolated from HF
rat.

In the second part of my work, we
investigated the role of PDE3, PDE4 and
PDE2 particularly, in the regulation of rat
mesenteric artery tone during HF. In fact,
PDE2 selective inhibitor, decreased the
contractile response of isolated arteries.
Then, we investigated the effect of PDE2
inhibition in other pathway that involve CN.
Our findings underline the complexity of
PDEs in the regulation of resistance artery
tone. During HF, some CN signaling
pathway are impaired leading to vascular
dysfunction which can aggravate the
pathology.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France
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ML : Muscle lisse

MRP : Multidrug resistance-associated protein

MS : Muscle squelettique

MYPT : Myosin Phosphatase Target

NA : Noradrenaline

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NBD : Nucleotide binding domain

NC : Nucléotide cyclique

NHR : N-terminal hydrophobic region

NO: Monoxyde d'azote

NOS : NO synthase

NO? : Nitrite

NO?: Nitrate

NPR : Natriuretic Peptide Receptor - Récepteur des peptides natrurétiques
NPY : Neuropeptide Y

O?% : Anion superoxyde

P : Purines

PDE : Phosphodiestérase

PGI2 : Prostacycline

RhoK : Rho Kinase

PIP2 : Phosphatidyl-inositol 4,5-bisphosphate

PKA : Proteine kinase A

PKC : Protéine kinase C

PKG : Protéine kinase G

PLA: : Phospholipase A



PLB : Phospholamban

PLC : Phospholipase C

PMCA : Plasma membrane Ca®*-ATPase

PRKX: Human X chromosome-encoded protein kinase X
RCPG : Récepteur couplé a une protéine G

REM : Ras Exchange Motif

RyR : Récepteur a la ryanodine

SERCA : Sarco-endoplasmic reticulum calcium-ATPase - ATPases calcium dépendantes du
réticulum sarcoplasmique

SKca : Small-conductance Ca?*-activated channels - Canaux potassiques a faible conductance
activés par le Ca®*

SOD : Superoxide dismutase

SR : Réticulum sarcoplasmique
STOC : Spontaneous transient outward current — courant sortant spontané
STREX : Stress axis-regulated Exon
SUR : Sulfonylurea receptor
SURZ2B : Sulfonylurea receptor 2B
T : Thrombine

TEA : Tétraéthylammonium

TRP : Transient Receptor Potential
TXA2 : Thromboxane A

UCR : Upstream conserved Region
UCR : Upstream conserved region
VIP : Peptide intestinal vasoactif
VP : Vasopressine

a-ARs : Récepteurs a-adrénergiques

B-ARs : Récepteurs B-adrénergiques



Liste des figures

Figure 1 : Représentation schématique de la circulation systémique (rouge) et pulmonaire
(bleue).

Figure 2 : Localisation des principales artéres coronaires humaines.
Figure 3 : Structure de la paroi vasculaire.

Figure 4 : Représentation schématique d’'une CML dans un état relaiché et dans un état
contracté.

Figure 5 : Régulation de la phosphorylation de la MLC20 par la MLCP et la MLCK.
Figure 6 : Représentation schématique du mécanisme de contraction dépendant du Ca?".

Figure 7 : Représentation schématique des voies de sensibilisation de 1’appareil contractile au
Ca?* (voies d’inhibition de I’activité de la MLCP).

Figure 8 : Role de I’endothélium dans la régulation du tonus des CMLs.
Figure 9 : Voies de synthese des prostanoides.

Figure 10 : Effet du shear stress sur la eNOS.

Figure 11 : Structure de I’AMPc¢ et du GMPc.

Figure 12 : Structure schématique de 1’adénylate cyclase membranaire.
Figure 13 : Représentation schématique de la structure des NPR.
Figure 14 : Représentation schématique des 11 familles de PDE.

Figure 15 : Représentation schématique de la structure et des voies de régulation des isoformes
de PDES3.

Figure 16 : Représentation schématique de la structure des 4 groupes de PDE4.
Figure 17 : structure de la sous-unité o du canal BKca.
Figure 18 : Structure de la sous-unité  du canal BKca.

Figure 19 : Représentation de la probabilité d’ouverture du canal BKca (FPo) en fonction de
palier de dépolarisation croissant (exprimé en mV) a différentes [Ca?*].

Figure 20 : Role des canaux BKcadans les CMLVs.
Figure 21 : Dissection de la ACG.
Figure 22: Composition du myographe DMT 620 M.

Figure 23 : Représentation de la configuration «cellule attachée» (a gauche) et «inside out» (a
droite) en patch-clamp.

Figure 24 : Etape de la technique de PLA.
Figure supplémentaire 1 : Activité PDE-AMPCc dans les artéres coronaires gauches de rat.
Figure supplémentaire 2 : Effet de I’inhibition des BKca sur la réponse relaxante des

inhibiteurs de PDE3 et PDE4 dans les segments d’ACG de rat dépourvus d’endothélium
fonctionnel.

Figure supplémentaire 3 : Effet de I’inhibition des Ky sur la réponse relaxante des inhibiteurs
de PDE3 et PDE4 dans les segments d’ACG de rat dépourvus d’endothélium fonctionnel.



Figure supplémentaire 4 : Effet de I’inhibition de PDE4 sur la réponse relaxante induite par
des concentrations cumulatives d’isoprénaline en présence de ryanodine (Rya) ou de son
véhicule (control) sur des ségments d’ACG.

Figure 1R : Dosage de I’hydrolyse de I’AMPc par les PDEs dans les artéres mésentériques
isolées de rats SHAM et IC.

Figure 2R : Réponse contractile a des concentrations cumulatives de PGF2a dans les aortes
isolées de rats SHAM et IC.

Figure 3R : Réponse contractile a des concentrations cumulatives d’U46619 dans les artéres
mésenteriques isolées de rats SHAM et IC.

Figure 4R : Effet de I’inhibition de la PDE2, PDE3 et PDE4 sur la réponse contractile induite
par des concentrations cumulatives d’U46619 dans les artéres mésentériques isolées de rats
SHAM (A, B) et IC (C, D).

Figure 5R : Effet de I’inhibition de PDE2 sur la réponse relaxante induite par des
concentrations cumulatives de DEA-NO (A, C) et d’ANP (B, D) dans les artéres mésentériques
isolées de rats SHAM (A, B) et IC (C, D).

Figure 6R : Effet de l’inhibition de PDE2 sur la réponse relaxante induite par des
concentrations cumulatives d’isoprénaline ou de L85 dans les artéres mésentériques isolées de
rats SHAM (A) et IC (B).

Figure 1D : Schéma récapitulatif du role des canaux BKca dans la régulation du tonus de
I’artére coronaire basale par les PDE3 et PDE4.

Figure 2D : Schéma récapitulatif du role des canaux BKca dans la régulation du tonus de
I’artére coronaire par les PDE3 et PDE4 sous stimulation B-adrénergique (A) et activation des
adénylates cyclases (B).

Figure 3D : Schéma récapitulatif de la dérégulation du couplage BKc.-PDE3/PDE4 dans
I’insuffisance cardiaque.

Liste des tableaux

Tableau 1 : Structure comparative des vaisseaux sanguins.
Tableau 2 : Caractéristiques biochimiques des PDEs.

Tableau 3 : Récapitulatif des agents pharmacologiques utilisés dans les différentes
expériences.

Tableau 4 : Composition des solutions de « Krebs », « 0Ca?* » et « K80 ».
Tableau 5 : Composition des solutions utilisés pour les expériences de patch-clamp.



Table des matieres

Liste des abréviations....................c.coooiiiioi e, p3
Liste deS fiQUIeS..........ooooiii e P
Liste des tablauX ..., p8
INErodUCTION. ..., pla
1. Physiologie et pharmacologie de la circulation.............................cooonnll. p15
1.1. Description anatomique et histologique ............ooviiiiiiiii e pl5
1.1.1. La circulation coronaire ..................cocociiiiiiiiiiiiii .. P16
1.1.1.1. Description de la circulation coronaire....................cooooiiiiiiiii, pl6
1.1.1.2. Propriétés de la circulation COronaire ................c.cooeveeeinieriinaneaneanann.n. pl17
1.1.2. Structure de la paroi vasculaire .................coooiiiii pl8
1.1.3. Organisation du réseau artériel .............coooeiiiiiiiiiii e, p20
1.2. Physiologie et rdle du muscle lisse vasculaire ...............cccoooiiiiiiiiiiiiine p21
1.2.1. Description du muscle lisse vasculaire ...................cooooiiiiiiiiii, p21
1.2.2. Description et fonctionde la CML ............... p22
1.2.3. Mécanisme moléculaire de contractionde la CML ....................... p23
1.2.4. Voies de contractionde la CML ..., p25
1.2.4.1. Contraction dépendante du Ca?* ..............ccceieiiiiiiiieiiieeieeee e p25
1.2.4.1.1. Contraction suite a une initiation pharmaco-mécanique ..................... p26
1.2.4.1.2. Contraction suite a une initiation électro-mecanique ......................... p27
1.2.4.2. Mécanisme de contraction par sensibilisation au Ca?* ............................. p29
1.2.4.2.1. Voie d’inhibition de I’activité¢ de la MLCP (sensibilisation de 1’appareil
CONEIACIE AU €A%, .ot p30
1.2.4.2.2. Voies d’activation de la MLCP (désensibilisation de I’appareil
CONtractile AU Ca%) .......eieiie e p31
1.3. Effecteurs de la relaxation vasculaire................c.ooooiiiiiiiiiiin e, p32
1.3.1. Diminution de 1 [Ca%" i .....vuiveeii e p32
1.3.2. Hyperpolarisation du potentiel de membrane ................ooooiiiiiiiiiiniiin, p33
1.3.2.00 LES Ky 1ottt p33
132, 2, LS K AP ¢ttt e p34
1.3.2.3. L8S Kir ettt p35
1,324, LS BKCa -ttt p35
1.3.3. Diminution de la phosphorylation de laMLC20 ...............cooiiiiiiiiiiiine, p36
1.4. Mécanisme de regulation de la vasomotricCité....................ccooiiiiiiniiiinii e p36
1.4.1. REQUIALION NEIVEBUSE ..........iiitii e p36
1.4.1.1. Régulation par le systeme sympathique ............cc.ooeviveiriiiiriiiiiinininin, p36
1.4.1.2. Régulation par le systéme parasympathique .................ooiiiiiiiiinanenn... p37
1.4.1.3. Régulation par le systeme nerveux sensoriel ..................cooiiiiiiiinnn. p37
1.4.2. Régulation hormonale : réle de I’endothélium ... p37
1.4.2.1. Les EDREFs, facteurs relaxants dépendants de I’endothélium ....................... p38
1.4.2.1.1. Le monoxyde d’azote ...............cooooviiiiiiiiiiiiiiiiii p38
1.4.2.1.2. Les prostacyclines (PGl2)........ouiuiiiniiii e p40
1.4.2.1.3. EDHF (Endothelium-derived hyperpolarizing factor)........................ p4l



1.4.2.1.4. Les EDCFs, facteurs contractants dépendants de I’endothélium.............
1.4.3. Régulation par les contraintes de cisaillement ou shear stress.............................
1.4.4. Régulation par étirement de la paroi vasculaire : role du tonus myogénique .........
1.4.5. Régulation par des facteurs métaboliques ...............coooiiiiiiiiiii
R T B 0> 05 s (O
1452, 17ad@nOSINe ...oonuiiiiiit i e e

1.5. Altérations vasculaires associées a I’insuffisance cardiaque.................................
1.5.1. Définition et épidémiologie de I’IC ...,

1.5.2. Physiopathologie de I'TC ... ..o e
1.5.3. Altérations vasculaires associ€es a I'IC. ... ..o

2. Voies des nucléotides cycliques dans le systeme vasculaire..........................

2.1 Voie de PAMPC ..o
2.1.1. Voie de synthése de PAMPC ..o
2.1.1.1. Lesadénylates CyCIases. ........c.ouiirinit i
2.1.1.2. Les récepteurs B-adrénergiqUeS. .. ... ..oueerinrineint ettt
2.1.1.2.1. Role et distribution des B-ARS au niveau vasculaire..........................
2.1.1.2.2. Reégulation de I’activité des B-ARS ........cooviiriiiiiiiiiiiiiie

2.1.2. Les effecteurs vasculaires de PAMPC.........oviiiiiiii e
2.1.2.1. Laprotéine KINASe A.......oouiiitiiitt ittt et e e e e e e aanns
2.1.2.2. Le facteur d’échange EPAC .........cooviiniiiiiiii i

2.2.V0IE AU GIMPC ..o,
2.2.1. Voiede synthese dU GMPC...... ...t
2.2.1.1. Les guanylates cyclases solubles ..o
2.2.1.2. Les guanylates cyclases particulaires .............cccooviiiiiiiiiiiiiiie,
2.2.2. Les protéines kinases G, protéines effectrices du GMPC ....................cooooini

2.3. Hydrolyse des NCs par les phosphodiesStérases ...............cccoveveiiiiiiiiiiiieiieen
2.3 1. LaPDEZ ...
2.3.1.1. Caractéristiques gEnérales ............oooviriiiriiii i
2.3.1.2. Modulation pharmacologique de I’activité PDE2 .................ciiiiiiiinn,
2.3.1.3. Rdle de la PDE2 dans la régulation du tonus vasculaire ...........................
2.3.2. LA P Lo
2.3.2.1. Caractéristiques generales. ...........o.viiuiniie i
2.3.2.2. Modulation pharmacologique de I’activit¢t PDE3 ...............cccoiviiiininnn..
2.3.2.3. Role de la PDE3 dans la régulation du tonus vasculaire ...........................
2.3.3. LA PDEA. ... e
2.3.3.1. Caracteristiques genérales ...........cooiiriiriie i
2.3.3.2. Modulation pharmacologique de I’activité de PDE4....................coeeeeenen.
2.3.3.3. Rdle de la PDE4 dans la régulation du tonus vasculaire...........................

2.4, Efflux des NCs par 1eS MRPS. ..o e,
2.5. Altération de la voie des NCs dans PIC . ... e,

3. Les canaux potassiques BKca..........ooouuviiiiiiiiiiie e
3.1 Présentation des BKCa ......oviuiiiiiiie e

3.2. Les canaux BKca dans les CMLVs et leur réle physiologique...........................
3.2.1. EXpression et propriétés des BKCa. ... .o.vueuinininiiieei e
3.2.2. Mode d’activation des BKca €n condition physiologique ................cocvviiiinn...
3.2.3. Régulation physiologique de I’activité des BKca......o.vvvviiiiiiiiiiiiiiiiii,

10



3.2.3.1. Régulation par 1€S KINASES ...........cooiiniiiie e p82

3.2.3.2. Mécanismes altérnatifs de regulation .......................ocoiii p83
3.2.3.2.1. Les hormones StEroTdiennesS ...........c.eiuniiniii e p83
32322 . LeSERO ...oniiiiiii e p85
32323 . LENOELCO ..ottt p85
3.2.3.2.4. L’acide arachidonique et ses métabolites ................ccocevviiiiniinn.... p85
3.2.3.2.5. LesS protons HY ... p86
3.2.4. Régulation pharmacologique de I’activité des BKca .....ooovvviiiiiiiiiiiiii, p86
3.2.4.1. Les inhibiteurs des canauX BKca ..........oviviiiiiiiiiiiii e p86
3.2.4.1.1. Les cations H*, Cs, BaZ . ....ooieii e P86
3.2.4.1.2. Le tetraéthylammonium (TEA) ... p87
1 072 01 IR TR TS ()14 1t S p87
3.2.4.2. Les activateurs des canauX BKca .........cooevuiuiiiiiiiiii p88
3.2.5. Importance des BKca dans la régulation du tonus vasculaire ........................... p88
OB ECtITS. ., p9l
Matériels et MEthodes. ..o p93
1.Modele expérimental................coooiiii i p94
2. Agents pharmacologiqQUES.............cooivniii e p96
3. Laréactivite vasCUlaire. ... ... p97
3.1 DispoSItif ULIIISE ... .o p97
3.2 Lacalibration. ... ... p98
3.3, LanormaliSation ..........oouiuiniiii e p98
3.4, SOIULION ULHHSEES .. et p98
3.5. Protocole eXperimentale ...........oooiiiiriii i p99
3.6. Collection et traitement des données brutes................oooiiiiiiiiiiiiii p101
4. PatCh-ClamP ... ... pl101
o o 1 ol o1 PP pl01
4.2, SOIULIONS UTIIISEES ... v p102
4.3. DispOoSItif ULIIISE . ... e p102
A, ProtOCOIE ... p103
4.5, Traitement deS ONNEES .......oviii e, p103
5. Méthodes bioChimiquUes................ooo i pl04
5.1. EXtraction des ProtéinesS ... ..ot p104
5.2, D0sage des ProteiNeS. ........couiieiieii e p104
6. Dosage de Pactivité PDE-AMPC....................oooooi e, p104
8.0, PTINCIDE. . e p105
6.2, PrOTOCOIE .. ..o, p105
6.3.  Analyse des résUltats ......... ..ot p106



T WeEStern DlOt ..., pl106

7L PINCIDE o p106
T.2. PTOTOCOIE .o e p107
7.3. ANalyse deS dONNEES ... ..o p108

8. Proximity Ligation ASSAY..........ccooiiiiiiee e, p109
B L. PINCIDE ettt p109
8.2, PrOtOCOIE. ... p109
8.2.1. Isolement desS CIMLVS . ... p109
8.2.2. FIXation deS CIMLVS ....ooiiii e, p110
8.2.3. Perméabilisation et qQUENCNING ...........ooiiiiii e p110
8.2.4. Protocole de PLA ... e, p110
8.2.5. Observation des lames ..ot p110
8.3. ANAIYSE 0ES IMAGES ..., plll

9. Analyse statistique des dONNBES ..o oo pll2

RESUITALS. ...t p113

Projet | : ROle des PDE3 et PDE4 dans la régulation de la vasomotricité de
I’artere coronaire : implication des BKca et évolution lors de I’insuffisance

CANdIACUE. ... e pl14
L Introduction............... pl14
2. RESUIALS...........ooo p116
2.1. Article « Contribution of BKca channels to vascular tone regulation by PDE3
and PDE4 is 10st in heart failure ». ... p117
2.2. Présentation synthétique des résultats supplémentaires.................................. p118
2.2.1. Caractérisation du profil d’activité d’hydrolyse de I’AMPc dans I’artéere
arteres COTONAITES A€ TAL ... ittt e ettt et ettt eaans p118
2.2.2. Role des BKca dans la réponse relaxante induite par I’inhibition de la PDE3
et PDE4 dans I’artére coronaire gauche ..............ooiiiiiiiiiiiiiii e, p119
2.2.3. Réle des BKca dans I’effet potentialisateur des inhibiteurs de PDE3 et PDE4
sur la réponse B-adréNergiQUE. .........couiirniriei e p121
3. CONCIUSTON ..., 0122

Projet Il : role des PDEs-AMPc dans la régulation du tonus vasculaire au
cours de ’insuffisance cardiaque : Etude d’un modéle de vaisseau résistif,

PPartére MESENEErTQUE ...................ouimmiiiiiiiiiii e, p124
L INErOAUCTION. .. e p124
2. RESUITALS ... pl24

12



2.2. Effet de I’inhibition des PDEs sur la réponse contractile des segments d’artéres

mésentériquesde rats SHAM et IC. ... pl27
2.3. Effet de I’inhibition de la PDE2 sur la réponse relaxante a ’ANP et DEA-NO dans
les segments d’artéres mésentériques de rats SHAM et IC ............................. pl127
2.4. Effet de I’inhibition de la PDE2 sur la réponse relaxante a I’isoprénaline et au
L.858051 dans les segments d’artéres mésentériques de rats SHAM et IC.................. pl3l
3. CONCIUSION. ..., p132
Discussion et PersPeCtIVES. ...........ooi i pl34
CONCIUSIONS. ... pl148
Bibliographie................. p150

13



Introduction



1. Physiologie et pharmacologie de la circulation

1.1. Description anatomique et histologique

Le systeme cardiovasculaire assure 1’apport de 1’oxygene et des nutriments aux différentes
cellules de I’organisme. Il joue un réle important dans la défense de I’organisme, I’hémostase
et lacommunication cellulaire en véhiculant les cellules immunitaires, les anticorps, les facteurs
de coagulation et les hormones. Il est en charge de 1’élimination des métabolites toxiques et du
CO:s. Enfin, il contribue au maintien de la température et du pH sanguin a des valeurs stables
garantissant le bon fonctionnement des systémes de 1’organisme.

Schématiquement, 1’appareil cardio-vasculaire se compose d’une pompe a fonctionnement
alternatif (le coeur), d’un réseau de distribution a haute pression (les artéres), d’un circuit de
petits vaisseaux au niveau desquels s’effectuent les échanges (les capillaires), et d’un circuit de

retour a basse pression vers le cceur (les veines) (Marieb, 2005).

Le systeme vasculaire est composé de deux types de circulation (Figure 1) : la circulation
systémique (ou grande circulation) qui assure l’approvisionnement des organes en sang
oxygené et la circulation pulmonaire qui permet la réoxygénation du sang veineux arrivant par

I’artére pulmonaire (ou petite circulation) (Marieb, 2005).

Voie aérienne

L - Poumons
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Tissus ——

Figure 1 : Représentation schématique de la circulation systémique (rouge) et pulmonaire
(bleue).



En considérant le sang comme un liquide newtonien circulant avec une pression moyenne, le
débit au niveau d’un organe se calcule selon le rapport : pression efficace sur la
résistance a1’écoulement (Loi de Darcy). La pression efficace (pression artérielle moyenne
et veineuse) ne variant pratiguement pas, le seul facteur de variation du débit au niveau
d’un organe est donc la résistance a 1I’écoulement (R) du sang, or d’aprés la loi de Poiseuille:
R=8In/nr* ( : la viscosité; | : la longueur du vaisseau; r: rayon du vaisseau) ; dans cette
équation, seul «» n’est pas constant. C’est donc en faisant varier leur calibre que les
vaisseaux contrélent le débit au niveau des organes qu’ils irriguent. De plus, sachant que
dans la loi de Poiseuille le rayon du vaisseau est élevé a la puissance 4, la moindre
variation de ce dernier suffit a faire augmenter le débit significativement. Ces changements

actifs du calibre des vaisseaux constituent la vasomotricité.
1.1.1. La circulation coronaire

1.1.1.1. Description de la circulation coronaire

La circulation systémique contribue a I’irrigation fonctionnelle du cceur par la circulation
coronarienne. Elle nait au niveau du sinus de Valsalva (sinus aortique) puis se ramifie en deux
formant une artére coronaire gauche et une artére coronaire droite (Figure 2). L’artére coronaire
gauche irrigue le cété gauche du myocarde puis elle donne le rameau interventriculaire antérieur
et le rameau circonflexe de 1’artére coronaire gauche. L’artére coronaire droite s’étend vers le
c6té droit du muscle cardiaque, ou elle émet deux ramifications : le rameau marginal droit et

le rameau interventriculaire postérieur.

artére interventriculaire

artére coronaire anterieure

droite artéere circonflexe

Figure 2 : Localisation des principales arteres coronaires humaines.
(http://www.prevention.ch/langioplastiecoronaire.htm)
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Les arteres coronaires fournissent au myocarde un apport intermittent et rythmique. Ces
vaisseaux et leurs principales ramifications sont logés dans 1’épicarde ou juste en dessous, et
leurs branches pénétrent dans le myocarde pour I’irriguer. L’existence d’une circulation
collatérale épicardique anastomosant entre elle les différentes branches du réseau coronaire
(Elayda et al., 1985) est maintenant bien établie. Cette circulation est peu développée
puisqu’elle est représentée par des vaisseaux de trés petit diametre (40 um) a faible débit
néanmoins elle trouve son importance lors d’une sténose (infarctus du myocarde) (Charney and
Cohen, 1993) a condition qu’elle se constitue trés progressivement. En effet, une occlusion qui
se forme brutalement est susceptible d’entrainer un infarctus transmural étendu, alors que si elle
se forme progressivement, elle causera moins de dommages car la circulation colatérale aura le
temps de prendre le relais tres tot lors de I’accident ischémique. Dans certain cas, la circulation
colatérale est tellement efficace qu’elle peut cacher la survenue de certaines coronaropathies

Séveres.
1.1.1.2. Propriétés de la circulation coronaire

L’artére coronaire irrigue un muscle en continuel exercice et doté d’un métabolisme aérobie
treés élevé nécessaire a son activité contractile. C’est pourquoi, la circulation coronaire posséde

des propriétés spécifiques en lien avec sa fonction. Elles se résument comme suit :

- Variation du débit coronaire au cours du cycle cardiaque : Le débit coronaire au
repos représente 4-5 % du débit cardiaque soit environ 250 mL/mn. La circulation coronaire
varie de facon importante au cours du cycle cardiaque. En effet, lors de la systole, la pression
endocardique au niveau du ventricule gauche est elevée (120 mmHg) et entraine par conséquent
la compression du réseau artériel coronaire de cette région, limitant ainsi son
approvisionnement en sang. Ce phénoméne n’est pas observé dans le réseau coronaire
épicardique car non soumis a la variation de pression dans le ventricule gauche. La diastole
permet de rétablir un flux coronaire continu. Du fait de I’hétérogénéité de la répartition des
pressions intramyocardique, la circulation coronaire peut étre qualifiée de cyclique dans le
temps. Le rétablissement d’un flux coronaire normal durant la diastole explique les effets
néfastes de la tachycardie lors des cardiopathies ischémiques puisque 1’augmentation de la
fréquence cardiaque se fait au dépend d’un raccourcissement de la durée de la diastole et par
conséquent, d’une amputation du temps réservé a la vasorelaxation coronaire. Quant a la
perfusion du ventricule droit et des oreillettes, elle est continue du fait que méme durant la
systole, la pression régnant au sein de ces cavités est faible et n’empéche donc pas la

vasorelaxation coronaire (Chassot et al., 2010).
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- Adaptation du débit coronaire au besoin du myocarde en O: : elle se produit
essentiellement par le biais d’une vasodilatation. La consommation myocardique en O dépend
comme pour tous les autres organes de son débit de perfusion et de sa capacité d’extraction de
1’0O2. Cependant, le myocarde est un organe particulier car il est en continuel exercice donc sa
capacité d’extraction de 1’O2 par ses cellules est déja maximale et dépend donc de la variation
du débit de perfusion (Brion et al., 2013). Le débit coronaire est calculé en faisant le rapport
entre la pression aortique et les résistances coronaires. La pression aortique demeure stable,
seule la diminution des résistances coronaires augmente le débit coronaire. Par conséquent, lors
de DI’effort, le débit coronaire est augmenté grace a une vasodilatation coronaire maximale,
réponse qui est 4 a 5 fois plus élevée qu’une vasodilatation en temps de repos (Brion et al.,
2013).

1.1.2. Structure de la paroi vasculaire

Les parois des arteres et veines, sauf des capillaires, sont composées de trois couches ou

tuniques morphologiquement distinctes et hautement structurées (Figure 3).

- La tunique interne ou intima, est composée d’une couche de cellules épithéliales
pavimenteuses qui tapisse la lumiére de tous les vaisseaux. Ces cellules sont reliées entre elles
par des jonctions intercellulaires et reposent sur une fine couche de tissu conjonctif lache
appelée limitante externe (Movat and Fernando, 1963) . L’endothélium représente une surface
d’échange évaluée a 280 et 350 m? (Pries and Kuebler, 2006). En absence de contraintes
mécaniques, les cellules endothéliales (CEs) ont une forme polygonale, cependant lorsque le
flux circulant impose des forces de cisaillement, elles deviennent allongées pour orienter leur
grand axe dans le sens du flux. Ce phénomeéne est notamment observé dans les arteres de
conductance ou le flux est laminaire et les contraintes de cisaillement présentes (rapport
longueur/largeur des cellules endothéliales d’environ 4) mais aussi reproduit dans des modéles
de cultures de cellules endothéliales sous flux (Bachetti and Morbidelli, 2000). L’endothélium
réagit aux modifications chimiques, physiques et humorales qui surviennent dans son
environnement par la synthése et la libération de nombreux facteurs impliqués dans la
modulation de 1’angiogenése, l’inflammation, I’hémostase, la perméabilité et le tonus
vasculaire (Dandona, 2002; Haddy et al., 2006; K. K. Wu and and P. Thiagarajan, 1996). Il
module le tonus contractile des cellules musculaires lisses (CMLSs) vasculaires (CMLVS) en
libérant des facteurs pro-contractants tels que 1’endothéline (ET-1) et le thromboxane A2 ou

pro-relaxants tels que la prostacycline, la bradykinine et le monoxyde d'azote (NO) (Lerman
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and Zeiher, 2005). Les mecanismes précis controlant cette homéostasie sont complexes et

résultent d’interactions entre le sang, 1’endothélium et les CMLs.

- La tunique moyenne ou media, comprend essentiellement des CMLs disposées en
anneaux et des feuillets d’élastine continus associés aux macromolécules de la matrice
extracellulaire (faisceaux et fibrilles de collagéne, protéoglycanes). L’activité du muscle lisse
vasculaire est régie par les neurofibres vasomotrices du systeme nerveux sympathique et par
d’autres substances vasoactives d’origine endothéliale. Selon la nature des stimuli, les CMLs
peuvent soit se contracter, et induire une vasoconstriction ou se relacher pour induire une
vasodilatation. Ces variations du diametre des vaisseaux sanguins ont des effets marqués sur la
pression sanguine, ce qui souligne le réle important de la média dans la régulation du flux

sanguin.

- La tunique externe ou adventice est constituée d’un tissu conjonctif peu organisé,
riche en collagéne et fibres élastiques et contenant des fibroblastes et des adipocytes. Dans les
gros vaisseaux, elle contient des vasa vasorum qui sont de trés petits vaisseaux sanguins, ayant
un réle nourricier pour 1’adventice et pour la partie externe de la média. L’adventice est
parcourue de vaisseaux lymphatiques neurofibres dont 1’arborisation terminale forme un réseau
périvasculaire (Burnstock and Iwayama, 1971). Ces fibres nerveuses agissent directement sur
les CMLs de la couche la plus externe de la média puis la transmission de 1’excitation se fera
de proche en proche gréce aux jonctions communicantes. La densit¢ de I’innervation est
inversement corrélée a la taille du vaisseau mais aussi a la résistance du vaisseau. Ainsi, ce sont
les petites artérioles pré-capillaires qui sont les plus innervées. L’innervation du muscle lisse
vasculaire est essentiellement sympathique. Si la régulation du tonus vasculaire est
classiquement décrite pour étre médiée par la noradrénaline (NA), d’autres médiateurs assimilés
et co-transmetteurs peuvent aussi étre impliqués comme le peptide vasoactif intestinal (VIP),
I’histamine, 1a sérotonine, la substance P, les enképhalines, CGRP et enfin le neuropeptide Y
(NPY) (Burnstock, 2011).
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Adventice

Vasa vasorum

Innervation (nervi vasorum)

Figure 3 : Structure de la paroi vasculaire (Pérez-Martin et al., 2016).
CE : cellule endothéliale, CML : cellule musculaire lisse, Coll : collagene, Fib : fibroblaste,
LE : limitante élastique.

Les différents types de vaisseaux se distinguent par leur longueur, par leur diametre ainsi que

par 1’épaisseur et la composition de leur paroi que I’on peut résumer dans le tableau suivant

(Tableau 1).

Composition relative
Tissu | Muscle | Tissu
élastique | lisse | fibreux

) Diametre de la lumiére (D)
Types de vaisseauX | et épaisseur de la paroi (E) | Endothélium

Acrtére élastique D:15cm, E:1mm + 4+ 4+ ++
Artere musculaire |p - g mm. E : 1 mm + ++ +H++t+ |t
Artériole D:37pum, E:6pum + ++ +++ +
Capillaire D:7um, E:5pm + - - -
Veinule D:20 um,E: 1 pum + - + ++
Veine D:5mm,E:05mm + + +++ ++++

Tableau 1 : Structure comparative des vaisseaux sanguins d’aprés (Marieb, 2005).
(+) indique I’abondance et (-) indique 1’absence d’un tissu donné.

1.1.3. Organisation du réseau artériel

Selon leur taille et leur fonction, les artéres se divisent en trois groupes : les artéres élastiques,

les artéres musculaires et les artérioles.

- Les artéres élastiques ou de conductances sont les grosses artéres a la paroi épaisse

situées pres du cceur, soit I’aorte et ses principales ramifications. Elles posseédent le plus grand
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diametre (entre 1 et 2,5 cm chez I’homme) et la plus grande élasticité grace a leur composition
riche en élastine. Cette derniere leur permet de supporter et compenser les grandes fluctuations
de pression entre la systole et la diastole. Bien qu’elles contiennent une petite quantité de muscle
lisse, les arteres de conductances ont un role peu actif dans la vasoconstriction. Leur paroi se
dilate et se resserre passivement selon le volume sanguin €jecté permettant un écoulement

presque continu du sang (Marieb, 2005).

- Les arteres musculaires ou de résistances naissent a partir des artéres élastiques. Elles
possedent un plus petit diamétre (entre 0,3 mm et 1 cm) responsable de 1’apparition d’une forte
résistance a I’écoulement du sang. Leur tunique moyenne dépasse en épaisseur celle des autres
vaisseaux (Tableau 1). En outre, elles contiennent plus de muscle lisse et moins de tissu
élastique ; par conséquent elles sont dotées d’un tonus contractile plus important que les arteres
de conductances (Marieb, 2005).

1.2. Physiologie et role du muscle lisse vasculaire

1.2.1. Description du muscle lisse vasculaire

Il existe trois types de tissus musculaires chez I’homme : les muscles squelettiques (MSs),
cardiaques (MCs) et lisses (MLs). La plus part des muscles squelettiques s’insérent sur des
piéces osseuses du squelette et ont un réle dans le contrdle du mouvement. Le muscle cardiaque

se trouve uniquement dans le ceeur, il est appelé myocarde et permet la contraction cardiaque.

Le ML se trouve dans la paroi des organes creux et tubulaires, ou sa contraction change la forme
de l’organe. Il est le principal composant de la paroi vasculaire et intervient dans la
vasoconstriction jouant ainsi un réle primordial dans la régulation du diametre du vaisseau.
L’organisation du ML differe en quelque point de celle du MS et peut étre résumé dans les
points suivants (Silverthorn et al., 2007) :

- La taille du ML est plus petite que celle du MS. Les cellules qui le composent sont des
CML qui ont une forme de fuseaux a un seul noyau, ce qui les oppose aux grandes fibres
multinucléees des MS.

- Les MLs ont des filaments d’actine et de myosine plus longs que les MSs et 1’isoforme
de la myosine dans le ML est différente de celle du MS. L’activit¢é ATPasique de la myosine
du ML est plus lente, allongeant la phase de contraction. De plus, la myosine dans le ML
posseéde une petite chaine qui a un rdle régulateur (décrite dans le prochain paragraphe, 2.2).
L’actine est plus abondante dans le ML et s’associe a la tropomyosine comme dans le MS.

Cependant le ML ne possede pas de troponine.
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- Les filaments contractiles du ML ne sont pas disposés en sarcomere. L’actine et la
myosine sont disposees en longs fuseaux obliques qui s’étendent en diagonale a la périphérie
de la cellule. Cette disposition oblique des éléments contractiles fait que la fibre musculaire

devient globulaire lors de la contraction (Figure 4), au lieu de se raccourcir comme dans le MS.

Filaments

intermédiaires ; Foo
Filaments épais

Corps denses ]| [
\J Filaments fins

Etat relaché , ,
Etat contracte

Figure 4 : Représentation schématique d’une CML dans un état relaché et dans un état
contracté (Marieb, 2005)

La CML a une forme allongée fusiforme mononuclée lorsqu’elle est relachée et devient
globulaire lorsqu’elle se contracte. Les filaments intermédiaires, les filaments épais et fins
appartiennent au cytosquelette. Les corps denses servent de point d’ancrage aux filaments fins.

1.2.2. Description et fonction de la CML

Les CMLs sont des cellules mononuclées, généralement fusiformes avec des extrémites
pointues et parfois bifides, d’un diameétre de 2 & 10 um pour une longueur tres variable selon le

tissu (de 15 pm pour les plus petites a 500 um pour les CML utérines).

Leur cytosquelette est composé de myofilament (filaments épais et fins), de filaments
intermédiaires et de microtubules (Gabbiani et al., 1981). Les filaments intermédiaires sont
fixés a intervalles réguliers a des structures appelées corps denses (Figure 4). Ces derniers
servent aussi de point d’ancrage aux filaments fins. Le réseau formé par les filaments
intermédiaires et les corps denses constitue un cytosquelette intracellulaire résistant, qui dirige
la traction exercée par les filaments épais fins.

Les filaments intermédiaires, principalement composés de vimentine et desmine, assurent le
maintien de I’organisation architecturale du systéme des myofilaments. Les microtubules,
formés de protofilament de tubuline, interviennent dans le transport des vésicules
intracellulaires. Enfin, les myofilaments constituent I’appareil contractile qui assure la fonction

contractile des CMLs. Ils sont représentés par les filaments fins et épais (Gabbiani et al., 1981).
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- Les filaments épais de myosine : il s’agit d’un complexe hétérohexamérique non
covalent constitué d’une paire de chaines lourdes de 200-250 kDa , associées au niveau de leur
téte globulaire a deux paires de chaines légeres (Myosin light chain, MLC) : la MLC20 de poids
moléculaire 20 kDa, phosphorylable, dite chaine régulatrice, et la MLC17 de poids moléculaire
17 kDa, dite chaine « essentielle ». Les chaines lourdes de la téte globulaire comportent deux
sites nécessaires a sa fonction motrice : celui de I’hydrolyse de I’ATP (fonction ATPase) et

celui de I’interaction avec 1’actine.

- Les filaments fins : ce sont des polymeéres formés de monomeére d’actine globulaire.
Au niveau de la CML, 4 isoforme d’actine sont exprimés : I’a-actine du muscle lisse (a-smooth
muscle-actin), la y-actine du muscle lisse (y-smooth muscle-actin), la B-actine non-musculaire
(#-non muscle-actin) et la y-actine non musculaire (y- non muscle-actine). La forme a est
prédominante dans les CMLVs. Elle est associée a la tropomyosine, la caldesmone et la
calponine. Les filaments fins sont en revanche totalement dépourvu de troponines I, T et C,
constituant essentiel du filament fin du sarcomeére dans le MS. Les troponines ont pour rdle de

régler d’une fagon dépendante du Ca?" le couplage contraction-relaxation dans le MS et MC.

Les CMLVs ont la capacité de maintenir une contraction permanente dite tonique responsable
du tonus vasculaire, tandis que d’autre type de CML comme celle de la vessie par exemple se
contracte de fagon phasique, c’est-a-dire, en alternant plusieurs cycles de contraction-
relaxation. De plus, la contraction des CMLs est caractérisée par une faible consommation
énergétique (300 a 500 fois moins d’énergie qu’une cellule musculaire squelettique). Les CMLS
dispose d’une innervation spécifique. En effet, contrairement au MS ou toutes les cellules
musculaires sont innervées sans étre connectées entre elles, les CMLs sont faiblement
innervées. La transmission du signal se fait grace a des jonctions communicantes qui permettent
un fort couplage électrique et fonctionnel entre elles par le passage de molécules de bas poids

moléculaire telles que le Ca®* et le 3°,5’-adénosine monophosphate cyclique (AMPC).
1.2.3 Mécanisme moléculaire de contraction de la CML

Un filament épais de myosine peut étre en contact avec six filaments fins d'actine. Les
interactions actine-myosine répétées entrainent un glissement relatif des filaments d’actine par
rapport a la myosine, ce qui rapproche les corps denses et génere une force aux extrémités de
la cellule musculaire. Les mouvements des tétes de myosine d’un méme filament ne se font pas
tous en méme temps. Ainsi, pendant toute la durée de la contraction, les filaments d'actine
restent en contact avec le filament de myosine ce qui leur empéche tout glissement en arriere

(Silverthorn et al., 2007).
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La force contractile des fibres musculaires lisses est liée a la phosphorylation spécifique et
réversible de la MLC20 sur la sérine 19 (lkebe et al., 1987), elle-méme régulée par deux
enzymes clés : la kinase de la chaine légére de la myosine (MLC Kinase : MLCK) et la
phosphatase de la chaine Iégéere de la myosine (MLC Phosphatase : MLCP) (Figure 5).

- La kinase de la chaine legére de la myosine (MLC Kinase : MLCK) est responsable
du changement de conformation de la myosine. En effet, sa phosphorylation sur la sérine 19
(Ikebe et al., 1987) permet son passage a une conformation allongeée, facilitant la liaison a
I’actine (Horowitz et al., 1996).

- La phosphatase de la chaine légere de la myosine (MLC Phosphatase : MLCP) est
responsable de la rupture de I’interaction actine-myosine grace a son activité déphosphorylante.
L'énergie provenant de I’hydrolyse de 'ATP (adénosine triphosphate) par I’activité ATPasique
intrinséque de la myosine alimente le cycle des ponts d’union entre la myosine et l'actine

nécessaire a la contraction (Horowitz et al., 1996).

L’activité de la MLCK est corrélée positivement & la concentration de Ca?* intracellulaire
[Ca?*]i. En effet, I’'augmentation de la [Ca®'];, permet la liaison de la calmoduline (CaM) au
Ca?" pour former un complexe Ca?*/CaM (4 ions Ca®* se liant & une molécule de CaM). Ce
dernier va ensuite interagir avec la MLCK, pour I’activer. La kinase activée catalyse le transfert
aux tétes de myosine de groupement phosphate provenant de I’ATP. Cette phosphorylation
permet I’interaction des tétes de myosine avec 1’actine et le raccourcissement de la fibre

musculaire. La diminution de la [Ca?*]i permet une vasodilatation (Figure 5).

Parallélement & ce mécanisme de contraction dépendant du Ca?*, il existe un second mécanisme,
appelé sensibilisation de I’appareil contractile au Ca?*, qui permet de maintenir la MLC20 dans

un état phosphorylé alors que la [Ca?*]; reste inchangée.
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Figure 5 : Régulation de la phosphorylation de la MLC20 par la MLCP et la MLCK.
Ca?*/CaM : complexe Ca*?- calmoduline, MLC20 : chaine légére de la myosine, MLCK :
kinase de la chaine légére de la myosine, MLCP : phosphatase de la chaine Iégére de la myosine,
P indique une phosphorylation.

La MLCK activée par le complexe Ca?*/CaM, phosphoryle la téte globulaire de la myosine
représentée par la MLC20.Ceci permet D’interaction avec D’actine pour induire une
vasoconstriction. L activité déphosphorylante de la MLCP permet une rupture des ponts actine-
myosine et induit une vasodilatation.

1.2.4. Voies de contraction de la CML

1.2.4.1. Contraction dépendante du Ca?

En absence de tout stimulus, la [Ca®*]i dans la CML est trés faible (environ 0,1 uM), alors
qu’elle est beaucoup plus importante dans le réticulum sarcoplasmique (RS) (10 a 15 mM)
(Chapman and Tunstall, 1987) et le milieu extracellulaire (1 a 2 mM) (Marin et al., 1998).

Une augmentation du Ca*? cytosolique est le signal qui déclenche la contraction. Le Ca®* entre
dans la cellule depuis le milieu extracellulaire via les canaux calciques de type L (LTCC pour
L-type calcium channel) et est libéré par les réservoirs intracellulaires représentés par le RS.
Cependant comme les réserves de Ca?* dans le ML sont limitées, la contraction soutenue dépend
de I’influx continu de Ca*? depuis le milieu extracellulaire. Le RS contient deux type de
récepteurs : 1’inositol 1,4,5 tri-phosphate (IP3R) et les récepteurs & la ryanodine (RyR)
(McCarron et al., 2006). L’TP3R est assimilé a la réponse contractile alors que le RyR est plutot
assimilé a une réponse relaxante. En effet, I’ouverture des IP3R libere une quantité massive de
Ca?" sous forme d’une vague calcique ou calcium wave tandis que la libération de Ca?* par les

RyR est plus localisée et transitoire qu’on appelle sparks calciques ou étincelles calciques
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(Nelson et al., 1995) . Elle est destinée a activer les canaux potassiques de grande conductance
appelés BKca pour Big-conductance Ca?*-activated channel, cette partie sera abordée dans le
chapitre 3 (Brayden and Nelson, 1992).

De nombreuses protéines membranaires mais aussi intracellulaires assurent le maintien de
I’homéostasie calcique dans la CML. On retrouve :

la pompe Ca?*-ATPase (Plasma Membrane Ca?*-ATPase : PMCA) expulse un ion Ca?*
contre ’entrée de 2 ions H* (Carafoli, 1992).
- I’échangeur Na*/Ca?" fait sortir un ion Ca?* contre ’entrée de 3 ions Na* dans la cellule
(Eisner and Lederer, 1985).
- Le RS joue un role primordial dans la régulation du Ca®* intracellulaire. Cette fonction
est assuré par une protéine largement exprimée a ce niveau, la Ca**-ATPase du RS (Sarco-

endoplasmic reticulum calcium-ATPase : SERCA).

La contraction dépendante du Ca?* regroupe un ensemble de processus intracellulaire dont
I’activation dépend directement de la nature du stimulus (Figure 6). Ce dernier peut étre soit
d’origine pharmacologique (initiation pharmaco-mécanique), résultant de la liaison d’un
agoniste a son récepteur situé a la membrane de la CML ; soit d’origine électrique (initiation
éléctro-mécanique), faisant suite a une augmentation de potentiel de membrane a des valeurs
positives, supérieur au potentiel de repos. Dans tous les cas, ces deux processus agissent en
synergie pour augmenter la [Ca®*]; a des valeurs de I’ordre du micromolaire, nécessaire a la
contraction de la CMLYV.

1.2.4.1.1. Contraction suite a une initiation pharmaco-mécanique

De nombreuses substances vasoactives endogenes sont impliquées dans le mécanisme de
contraction de la CMLV. Elles peuvent provenir soit du systeme sympathique (NA et
adrénaline), soit de 1’endothélium (ET-1) ou encore des tissus environnants (angiotensine |1
(AT I1)). Ces agonistes endogeénes se lient a des récepteurs de type RCPG couplés a une sous
unité a de type Gy11 permettant la transduction du signal au niveau intracellulaire pour aboutir
a ’augmentation [Ca®']i . En effet, les protéines Gqn1 vont stimuler I’activité enzymatique de
la phospholipase C (PLC), spécifique du phosphatidyl-inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) de la
membrane lipidique dont I’hydrolyse se traduit par la formation de deux seconds messagers :
I’inositol 1,4,5 tri-phosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). La liaison de I’'IP3 sur son
récepteur spécifique (IP3R) a la membrane du RS produit une libération de Ca?* des stocks du
RS vers le cytosol (Hirose et al., 1999). Le Ca?* libre peut se lier a la CaM pour déclencher le

processus de contraction, mais également se lier a un autre type de récepteur : les récepteurs a
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la ryanodine (RyR). Leur activation entraine 1’efflux de Ca?* vers le cytosol. Ce mécanisme
appelé "Ca**-induced Ca?* release” (CICR), a une plus grande envergure dans le MC que dans
le ML. La colocalisation des IP3R et des RyR contribuerait a I’amplification du CICR. (Janiak
et al., 2001). L’activité des IP3R est finement régulée par la [Ca?*], qui lorsqu’elle est faible,
favorise 1’ouverture des IP3R. A ’opposé, lorsqu’elle élevée, elle stimule plutot la fermeture

des IP3R (Mak et al., 1998).
1.2.4.1.2. Contraction suite a une initiation électro-mécanique

En fonction des territoires vasculaires, le potentiel de membrane des CMLs varie entre -50 mV
et -45 mV dans les cellules possédant une activité électrique spontanée (veine porte), -60 mV
et -55 mV dans les grosses arteres et les veines capacitives et -70 mV et -65 mV dans les artéres
et les veines de résistance (Hirst and Edwards, 1989). Ces valeurs, plus positives que le potentiel
d’équilibre pour les ions K* (-90 mV , -85 mV) sont dies a une concentration intracellulaire en
ions CI relativement importante amenant le potentiel d’équilibre pour cet anion entre -20 et -
30 mV.

La modulation du potentiel de membrane est un élément important de la régulation du tonus
vasculaire : une dépolarisation de 3 mV augmente de deux fois 1’entrée de Ca®* par les canaux
calciques dépendants du potentiel : LTCC, produisant respectivement une vasoconstriction
(Nelson and Quayle, 1995a). Deux types de canaux ioniques interviennent dans la modulation
du potentiel de membrane dans les CMLVs : certains canaux K* et des canaux CI-, ouverts par
1’augmentation de la concentration de Ca?* libre cytoplasmique. L’activation de ces canaux CI~
déplace le potentiel de membrane dans le sens d’une dépolarisation et 1’ouverture des canaux

K™ le déplace dans le sens d’une hyperpolarisation.

La CML contient de nombreux canaux activés lors de 1’étirement, qui s’ouvrent en réponse a
une augmentation de la pression intraluminale, en absence de tout stimulus pharmacologique.
Comme la contraction dans ce cas-la est liée a une propriété de la fibre musculaire elle-méme,
on parle de contraction myogénique (Bayliss, 1902). Le changement de la pression
intraluminale est suivit d’une dépolarisation de la membrane des CMLs, responsable d’une
mobilisation calcique intracellulaire qui activera les protéines contractile pour induire une

vasoconstriction.

C’est en 1902, que W.M. Bayliss a mis en évidence pour la premiere fois 1’existence d’une
réponse vasculaire locale suite & une augmentation de la pression intraluminale, la réponse
myogénique (Bayliss, 1902). En 1949, Folkow a montré que ce tonus vasculaire est un
mécanisme non neuronal puisqu’il persiste au niveau des vaisseaux dénervés et qu’en plus la
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réponse myogénique est d’autant plus élevée que le diametre des vaisseaux est petit. En effet,
au niveau des petites artérioles pré-capillaires, le tonus myogénique constitue un mécanisme
local d’autorégulation du débit sanguin lors d’une augmentation ou d’une baisse soudaine de la

pression artérielle.

Différents types de canaux sont décrit pour participer a I’initiation de la réponse myogénique,
nous nous intéresserons aux canaux calciques dépendants du potentiel et nous aborderons les
autres dans la partie 4 du chapitre 1.4 de I’introduction.

Les canaux calciques dépendants du potentiel représentent la voie principale d’entrée de Ca®*
dans les CMLV. La quantité de Ca®" qui entre dans la cellule par cette voie est essentiellement
déterminée par le potentiel de membrane (Shmigol et al., 1998). La CMLV exprime deux types
de canaux calciques : I’isoforme Cavl.2 des canaux calciques de type L (LTCC : L-type calcium
channel ou canaux Cavl.) et les canaux calciques de type T (Cav3, "Transient™). Ce sont les
principaux acteurs de la réponse myogénique. Ils sont formés de 5 sous/unités. La sous-unité o
forme le pore du canal et renferme le site sensible a la dépolarisation du potentiel de membrane.
Elle s’associe a 4 autres sous-unités régulatrices ay, 3 et y et 8. Les Cay1.2 sont inhibés par les
dihydropyridines (nifedipine, isradipine, nicardipine) par action sur la sous-unité oi. Les
Cav1.2 sont directement impliqués dans 1’effet vasoconstricteur des substances vasoactives tel
que ’AT Il et ’ET-1. En effet, il a été rapporté que la liaison de ces agonistes a leurs RCPG
couplé a une Gqa induit une dépolarisation et I’activation de la protéine kinase C (PKC). Ce qui
permettait la potentialisation de 1’ouverture de ces canaux calciques (Ghosh et al., 2017). De
plus, I’étude de Nieves-Cintron (Nieves-Cintrén et al., 2008) rapporte que I’ablation génétique
de la PKC entrainait une diminution de I’activité des Cay1.2 et par conséquent le développement

de I’hypertension artérielle induite par I’AT 1.
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Figure 6 : Représentation schématique du mécanisme de contraction dépendant du Ca?*
(Fukata et al., 2001).

CaM : complexe Ca?*-calmoduline, MLC : chaines légéres de myosine, MLCK : kinase des
chaines légéres de myosin, MP : phosphatase de chaines légéres de myosine, PLC :
phospholipase C, SR : réticulum sarcoplasmique, VGC : canaux calciques de types L.

La fixation d’un agoniste comme la noradrénaline sur son RCPG permet la libération du Ca%*
de RS, et par dépolarisation membranaire un influx calcique via les LTCC. L’augmentation des
[Ca?*]i permet la formation du complexe Ca?*/CaM qui active la MLCK. Cette derniére fait
basculer 1’équilibre vers la forme phosphorylé de 1a MLC20 et induit une contraction.

1.2.4.2. Mécanisme de contraction par sensibilisation au Ca?*

Le Ca?* constitue un important régulateur de la contraction grice a son rdle d’activateur de la
MLCK. Cependant, la mesure simultanée de la contraction et de la [Ca?*]ia révélé qu’il n’y
avait pas toujours parallélisme entre la [Ca?']; le degré de phosphorylation de la MLC20 et la
contraction (Kitazawa et al., 2003). En effet, en présence d’agoniste vasoconstricteur, la
phosphorylation et la contraction sont parfois supérieurs a ce qu’elles devraient étre si elles
dépendaient uniquement de la [Ca?*]i (Kitazawa et al., 2003). Ainsi, il a été conclu I’existence
d’un autre mécanisme majeur de régulation de la contraction, permettant d’augmenter le niveau
de phosphorylation de la MLC20 sans variation de la [Ca?*]i. Ce mécanisme majeur est appelé
sensibilisation de 1’appareil contractile au Ca?*. Il implique I’inhibition de la MLCP (Somlyo
and Somlyo, 2003). D’autre part, la diminution de la sensibilité au Ca®" par activation de la

MLCP promeut une réponse vasodilatatrice.
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La MLCP est constituée de 3 sous-unités :

- Une sous-unité régulatrice MYPT pour myosin phosphatase target qui permet I’ancrage
sur la MLC. C’est I’isoforme 1 qu’on retrouve au niveau vasculaire.

- Une sous-unité catalytique PP1c de 37 kDa apparentée a la famille des sérine/thréonine
phosphatases.

- Une 3™ sous-unité de 20 kDa dont la fonction est inconnue.

1.2.4.2.1. Voies d’inhibition de I’activité de la MLCP (sensibilisation de

Pappareil contractile au Ca?*)
L’inhibition de I’activité de la MLCP se fait (Figure 7) :

- Soit par action de la Rho Kinase (RhoK) sur MYPTL1 ou sur la MLC20 : RhoA est
une petite protéine G qui appartient a la superfamille Ras. Au repos, RhoA est liée a une au
GDP (guanine diphosphate). Sous I’action d’agonistes vasoconstricteurs comme la thrombine,
I’AT II, ’ET-1 et la NA (Seasholtz et al., 1999), la protéine RhoA passe a 1’état actif grace au
facteur d’échange GEF (guanine nucleotide exchange factor), qui catalyse la substitution du
GTP au GDP. RhoA active par la suite son effecteur RhoK, qui est une sérine-thréonine kinase
qui va phosphoryler la sous-unité MYPT1. Elle est aussi capable de phosphoryler directement
la MLC20 sur le méme site que la MLCK (sérine 19) (Loirand et al., 2006).

- Soit par action de la PKC sur son substrat, le CPI-17 et de I’acide arachidonique
(AA) sur RhoK : I’AA est capable d’activer directement RhoK, indépendamment de son
interaction avec Rho (Fu et al., 1998). Par ailleurs, il peut activer la PKC (Gong et al., 1992)
qui en phosphorylant le CPI-17, inhibe I’activité de la MLCP (Kitazawa et al., 2003). CPI-17
peut aussi étre phosphorylé par RhoK.
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Figure 7 : Représentation schématique des voies de sensibilisations de 1’appareil
contractile au Ca?* (voies d’inhibition de I’activité de la MLCP) (Fukata et al., 2001).

AA : acide arachidonique, GEF : facteur d’échange du GTP en GDP, MBS : sous-unité MYPT1,
MLC : MLC20, chaines légéeres de myosine, MP : phosphatase des chaines légeres de la
myosine.

TRENDS in Pharmacoloaical Sciences

La liaison d’un agoniste vasoconstricteur sur son récepteur active la protéine Rho zt stimule la
production de I’AA. Ces derniers agissent via leur effecteur, la protéine RhoK pour inhiber
I’activité de la MLCP et stimuler la phosphorylation de la MLC20.

1.2.4.2.2. Voies d’activation de la MLCP (désensibilisation de I’appareil

contractile au Ca?*)

Elles impliquent des seconds messagers vasorelaxants : 1’AMPc (adénosine monophosphate
cyclique) et le GMPc (guanosine monophosphate cyclique) qui activent des protéines
effectrices la PKA (proteine kinase A) et la PKG (proteine kinase G) respectivement. Ces
derniéres vont réduire la phosphorylation du MYPT1 par un mécanisme d’exclusion de
phosphorylation (Wu et al., 1998). L’ AMPc peut aussi exercer un effet inhibiteur sur I’activité
de la MLCP de maniére indépendante de la PKA (Wooldridge et al., 2004). L’ AMPc¢ peut ainsi

activer un autre effecteur appelé Epac pour exchange protein directly activated by cAMP. Il
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constitue facteur d'échange du GTP pour Rapl. Cette derniére agirait comme bloqueur de la
voie RhoA qui active RhoK (Zieba et al., 2011).

La désensibilisation de 1’appareil contractile au Ca®* peut aussi mettre en jeu la MLCK. En
effet, son activité peut étre inhibée par phosphorylation soit par la protéine kinase dépendante
du complexe Ca?'CaM de type Il (CaMKII) (Rokolya and Singer, 2000). Soit par la PKA
(Hathaway et al., 1985).

1.3. Effecteurs de la relaxation vasculaire

Dans la CMLVs, diverses protéines intracellulaires contribuent a la relaxation du MLV. Elles
agissent sur trois niveaux distincts : la [Ca?']i , le potentiel de membrane et 1’état de
phosphorylation de la MLC20. En effet, trois mécanismes concourent a la relaxation du MLV :
la diminution de la [Ca?*]i, ’hyperpolarisation du potentiel de membrane et la diminution de la
phosphorylation de la MLC20.

1.3.1. Diminution de la [Ca®*]

L’activation de la protéine SERCA située dans le RS constitue une des principales voies de
régulation de la [Ca?']i. Elle joue un role crucial dans la cinétique de relaxation du MLV et

constitue le déterminant majeur de la charge du Ca?* du RS.

Son activation permet le repompage actif du Ca?* cytosolique, libéré lors de la contraction par
les IP3R du RS ou influant du milieu extracellulaire via les LTCC. A chaque cycle, la SERCA
hydrolyse I’ATP en ADP pour permettre le transport de deux ions de Ca®* dans la lumiére du

RS. Une baisse des [Ca?']; favorise la relaxation des CMLVs.

Les études de clonages ont révélées 1’existence de trois génes codant pour la SERCA nommés
SERCAL, SERCA2 et SERCA3 (Brandl et al., 1987; Burk et al., 1989). Deux variants ont été
identifiés pour chacun des génes SERCAL et SERCA2 : SERCAla et SERCA2B; SERCAZ2a et
SERCAZ2b et 6 variants pour SERCA3 : SERCA3a- SERCA3f. Au niveau vasculaire, les
CMLVs expriment les variants SERCA2a et SERCA2D alors que les CEs expriment I’isoforme
SERCA3 et le variant SERCA2b (Wu et al., 2001).

La SERCA est une protéine transmembranaire de 110 kDa. Son activité est régulée dans le
MLV par des petites proteines : le phospholamban (PLB) dans tous les types cellulaires et la
sarcolipine dans le muscle cardiaque et squelettique (Periasamy and Kalyanasundaram, 2007).

La régulation de la SERCA par le PLB est maintenant bien élucidée alors que le rdle de la

sarcolipine est mal connu. Le PLB est un homopentamere de 52 acides aminés. A 1’état non
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phosphorylé, le PLB exerce un effet inhibiteur sur I’activité de la SERCA. Une stimulation par
les agents élévateurs de la concentration d’AMPc ou GMPc, active les protéines effectrices de
ces seconds messagers : PKA et PKG respectivement. Ces derniéres vont phosphoryler le PLB
sur la sérine 16, ce qui entraine une levée d’inhibition sur I’activité de la SERCA (Cornwell et
al., 1991; Lincoln and Cornwell, 1991). Le PLB peut aussi étre phosphorylé sur la thréonine 17
par la CAMKII (Zhao et al., 2004).

1.3.2. Hyperpolarisation du potentiel de membrane

Dans la CMLs plusieurs familles de canaux potassiques jouent un réle primordial dans le
maintien du potentiel membranaire au repos (Jackson, 2000). L’activation de ces canaux
entraine un efflux de K* qui hyperpolarise la membrane entrainant la fermeture des canaux

LTCC. Ceci limite I’influx calcique vers le cytosol via les LTCC et induit une vasorelaxation.

La CMLYV exprime quatres principaux types de canaux potassiques :

- Les canaux potassiques dépendant du potentiel : Ky (Voltage-gated K* channels)

- Les canaux potassiques activés par le Ca?" et la dépolarisation : BKca (Large-
conductance Ca?*-activated K* channels).

- Les canaux potassiques sensibles a I’ATP : Katp (ATP-sensitive K™ channels)

- Les canaux potassiques rectifiants entrants : Kir (Inward Rectifier K™ Channels)

1.3.2.1. Les Ky

IIs sont trés exprimés dans les CMLVs. Ils s’activent en réponse a une dépolarisation du

potentiel de membrane permettant I’efflux de K* et un retour a I’état de repos.

IIs sont composés de 1’association de deux Sous-unités : a et . La sous-unité o est formée de 6
segments transmembranaires S1-S6 et c’est le domaine S4 qui porte la sensibilité au voltage.
Les domaines N et C terminaux sont intracellulaires. La sous-unité o s’associe en

homotetramere de telle sorte que les segments S5-S6 forment le pore du canal (Cox, 2005).

La sous-unité B est intracellulaire et interagit avec le domaine N-terminal de la sous-unité o via

son domaine C-terminal (Cox, 2005).

Plus de 70 genes codent pour la famille des Kv avec de nombreux variants d’épissage. Seules

quatres familles sont exprimés dans les CMLs : Ky 1-4.

IIs jouent un réle majeur dans la régulation du tonus vasculaire. En effet, une injection de 4-
aminopyridine, inhibiteur des Ky augmente la pression artérielle et les résistances périphériques

vasculaires (Berg, 2003). De plus, dans des segments d’artéres isolées, I’utilisation de cet
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inhibiteur pharmacologique entraine une vasoconstriction. A 1’échelle cellulaire, 1’utilisation
d’un autre inhibiteur séléctif : la correolide entraine une dépolarisation du potentiel de
membrane mesurée part patch clamp (Albarwani et al., 2003).

L’activité des Kv peut étre modulé par différentes kinases : PKA, PKG, PKC (Jonas and
Kaczmarek, 1996). La phosphorylation par la PKC semble étre inhibitrice (Clément-

Chomienne et al., 1996; Hayabuchi et al., 2001) alors que celle des autres kinases est activatrice.

Les Ky jouent un role important dans I’effet vasorelaxant de nombreuses substances endogenes
ou exogenes. Une stimulation B-adrénergique ou 1’utilisation de forskoline est décrite pour
augmenter le courant des Ky dans les CMLVs d’artére cérébrale de rat via un mécanisme
impliquant la voie AMPc/PKA (Aiello et al., 1995, 1998). D’autres études rapportent une
activation des Ky par la voie GMPc/PKG en présence de donneurs de NO et peptides
natriurétiques (Sathishkumar et al., 2005; Tanaka et al., 2006).

1.3.2.2. Les KaTp

Ils sont constitués par 1’association de quatre sous-unités Kir6 (inward rectifier channel)
formant le pore du canal, associées a quatre sous-unités SUR (Sulfonylurea receptores)
régulatrices (Campbell et al., 2003).

La sous-unité Kir6 est codée par deux génes : KCNJ8 pour Kir6.1 et KCNJ11 pour Kir 6.2
(Wei-Wei et al., 2012). De méme pour la sous-unité SUR : ABCC8 pour SUR1 et ABCC9 pour
SUR2A et SUR2B. L’isoforme majeur au niveau vasculaire est composé de Kir6.1/SUR2B
(Wei-Wei et al., 2012).

La sous-unité Kir6 est constituée de deux hélices transmembranaire M1 et M2 qui forme le pore
du canal. La sous-unité SUR contient 3 domaines transmembranaires : TMD1, TMD2 et TMDO.
TMDL1 et TMD2 contient 6 hélices transmembranaires alors que TMDO n’en contient que 5.
Les domaines TMDs s’associent par des boucles intracellulaires qui portent des domaines de

liaison aux nucéotides (NBD1 et NBD2 : Nucleotide Binding Domain) (Campbell et al., 2003).

L’activité des Katp est inhibée par I’ATP ce qui souligne leur role dans diverses conditions
physiopathologiques associées qui causerai la diminution de production d’ATP par la
mitochondrie, tel que I’hypoxie (Daut et al., 1990), I’ischémie (Kanatsuka et al., 1992),
I’acidose (Ishizaka et al., 1999) ; principalement dans les arteres cérébrales et coronaires.
L’activité des Katp peut aussi étre modulée par des kinases. La phosphorylation par la PKC est
inhibitrice, elle est mise en jeu en présence d’agents vasonstricteurs comme I’ET-1 (Miyoshi
etal., 1992) et I’AT Il dans les CMLs d’artére coronaire porcine (Miyoshi and Nakaya, 1991).
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La voie relaxante de I’AMPc semble aussi impliquée 1’activation des Katp Via un mécanisme
dépendant de la PKA (Porter et al., 1998; Quayle et al., 1997) et leur inhibition via un
mécanisme dépendant d’Epac (Purves et al., 2009). Trois sites de phosphorylation par la PKA
ont été identifiés : la sérine 385 sur la sous-unité Kir6.1, la thréonine 633 et la sérine 1465 sur
la sous-unité SUR2B (Quinn et al., 2004). Le rdle de la voie relaxante GMPc/PKG dans la
régulation de ’activité des Katpn’est pas clairement établi cependant, il a été rapporté qua dans
des CMLs en culture, I’utilisation de donneurs de NO (Miyoshi et al., 1994) ou de I’ANP (Kubo

et al., 1994) augmenterait I’activité des Katp .

1.3.2.3. Les Kir

IIs sont décrits pour réguler le potentiel de membrane dans plusieurs types d’artéres de
résistance et pour contribuer a la réponse relaxante induite par 1’augmentation modérée des

concentrations extracellulaireS de K* (10-15 mM) (Standen and Quayle, 1998).

Ce sont des tétraméres de sous-unités contenant chacune deux domaines transmembranaires.
IIs sont codés par le géne Kir (Standen and Quayle, 1998). L’isoforme Kir2 prédomine dans le
systeme vasculaire, particulierement dans les arteres de résistance (Brayden and Nelson, 1992;
Standen and Quayle, 1998). Comme leur nom I’indique (ir = inward rectifier, a rectification
entrante) le passage du K* est favorisé dans le sens d’un influx, possible a des potentiels

inférieurs au potentiel d’équiliobre Ex (hyperpolarisation).

Leur activité est inhibée par le Ba** et peut étre modulée par la PKC et la PKA. La
phosphorylation par la PKC est médiée par des agents vasoconstricteurs (AT Il, ET-1) (Kim et
al., 2005; Park et al., 2008). Certains agents vasodilatateurs sont décrits pour impliquer les Kir,
comme 1’adénosine et les prostacycline (Aiello et al., 1995; Park et al., 2008). Ces derniers
stimulent I’activité des Kir par un mécanisme dépendant de la PKA. L’implication des Kir dans

la voie relaxante du GMPc n’a pas été décrite.

1324 Les BKca

Cest canaux sont présents dans tous les types de CMLVs. lls jouent un rdle majeur dans la
régulation du tonus vasculaire. Ce sont des canaux potassiques qui présentent la particularité
d’étre activer par le Ca?" et la dépolarisation (Hu and Zhang, 2012). lls seront décrits dans le

chapitre 3 de I’introduction.
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1.3.2. Diminution de la phosphorylation de la MLC20

I1 s’agit d’un mécanisme qui met en jeu la MLCK et la MLCP. 11 a été décrit dans la partie 4.2.2

du chapitre 1.2 dans I’introduction.

1.4. Meécanisme de régulation de la vasomotricité

Au repos, le ML vasculaire existe sous un état de tension permanant qu’on appelle tonus
musculaire, indispensable pour réponde aux stimuli par différents signaux chimiques. Ces
derniers peuvent étre vasoconstricteurs ou bien vasodilatateurs. Ils sont représentés par des
molécules vasoactives, libérées soit localement par les fibres nerveuses du systéme nerveux

autonome ou I’endothélium, soit a distance, puis transporteés par le sang vers les CMLSs.

1.4.1. Regulation nerveuse

1.4.1.1. Régulation par le systéme sympathique

La NA libérée par les fibres post-ganglionnaires sympathiques agit sur deux types de

récepteurs :
- Les récepteurs a-adrénergiques (a-ARs) responsables d’une contraction.
- Les récepteurs B-adrénergiques (B-ARs) responsables d’une relaxation.

Les a-ARs sont subdivisés en deux sous-types, ai- et a2-AR. Les ai1-AR sont couplés a un
RCPG de type Gg/11 qui active la voie de I’'TP3 (Guimardes and Moura, 2001). Ils sont largement
exprimés au niveau des artéres irriguant les reins, les territoires splanchniques et la peau. Dans
ces organes, la vasoconstriction qui résulte de leur activation provoque une hypoperfusion
locale. Les ax-ARs sont présents essentiellement au niveau des veines ou leur activation
provoque une faible vasoconstriction qui favorise le retour veineux. lls activent des RCPGs

couplés a une G; (Guimaraes and Moura, 2001).

Les B-ARs sont classés en trois sous-types, les récepteurs B1-, B2- et B3-AR (Bylund et al., 1994).
Au niveau artériel, les récepteurs B-ARs sont responsables d’une vasodilatation par libération
d’un second messager vasorelaxant : 1’AMPc. Le sous-type B2-AR est prédominant, excepte au
niveau des artéres coronaires ou les B1-ARs sont majoritaires (Begonha et al., 1995). Les
propriétés des B-ARs vasculaires seront décrites dans le chapitre 2 de I’introduction. De maniere
générale, I’innervation sympathique exerce un tonus vasoconstricteur majoritaire pour deux

principales raison : d’une part, la densité des récepteurs a-AR est prédominante par rapport a
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celle des B-AR dans la plupart des vaisseaux, d’autre part, car la NA a une affinité supérieure

pour les récepteurs al-AR.

1.4.1.2. Régulation par le systeme parasympathique

Le neurotransmetteur associé¢ a ce systeme est 1’Ach. Il agit via les récépteurs muscariniques
M1, M2 ou Ms. Contrairement au systeme sympathique qui innerve tous les vaisseaux, le
systeme parasymathique se limite a quelques territoires comme les artéres cérébrales et les
arteres des tissus €rectiles. Dans d’autre type vasculaire comme 1’artére coronaire, les récepteurs
muscariniques sont bien exprimés mais il n’existe pas de terminaison nerveuse
parasympathique a ce niveau (Reid et al., 1985). Les CMLVs expriment les sous-type M3 alors
que les CEs expriment les sous-type M et M2 (Eglen et al., 1996). Les récepteurs Ms sont
associes a un effet vasoconstricteur par activation de la voie de I’'IP3, alors les autres sous-types
induisent un effet vasorelaxant de fagon indirect. En effet, leur activation, stimule la libération
d’un puissant agent vasodilatateur endothélial qui est le NO. Une fois produit, il diffuse dans la
CML (Félétou et al., 2012) (cette partie sera décrite dans le chapitre 2 de I’introduction).

1.4.1.3. Régulation par le systéme nerveux sensoriel

Les neurones moteurs sensoriels sont activés par une variété de stimuli physiques et chimiques
et utilisent comme neurotransmetteurs la substance P et la CGRP (Kawasaki et al., 1988, 1990;
Maggi and Meli, 1988). Ces neuropeptides jouent un rble déterminant dans le processus
inflammatoire en provoquant une vasodilatation des vaisseaux cutanés, mais également une
hypersensibilité qui va préserver la zone 1ésée d’une autre atteinte. Dans I’artére coronaire, la
CGRP serait responsable d’une vasodilatation indépendante de I’endothélium et contribuerai a

la préservation du tonus de cette artére dans 1’athérosclérose (Luu et al., 1995).

1.4.2. Régulation hormonale : réle de I’endothélium

Le contrdle endothelial du tonus vasculaire constitue une étape clé dans la régulation locale de
la fonction artérielle, faisant intervenir le couple « endothélium — CMLV», dans lequel la CE
joue le réle d'intégrateur des informations et la CMLV celui d'effecteur. Diverses substances
chimiques telles que 1’Ach, la sérotonine (5-HT), I’histamine, la thrombine, les purines, ’AT
Il et le peptide intestinal vasoactif (VIP) régulent le tonus vasculaire en activant des voies
endothéliales qui stimulent la production locale de facteurs :

- Pro-contractants, regroupés sous le terme d'endothelium derived contracting factors
(EDCF).
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- Pro-relaxants, regroupés sous le terme d'endothelium-derived relaxing factors (EDRF).

Ces différents facteurs agissent ensuite sur la CMLV pour activer des voies de signalisation

spécifiques entrainant soit une contraction ou une relaxation des CMLV (Figure 8).
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Figure 8 : Rble de I’endothélium dans la régulation du tonus des CMLs (Pérez-Martin et
al., 2016).

AA : acide arachidonique , AC : adénylate cyclase , ATII : angiotensine 11, Ach : acétylcholine,
BK : bradykinine, COX : Cyclooxygénase ; CYP450 : cytochrome P450 ; ECE : enzyme de
conversion de I'endothéline, EET : acides époxyeicosatrienoiques, ET-1 : endothéline 1, ETa et
ETs : récepteurs de I'endothéline de type A et de type B, GC : guanylate cyclase, GMPc :
guanosine monophosphate cyclique, GTP : guanosine-triphosphate, H : histamine ; 5-HT :
sérotonine, IP : récepteur des Prostacyclines, NO : monoxyde d'azote, eNOS : NO synthase
endothéliale, NO2 : nitrite ; NO3 : nitrate ; O2" : anion superoxyde,

P : purines, PGl : prostacycline, T : thrombine, TXA2 : Thromboxane A2, VIP : peptide
intestinal vasoactif, VP : vasopressine.

1.4.2.1. Les EDRFs, facteurs relaxants dépendants de
I’endothélium
1.42.1.1. Le monoxyde d’azote

C’est en 1980 que le rdle de I’endothélium dans la régulation du tonus des CMLV a été mis en
évidence. En effet, Furchgott et Zawadzki ont démontré que 1’effet vasorelaxant de 1’ Ach était
dépendant des CEs (Furchgott et al., 1980). Par la suite, ’équipe de Palmer a identifié le NO

38



comme étant un facteur endothéliale pro-relaxant (Palmer et al., 1987), capable d’activer la

guanylate cyclase soluble (GCc).

Le NO joue le r6le de médiateur-relais pour de nombreuses substances vasorelaxantes comme
la bradykinine, I’histamine, la 5-HT, 1’ Ach et les purines mais aussi a des stimuli mécanique tel
que les forces de cisaillements ou shear stress (voir partie 2 du chapitre 1.3). Le NO est une
molécule radicalaire, gazeuse, liposoluble, a demi-vie trés courte (de quelques millisecondes a
quelques secondes). Il est formé sous 1’action de la NO synthase (NOS), par oxydation de la L-
arginine en L-citrulline en présence de cofacteurs tels que la BH4 (tétrahydrobioptérine) (Daff,
2010).

Il existe trois types de NOS (Villanueva and Giulivi, 2010) :

- NOS de type 1 (neuronale- nNOS) et NOS de type 3 (endothéliale — eNOS) qui sont
constitutives. Leur activation est sous la dépendance de plusieurs mécanismes passant le plus
souvent par une augmentation de la concentration en [Ca®*]i (Presta et al., 1997).

- NOS de type 2 (inductible — iINOS), activer par des substances inflammatoires ou
toxiques (Hansson et al., 1994).

La eNOS est une protéine de 135 kDa renfermant un domaine oxygénase (partie N-terminale)
et un domaine réductase (partie C-terminale) reliés par une courte séquence protéique qui lie la
CaM. La NOS fonctionne sous forme de dimére. L’augmentation des [Ca?']i dans la CE permet
la formation du complexe Ca?*-CaM qui active la eNOS.

L’état de phosphorylation/déphosphorylation constitue un deuxieme mécanisme de régulation
de la eNOS de fagon indépendante du Ca?*. Deux sites de phosphorylation ont été identifiés :
un site activateur sur la sérine 1177 et un site inhibiteur sur la Théronine 495 (Corson et al.,
1996; Dimmeler et al., 1999; Lin et al., 2003). En réponse aux contraintes de cisaillement ou
shear stress, la phosphorylation de la eNOS a lieu sur la sérine 1177 par voie PI3-kinase/Akt
(Corson et al., 1996; Dimmeler et al., 1999). D’autre kinase comme la PKA et la mitogen-
activated protein kinases (MAPK) phosphoryle la eNOS sur ce méme site. La phosphorylation
sur le résidu Théronine 495 est orchestrée par la PKC et I’AMPK pour AMPactivated protein
kinase (Chen et al., 1999).

Une fois produit, le NO exerce son effet relaxant en activant le GCc dans la CMLV. Cette
derniére stimule la production d’un second messager, le 3°-5’ guanosine monophosphate
cyclique (GMPc) qui module I’activité de nombreux effecteurs intracellulaire pour induite une
réponse relaxante (Morgado et al., 2011). Cette partie sera décrite dans le chapitre 2 de

I’introduction.
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Le rdle majeur du NO dans la régulation du flux coronaire a ét¢ démontré par 1’étude de Lefroy
(Lefroy et al., 1993) dans laquelle I’inhibition de la eNOS (enzyme assurant la synthése du NO)
dans I’artére coronaire humaine diminuait fortement le flux coronaire épicardique. De plus,
Brown (Brown et al., 1993) a souligné la participation de ce médiateur dans la vasorelaxation
coronaire dans des conditions d’hypoxie (Webb et al., 2004; Zweier et al., 1999). En effet, dans
ces conditions particuliéres, la production du NO n’est pas seulement assurée par la NOS
cardiaque, mais aussi par un autre mécanisme : la réduction des nitrites. L’ensemble de ces
mécanismes permet d’augmenter le flux coronaire afin de limiter des dommages causés par une

ischémie myocardique.
1.4.2.1.2. Les prostacyclines (PGlz)
Ce sont des prostanoides (PGl., TXA2, PGD», PGE: et/ou PGF2a), dérivés d'acides gras. L’AA

constitue le précurseur commun des prostanoides. Il est produit dans les CEs a partir des
phospholipides membranaires, sous I’action de la phospholipase A2 (PLA?) (Mathe et al., 2010;
Needleman and Kaley, 2010). 1l est d’abord transformé en endoperoxide cyclique par une
enzyme : la cyclo-oxygénase (COX), puis en prostaglandine I, par la prostaglandine I,
synthétase (Figure 9) (Macintyre et al., 1978).
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Figure 9 : Voies de synthéses des prostanoides (Narumiya et al., 1999).

Il existe deux isoformes de COX :
- La COX-1 exprimée de fagon constitutive.
- la COX-2, est I’isoforme dont I’expression est induite lors de certaines pathologies et

du vieillissement et conditions inflammatoires (Shi et al., 2008).

40



La prostacycline est le premier prostanoide a avoir éte identifié en 1976 (Moncada and Vane,
1978). Une fois synthétisée, la prostacycline diffuse a travers la membrane de la CE, pour
ensuite agir sur des récepteurs de type IP, situés a la membrane de la CMLV. Ce sont des RCPG
couplés aune G, leur activation induit un effet relaxant par stimulation de la voie AMPc/PKA
(Narumiya et al., 1999). La prostacycline est un puissant agent vasodilatateur utilise en
thérapeutique pour le traitement de I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) (Barst et al.,
1994). Plusieurs études réalisées sur des préparations de vaisseaux isolés dans des conditions
d’hypoxie, ont rapporté une augmentation de la libération de prostacycline vasodilatatrice
(Busse et al., 1984; Kalsner, 1977) suite a I’augmentation de 1’activité de la phospholipase A>
endothéliale (Michiels et al., 1993).

1.4.2.1.3. EDHF (Endothelium derived hyperpolarizing factor)

L’EDHF met en jeu des canaux potassiques spécifiques : appelés Kca car activés par le Ca?*
(Garland and Dora, 2017), exprimés dans les CEs et les CMLVs.

Au niveau endothélial, deux types de Kca sont exprimés : ceux a faible conductance, SKca et
ceux a conductance intermédiaire, les 1Kca. ls s’activent suite & une augmentation des [Ca?*];,
ce qui conduit a I’hyperpolarisation de la CE, transférée aux CMLVs par ’intermédiaire de
mécanismes :

- Chimique : I’endothélium produit diverses médiateurs vasoactifs tels que peroxyde
d’hydrogéne (H20>), les acides époxyeicosatrienoiques (EETs) mais également le K™,

- Eléctrique : via les jonctions communicantes myoendothéliales. Ce sont des connexines
qui délimitent un pore central assurant les échanges entre les CEs et les CMLVSs et permettant

une communication électrochimique.
Au niveau des CMLVs, D'ouverture des canaux K* (BKca, Kir) généreraient une

hyperpolarisation membranaire qui s’accompagne de la fermeture des canaux LTCC,

aboutissant a la relaxation (Busse et al., 2002).

1.42.14. Les EDCFs, facteurs contractants dépendants de

I’endothélium
1.4.2.1.4.1. Les prostanoides TXaz, PGHz, PGE: et PGFzq

IIs déerivent de I’AA comme décrit dans la partie 2.1.2 du chapitre 1.4 de I’introduction. Ils sont
produits en réponse a divers stimuli comme I'AT I, les catécholamines et la thrombine.
Plusieurs études ont souligné le réle majeur des TXA2, PGH., PGE; et PGF»,, dans I’induction

d’une contraction des CMLVs de facon dépendante de I’endothélium (Vanhoutte et al. 2005).
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Une perturbation du métabolisme des prostanoides a été rapportée dans certaines pathologies
coronaires. Lors de I’athérosclérose, il semblerait que 1I’expression de 1’isoforme inductible de
la COX (COX-2) dans les CEs et les CMLVs soit stimulée. Tandis que dans I’infarctus du
myocarde, I’expression des récepteurs au TXA; et PGF,, semble augmenté et celle du PGI»

diminuée (Ozen and Norel).

1.4.2.1.4.2. L’endothéline (ET-1)

C’est un peptide de 21 acides aminés, appartenant a la famille des endothélines, découvert en
1985 par Hickey et ses collaborateurs (Hickey et al., 1985). L’endothéline existe sous 3

isoformes (ET-1, ET-2 et ET-3) et I’isoforme ET-1, est le plus exprimée au niveau vasculaire.

Son expression y est stimulée par les catécholamines, I'AT 11 et la thrombine et inhibée par
l'enzyme de conversion. L’ET-1 agit sur deux récepturs de la famille des RCPGs : ETa et ETe.
Ils sont localisés sur les CMVLs ou ils induisent une vasoconstriction par un mécanisme Ca?*-
dépendant suite a I’activation de la voie de la voie de I’IP3. Les CEs n’expriment que les
récepteur ETg dont I’activation est responsable d’une vasorelaxation par production de NO et
de prostacycline (Schiffrin, 2005). L’action de I’ET sur les récepteurs ETg semble prévenir la
dysfonction endothéliale comme il a été montré dans une étude réalisée sur un modéle murin

de délétion du gene codant pour le récepteur ETg (Bagnall et al., 2006).
1.4.2.1.4.3. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)

IIs regroupent I’O2", le radical hydroxyl et ’'H20> et sont générés lors du métabolisme cellulaire.
IIs peuvent entrainer un stress oxydatif lors d’une surproduction rencontrée dans certains
contextes pathologiques comme I’hypertension artérielle (HTA), le diabéte et 1’athérosclérose
(Félétou and Vanhoutte, 2007). Les ERO sont capables d’induire une vasoconstriction par
I’inhibition des trois principales voies de la vasorelaxation dépendante de 1’endothélium
(Félétou and Vanhoutte, 2007) :

- lavoie du NO : ils réduisent la biodisponibilité du NO et inhibent sa principale, cible la

GCec par inactivation oxydative (Munzel et al., 2005).

- Lavoie de la PGl par inhibition de la prostacycline synthase.

- Lavoie de ’EDHF par inhibition de I’activité des canaux K et diminution de couplage

électrique par interaction avec différentes connexines formant les jonctions communicantes.
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1.4.3. Régulation par les contraintes de cisaillement ou shear
stress

La paroi vasculaire est constamment exposée, dans des conditions physiologiques, a un flux
sanguin laminaire. 1l y exerce une pression et génére des frottements de la colonne de sang sur
la surface endothéliale. Ces frictions appelées «contrainte de cisaillement, ou shear stress, sont
capables d’influencer directement les propriétés des CEs qui y sont exposées. De fagon
génerale, le shear stress est décrit comme ayant un role vasodilatateur en modulant 1I’expression

génique de la eNOS et en stimulant son activité (Harrison et al., 2006a) (Figure 10).

- Modulation de I’expression génique de la eNOS : le flux sanguin laminaire stimule
la synthese et de I’ARNm codant pour la eNOS et son maintien dans un état stable (Nishida et
al., 1992; Uematsu et al., 1995). Cette voie de signalisation met en jeu une tyrosine kinase c-
Src qui jouerait un role majeur dans la stabilisation des transcrits codant pour la eNOS (Davis
etal., 2001).

- Modulation de Pactivité de la eNOS : comme décrit de la partie 2.1.1 du chapitre 1.4

de I’introduction, I’activité de la eNOS est sitimulée soit par le Ca2*, soit par phosphorylation.

Laminar shear stress

} i
T’ e __m\
/ R
LETIE e e

Figure 10 : Effet du shear stress sur la eNOS (Harrison et al., 2006a).
La fleche noire indique la modulation de I’activité enzymatique de la eNOS. La fléche jaune
indique la modulation de I’expression génique de la eNOS.

1.4.4. Régulation par étirement de la paroi vasculaire :
réle du tonus myogénique

Découvert en 1902 par Baylis, le tonus myogénique est défini comme la capacité des artéres de

résistance a se contracter suite a une élévation de la pression intraluminale (abordé dans la partie
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4.1.2 du chapitre 1.2 de I’introduction). De nombreux canaux inoiques sont impliqués dans la
réponse myogénique. On distingue :

- Les LTCC : activés par la dépolarisation, leur ouverture entraine un 1’influx calcique
vers le cytosol ce qui contribue a I’initiation de la contraction (voir partie 4.1.2 du chapitre 1.2
de I’introduction).

- Les canaux activés par I’étirement (Strech-activated channels) : 1ls sont présents dans
de nombreux lits vasculaires dont I’artére coronaire et 1’artére mésentérique. Ce sont des
canaux ioniques cationiques non séléctifs. L’étirement membranaire entraine le plus souvent

un courant sodique a I’origine de la dépolarisation (Davis et al., 1992; Wu and Davis, 2001).

- Les canaux TRP pour Transient Receptor Potential : il s’agit d’une famille
comprenant plus de 50 canaux perméable aux cations. Ces canaux sont impliqués dans de
nombreuses fonctions physiologiques avec une implication particuliere des TRPC6 et TRPM4
dans la réponse myogénique. En effet, la diminution de I’expression du TRPC6 affecterait la
dépolarisation entrainant une altération de la réponse myogénique (Spassova et al., 2006). De

la méme maniére TRPM4 serait indispensable a la réponse myogénique (Earley et al., 2004).

- Le canal sodique épithélial (ENaC) : Un role important du canal ENaCp dans la
réponse myogénique a été décrit au niveau d’artéres rénales interlobulaires (Jernigan and
Drummond, 2005, 2006) et plus particulierement dans la réponse médiée par 1I’autorégulation

du flux sanguin rénal (Grifoni et al., 2010).
1.4.5. Régulation par des facteurs metaboliques

Cette voie de régulation prend une importance particuliére dans 1’artére coronaire. En effet,
bien que la pression de perfusion varie, les arteres coronaires doivent pouvoir s’adapter pour
assurer un flux constant. On parle alors d’autorégulation instantanée qui est sous controle

métaboliques par plusieurs mécanismes :
1.45.1. L’oxygene

En premier lieu, 1’02 agit comme un vasoconstricteur alors qu’une carence en oxygene
provoque une vasodilatation coronarienne par libération d’adénosine, de NO et PGI. (Feigl,

1983). Leurs voies de production en hypoxie seront abordées individuellement par la suite.

L’ensemble de ces composés physiologiques a un effet vasodilatateur en diminuant 1’influx
calciques via les LTCC et en activant des canaux potassiques (BKcaet Katp) qui provoque une

hyperpolarisation de la membrane des CMLs (Deussen et al., 2012).
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1.45.2. L’adénosine

C’est en 1963 que Berne (Berne, 1963) rapporte le réle majeur de 1’adénosine dans la régulation
du flux coronaire. Ce composé joue un réle vasodilatateur majeur. Il est libéré lorsque la PO>

diminue en dessous des besoins métaboliques (hypoxie, ischémie, exercice physique).

L’adénosine dérive de I’hydrolyse de I’AMP (adénosine monophosphate) par la 5’-nucléotidase
cytosolique ou 1’ecto-5’- nucléotidase membranaire (CD73). Lors d’une carence en O, le
produit de dégradation de I’ATP (adénosine triphosphate), I’AMP, ne peut étre régénéré de
facon suffisante en ATP. Il en résulte une accumulation d’adénosine dans le myocarde. Ce
dernier, une fois libérée dans le plasma, dispose d’une demi-vie extrémement courte, environ
une seconde, car il est vite capté au niveau des érythrocytes pour y étre métabolisé par
I’adénosine désaminase (Tabrizchi and Bedi, 2001). Par conséquent, des effets a distance des

sites de sa libération sont peu probables et I’adénosine aurait une action majoritairement locale.

L’adénosine exerce ses effets physiologiques par 1’intermédiaire de récepteurs purinergiques
P1 de type A1, A2 (A2a, Azg) et As, par opposition aux récepteurs P2 qui ont comme ligand
I’ATP, ’ADP, ’UTP et I’'UDP (Ralevic and Burnstock, 1998).

Les récepteurs Py sont des RCPG, largement distribués dans 1’organisme. Dans ce manuscrit,
nous nous sommes intéressés aux récepteurs distribués dans le systeme cardiovasculaire :

- Les récepteurs A1 (Rc A1) se trouvent dans le cceur : au niveau des oreillettes,
ventricules, nceuds sinoatrial et auriculoventriculaire (Belardinelli et al., 1989) et dans 1’artére
coronaire (Dart and Standen, 1993). Ce sont des récepteurs associés a une protéine Gip. Ils sont
couplés négativement a 1I’AC, ce qui contribue a la diminution de I’influx calcique (Freissmuth
et al., 1991) et couplés positivement a certains canaux potassiques (Kir, Katp) dont I’activation
entraine une hyperpolarisation membranaire. L’activation des Rc Azx entraine au niveau
cardique : un effet chronotrope, dromotrope et inotrope négatifs et une bradycardie par
antagonisme I’effet 3-adrénergique des catécholamines (Belardinelli et al., 1995). Au niveau de
I’artére coronaire, leur activation provoque une vasodilatation.

- Les récepteurs Az (Rc A2) sont exprimeés exclusivement dans les vaisseaux. lls existent
sous deux isoformes : Aoa et Aze. Les CMLs et CEs expriment 1’isoforme Aoa tandis que
I’expression de I’isoforme Azg se limite aux CEs (Ralevic and Burnstock, 1998). Les Rc Az sont
des RCPG couplés a une Gs. Leur activation provoque, au niveau endothélial, une libération de
NO et, au niveau de la CML, une hyperpolarisation membranaire par activation des Katp
(Belardinelli et al., 1998; Erga et al., 2000; Hein and Kuo, 1999).
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- Les récepteurs As (Rc As) n’ont pas été trés étudiés. On leur a associé quelques effets
vasodilatateurs coronaires qui seraient dus a I’activation de la PKC qui stimulerait I’ouverture
des Katp (Armstrong and Ganote, 1995; Jenner and Rose’Meyer, 2006).

1.5. Altérations vasculaires rencontrées lors de ’insuffisance

cardiaque
1.5.1. Définition et épidémiologie de I’'IC

L’IC est définie comme une anomalie structurelle ou fonctionnelle du cceur conduisant a un

apport en oxygene insuffisant pour répondre aux besoins métaboliques des différents organes.

L'IC constitue un important probléeme de santé publique par sa fréquence, sa mortalité, mais
aussi par sa morbidité et les ressources médicales et économiques significatives qu'elle absorbe.
En occident I'lIC est de loin I'affection la plus fréquente, la plus colteuse et de pronostic réserve
(Ponikowski et al., 2016). L’IC est une pathologie qui affecte particuliérement les personnes
agées. En France, la prévalence de I’insuffisance cardiaque dans la population adulte est estimée
a 2,3 %, soit a plus d’un million de personnes. Elle dépasse 15 % chez les personnes agées de
85 ans ou plus. En 10 ans, le nombre de personnes souffrant d’insuffisance cardiaque a

augmenté de 30 % et 120 000 cas sont dépistés chaque année (Franzin-Garrec, 2013).

L’IC est une pathologie chronique, émaillée d’épisodes de décompensations aigiies, sources
d’hospitalisations récurrentes dont la 1étalité est élevée. Elle représente la premiére cause
d’hospitalisation des plus de 60-65 ans (Logeart et al., 2013). En France, le nombre
d’hospitalisations pour I'IC s’est €¢levé a 210 490 en 2010. La mortalité a un an est de I’ordre
de 30 % et de 40 % a deux ans (Tuppin et al., 2014). Le co(t annuel des hospitalisations
représente 63 % des dépenses de santé remboursées pour les patients en affection de longue
durée (ALD) pour IC, soit plus d’un milliard d’euros d’aprés la caisse nationale d’assurance
maladie en 2012. Malgré une réduction significative de la mortalité entre 2000 et 2010, de
I’ordre de 30 %, I’IC reste une cause de mortalité fréquente en France, notamment chez les
personnes agées. Le pronostic reste mauvais puisque la moitié des patients meurent dans les 3

a 5 années suivants I’apparition des symptomes d’IC (Franzin-Garrec, 2013).
1.5.2. Physiopathologie de I’'IC

C’est un syndrome complexe et hétérogene qui regroupe des étiologies, des mécanismes
physiopathologiques et des expressions cliniques diversifiés. L’insuffisance cardiaque peut étre

une complication de différentes pathologies cardio-vasculaires : les cardiopathies ischémiques
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en premier lieu, mais aussi I’hypertension artérielle, le diabéte, les cardiopathies valvulaires,
les maladies du rythme cardiaque telles que la fibrillation auriculaire. Lorsque I’IC est associée
a une dysfonction systolique, on parle d’IC a fraction d’¢jection altérée alors que lorsque 1’IC

est associée a une dysfonction diastolique, on parle d’IC a fraction d’éjection préservée.

Lors de I’IC, I’activation des systémes neurohormonaux (le SNA sympathique, le systéeme
rénine-angiotensine-aldostérone, le systéme arginine-vasopressine, et les peptides
natriurétiques) permet une vasoconstriction qui agit comme un mécanisme compensatoire afin
de maintenir la perfusion des organes vitaux, par la restauration de la pression sanguine dans le
cceur défaillant. L’activation de ces systémes impacte d’abord le muscle cardiaque entrainant
un épaississement du ventricule gauche et un allongement des fibres cardiaques. Ces
modifications morphologiques permettent, dans un premier temps, d’augmenter la force
contractile du myocarde. On parle alors, d’hypertrophie cardiaque compensée. Ce mécanisme
adaptatif devient délétere a long terme en augmentant les pressions de remplissage cardiaque,

en générant des cedémes et en favorisant un remodelage cardiaque.
1.5.3. Altérations vasculaires associées a I’'IC

Dans I’'IC, I’activation neuroendocrinienne devient délétére sur le systeme vasculaire, en
particulier sur la fonction coronaire. Cette derniere est cliniquement évaluée par la mesure de
la réserve coronaire définie par le rapport entre le débit coronaire maximal induit par un

vasodilatateur et le débit au repos.

Dans I’hypertrophie du cceur, stade pathologique précédant I’IC, la diminution de la réserve
coronaire constitue un trait caractéristique du remodelage du muscle cardiaque (Vatner and
Hittinger, 1993). C’est ainsi que chez des patients présentant une hypertrophie ventriculaire,
associee soit a une hypertension (Hamasaki et al., 2000; Opherk et al., 1984) soit a une
cardiomyopathie (Misawa et al., 2002), il a été constaté une diminution de la réserve coronaire.
Ceci se traduit par une incapacité a répondre a I’augmentation des besoins métaboliques du
muscle cardiaque hypertrophié et contribuerait a 1’aggravation de la pathologie et

I’augmentation du risque ischémique (Cecchi et al., 2003; Vatner and Hittinger, 1993).

Plusieurs hypothéses ont ét€ émises afin d’expliquer la diminution de la réserve coronaire dans
le remodelage pathologique du cceur chez I’homme. On distingue notamment, le remodelage
de la paroi vasculaire avec un épaississement de 1’adventice (McGoldrick et al., 2007) la
raréfaction des microvaisseaux par rapport au volume cardiaque a irriguer et une dysfonction

de la vasomotricité des artéres coronaires (Hamasaki et al., 2000; Opherk et al., 1984).
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L’utilisation de mod¢les animaux d’hypertrophie et d’IC permet de tester de maniére plus
approfondie ces hypothéses. Ainsi, il a été montré dans un modé¢le d’hypertrophie cardiaque
induite par une surcharge de pression (réalisation d’une sténose de I’aorte ascendante) chez le
cochon d’Inde, une diminution des réponses vasodilatatrices dépendantes de 1’endothélium
mais aussi des voies indépendantes de 1’endothélium observées sur des segments d’artéres
coronaires isolées, en comparaison aux arteres isolées d’animaux contrdles. Ceci était associé
a une modification de la morphologie de I’artére coronaire chez les animaux hypertrophiés avec

un épaississement de la paroi des vaisseaux (McGoldrick et al., 2007).

Les altérations vasculaires associées a I’endothélium ne sont pas spécifiques de 1’artére
coronaire, ni de I’'IC. Elles résultent d’un déséquilibre dans la libération des facteurs
endothéliaux avec (Fang and Marwick, 2002) :

- Une augmentation de la libération des facteurs endothéliaux procontractants (EDCF).

- une diminution de la libération des facteurs endothéliaux prorelaxants (EDRF).

Le NO constitue un des principal facteur relaxant dont la biodisponibilité est diminuée dans
I’IC (Harrison et al., 2006b). Les causes en seraient multiples. L’une d’elle serait liée a la
dérégulation de I’activité de la eNOS. En effet, dans I’IC I’altération de la contractilité du
ventricule gauche entraine une baisse du flux sanguin et par conséquent une diminution des
contraintes de cisaillement (shear stress) activatrices de la eNOS (Harrison et al., 2006b). Une
autre cause majeure de la diminution de la biodisponibilité du NO lors de I’IC est sa liaison aux
ERO, notamment a 1’anion superoxyde Oz~ pour former des peroxynitrites ONOO™ oxydantes
(Bauersachs et al., 2002). L’augmentation de 1’expression et D’activit¢ de la NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) oxydase augmente la production de O, et en
favorise la liaison au NO (Bauersachs et al., 1999). La diminution de I’activité des enzymes
antioxydantes (SOD et catalase) renforce le r6le délétere de la NADPH (Landmesser et al.,
2002).

La dysfonction endothéliale n’est pas la seule cause des altérations vasculaire rencontrées dans
cette pathologie. D’autre altérations impliquant la CML ont été décrites et seront abordées dans
le chapitre 2.
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2. Voies des nucléotides cycliques dans le systeme

vasculaire

Les nucléotides cycliques (NC), représentés par le 3°,5’-adénosine monophosphate cyclique
(AMPc) et le 3°-5” guanosine monophosphate cyclique (GMPc) (Figure 11), sont des seconds
messagers intracellulaires qui régulent diverses fonctions physiologiques. lls jouent le réle
d’intermédiaire aux neurotransmetteurs et hormones. Au niveau vasculaire, ils provoquent la
relaxation (Morgado et al., 2011), ils inhibent la prolifération (Indolfi et al., 1997) et la
migration des CMLVs et ils régulent la perméabilité de I’endothélium et son role dans la

libération de facteurs vasoactifs (Cullere et al., 2005).

Les concentrations intracellulaires des NC résultent de 1I’équilibre entre leur production est leur
dégradation. La production est assurée par les adénylates cyclases (AC) et les guanylates
cyclases (GC) respectivement pour ’AMPc et le GMPc et leur élimination par les

phosphodiestérases (PDE) et les protéines d’efflux.

o—5 NN R Figure 11 : Structure de ’AMPc et du GMPc (Lugnier, 2006).
N AT Pour I’AMPc : R = H et X = NH2; pour le GMPc : R = NHzet X =0

OH 3.5 cAMP/cGMP

2.1. Voie de PAMPc¢

2.1.1. Voie de synthése de ’AMPc

2.1.1.1. Les adénylates cyclases

Il s’agit d’enzymes qui assurent la synthése de I’AMPc a partir d’ATP en présence de Mg?".
Elles peuvent étre membranaires, répertoriées en 9 isoformes (AC1-AC9) et régulées par la
sous-unité a des protéines G hétérotrimériques (activées par aos et inhibées par o). Une forme
soluble a aussi été deécrite (Chen et al., 2000). Elle est insensible aux protéines G
hétérotrimériques et activée par le bicarbonate (Di Benedetto et al., 2013).

Les ACs sont formées de 2 régions transmembranaires (M1 et M2) associées a 2 régions
cytoplasmiques (C1 et C2 divisées en Cla, Clb et C2a, C2b) (Krupinski et al., 1989). M1 et
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M2 sont chacune constituées de 6 segments transmembranaires organisés en hélice a (Figure
12). Les régions Cla et C2a s’associent en hétérodimeres pour former le domaine catalytique
ou se fixe I’ATP mais aussi un activateur pharmacologique : la forskoline (diterpéne extrait de
la plante Coleus forskohlii). Le domaine C2a contient le site de liaison pour les sous-unités os
et B/y des protéines G hétérotrimériques et renferme en plus, pour les isoformes AC1, 2, 3,7 et
I’AC4, un site de phosphorylation pour la PKC. Cette phosphorylation peut étre activatrice
(AC1, 2, 3,7) ou inhibitrice (AC4) (Sunahara and Taussig, 2002).

Pour les AC1, 3, 8, 5 et 6, la région Cla porte les sites de liaison pour la sous-unité a; et le
complexe Ca?*/CaM. Dans les AC 1, 3 et 8, la liaison du complexe Ca?*/CaM est activatrice
alors qu’elle est inhibitrice pour les isoformes AC5 et AC6. La CAMKII peut aussi inhiber les
AC 1, 3 et 8 (Sunahara and Taussig, 2002) alors que la PKA active les AC5 et AC6 (Sunahara
and Taussig, 2002). La région C1b assure le lien entre M2 et Cla. Le second domaine non
catalytique C2b est absent dans les isoformes AC1, 2, 3, 8 (Pavan et al., 2009).

Comme la plupart des autres types cellulaires, les CMLVs expriment certaines isoformes d’AC
comme I’AC 3, 5, 6 pour lesquelles les transcrits ont été détectés (Webb et al., 2004). Leur
expression a 1’échelle protéique a été confirmée par 1’étude d’Ostrom (Ostrom et al., 2002);
lequel a rapporté une distribution au niveau de structure membranaire riche en cholestérol qu’on

appelle caveolae.

D’un point de vue fonctionnel, il a été rapporté que la surexpression de I’AC1 et de I’AC3 dans
les CMLs d’aorte de rat inhibe la prolifération cellulaire, alors que la surexpression de I’AC6
amplifie les changements morphologiques induits par une stimulation a I’isoprénaline ainsi que
la phosphorylation de protéines induite par la forskoline (Gros et al., 2007). Enfin I’expression
de I’AC8 semble augmentée dans les CMLVs en migration lors du processus d’athérosclérose

et la resténose post-angioplastique (Gueguen et al., 2010).
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Figure 12 : Structure schématique de
I’adénylate cyclase membranaire (AC) adapté
de (Pavan etal., 2009).

Les adénylates cyclases membranaires (ACs) sont

NH,* constituées de 2 régions transmembranaires M1 et

M2 (chacune constituée de 6 hélices) alternées par

Cla 2 régions cytoplasmiques C1 et C2. Ces deux

Gsa FSIX ™ régions renferment le domaine catalytique et les

sites de liaison de la protéine G,, du complexe

fean GBy et de la forskoline et d’autres sites de
régulation.

CoO

2.1.1.2. Les récepteurs B-adrénergiques

Les RCPG sont des protéines formées de 7 domaines transmembranaires organisés en hélice a
reliés par 3 boucles extracellulaires et 3 boucles du c6té intracellulaire. Les extrémités N- et C-
terminales sont respectivement extra- et intra-cellulaires. lls sont associés a une protéine G
hétérotrimérique, de localisation sous-membranaire, formée d’une sous-unité a et d’un dimére
By. La fonction du RCPG est d’assurer la reconnaissance d’un signal externe et d’assurer sa
transduction par activation de voie de signalisation spécifique. A 1’état inactif, la sous-unité a
de la protéine G lie une molécule de GDP. D¢s I’activation du RCPG par la liaison a son
agoniste, la sous-unité a échange son GDP contre un GTP et se dissocie du dimére By pour
activer des effecteurs cibles comme les kinases par exemple. L’activité GTPasique de la sous-

unité a permet un retour a 1’état initial désactivé par hydrolyse du GTP en GDP.

Il existe 4 familles de protéine G et seules les familles Gs et Gijo sont associées a la signalisation
de I’AMPc. En effet la protéine Gs est couplée positivement a I’ AC permettant I’augmentation
de la concentration intracellulaire d’AMPc ([AMPc]) tandis que la Gio est couplée

négativement a I’AC, contribuant a la diminution de la [AMPc].

Les effets vasodilatateurs des B-ARs et des récepteurs a I’adénosine sont bien connus pour
activer la voie de I’AMPc. Dans cette partie, nous nous intéresserons a la description des p-AR.
IIs sont codés par trois genes différents localisés sur les chromosomes humains 10 (1), 5 (B2)
et 8 (B3) (Bylund et al., 1994). Les catécholamines se lient aux B-AR avec des affinités
différentes. Les B1-ARs sont plus affins pour I’isoprénaline puis la NA et enfin 1’adrénaline.

Les B2-ARs sont plus affins pour I’isoprénaline puis 1’adrénaline et enfin la NA. Les B3-ARs
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sont plus affins pour I’isoprénaline puis la NA mais elle reste moindre que celle des B1- et 2-

ARs (Lafontan, 1994).
2.1.1.2.1. Raole et distribution des p-ARS au niveau vasculaire

Les premiéres études réalisées par Lands en 1967 ont rapporté que I’expression des f-ARS dans
le systeme vasculaire étaient limitées au f2-AR. Par la suite, le développement de nouveaux
outils pharmacologiques tel que les agonistes et antagonistes sélectifs des B-ARs a permis
d’établir I’implication des B1-ARs dans certaines réponses vasorelaxantes dans plusieurs lits

vasculaires (Begonha et al., 1995; Chen et al., 2016; Guimardes and Moura, 2001).

Si les f2-ARs sont prédominants au niveau vasculaire, il semblerait cependant que la réponse
vasorelaxante soit essentiellement médiée par les B1-AR dans les artéres de résistance comme
I’artére coronaire (Begonha et al., 1995; O’Donnell and Wanstall, 1984) et I’artére cérébrale
(Edvinsson and Owman, 1974).

En 1989, un troisiéme sous-type de B-AR a été décrit, il s’agit du B3-AR. Il a été identifié suite
a ’observation dans 1’aorte (Gray and Marshall, 1992) et I’artére mésentérique (Sooch and
Marshall, 1997) de rat que I’effet relaxant de 1’isoprénaline, agoniste non sélectif des B-AR
n’était pas complétement aboli par le propranolol, antagoniste non sélectif des B-AR.
L’implication du B3-AR dans ces effets a été ensuite confirmée par 1’utilisation d’agonistes [33-

AR sélectifs, le BRL-37344 (Rozec et al., 2005; Trochu et al., 1999).

La contribution de chaque sous-type de B-AR semble dépendre du lit vasculaire étudié, parfois

méme, du type cellulaire et méme de 1’agent contractant utilisé pour les expériences ex-Vivo.

Prenons I’exemple de 1’aorte de rat. Il a été rapporté une expression des trois sous-types de
récepteur avec une prédominance pour le sous-type B2 (Brawley et al., 2000; Oriowo, 1995).
En effet, la relaxation induite par ’isoprénaline persistait méme en présence d’antagonistes p1-
et B2-AR (Gray and Marshall, 1992; Oriowo, 1995; Sooch and Marshall, 1997) ce qui suggére
I’existence d’un sous-type B3. Cette hypothése a été confirmée par 1’utilisation d’agonistes
sélectifs B3-ARs (BRL 37344, SR 58611A).

Dans les artéres de résistances par contre, comme 1’artére coronaire, I’artére cérébrale et 1’artére
mésenterique, il a été décrit une prédominance du sous-type B1. Ceci a été confirmé par
’utilisation de souris invalidées pour le géne B1 ou P2 ou I’isoprénaline relachait les artéres
mésentériques des souris invalidées pour B2 mais pas pour 1. De plus, I'utilisation d’un
radioligand antagoniste des 3-AR, ’iodocynalopindolol pour des expériences de liaison ligand-

récepteur sur des CMLs isolées d’artére coronaire canine a révélé que la densité des sous-type

52



B1 était plus importante que celle du sous-type p2 (Nakane et al., 1988). Toutefois, d’autres
études rapportent que la relaxation adrénergique observée dans certaines arteres de résistances
implique la participation des B2-AR (Chan et al., 2002; Koztowska et al., 2003). Cette
implication différentielle des deux sous-types de récepteurs pourraient étre expliquées par la
différence dans les conditions expérimentales dans lesquelles différents agents contractant ont

éte utilisés (phenyléphrine ou PGF2,).

Des données de la littérature soulignent 1’existence des B-AR au niveau de I’endothélium
vasculaire. Leur role fonctionnel a été évalué dans de nombreux lits vasculaires. Au niveau de
I’artére coronaire épicardique de chien, il a été observé une augmentation du diametre et du
débit coronaire par 1’isoprénaline, méme en absence d’endothélium fonctionnel (Ghaleh et al.,
1995). Ceci suggere, que la relaxation des artéres coronaire par 1’isoprénaline est indépendante
de I’endothélium. Plusieurs autres études ont été reéalisées dans 1’aorte de rat dépourvus
d’endothélium ou traités avec des inhibiteurs de la NOS. Ces expériences ont donné lieu a des
résultats contradictoires. D’une part, les études de (Eckly et al., 1994; Konishi and Su, 1983;
Moncada and Vane, 1978) ont révélé que la réponse a I’isoprénaline était indépendante de
I’endothélium. D’autre part, les études de (Gray and Marshall, 1992; Kamata et al., 1989;
Trochu et al., 1999) ont démontré un effet relaxant de 1’isoprénaline dépendant de
I’endothélium. Ces différences observées ont été attribuées a la nature de I’agent contractant
utilisé et au niveau de pré-contraction. Par la suite, ’expression des récepteurs B-AR
endothéliaux a été confirmée, in vitro par les expériences de liaison ligand-récepteur réalisées
sur des CEs isolées a partir d’aorte bovine (Steinberg et al., 1984), et in situ, par marquage

immunohistochimique des B3-AR dans 1’aorte thoracique de rat (Rautureau et al., 2002).

En conclusion, il est clairement établi qu’une stimulation 3-adrénergique au niveau vasculaire
induit un effet relaxant. Les contributions de chaque sous-type dépendent du lit vasculaire et

I’implication de I’endothélium restent discutées.

21122 Régulation de ’activité des B-ARs

L’activit¢ des B-AR est régulée par un mécanisme de rétrocontrble négatif appelé
désensibilisation. Il s’agit d’un mécanisme dans lequel le B-AR est phosphorylé puis découplé
de la protéine G. Ceci contribue d’une part a la diminution de 1’affinité du récepteur pour son
ligand endogene, les catécholamines, et d’autre part, a limiter la transduction du signal au

niveau intracellulaire.
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Deux types de désensibilisation ont été decrits :

- Désensibilisation hétérologue : appelée ainsi car elle ne requiert pas la fixation du ligand
sur le récepteur et elle permet la désensibilisation pour d’autres ligands. Elle est orchestrée par
la PKA qui phosphoryle des résidus thréonine et sérine de la boucle C-terminale du récepteur.
Il en résulte un découplage rapide le proteine G et parfois un couplage préferentiel a la protéine
Gi qui inhibe I’activité des ACs (Daaka et al., 1997; Zamah et al., 2002).

- Désensibilisation homologue quant a elle, requiert la liaison du ligand a son récepteur.
Elle est orchestrée par la famille de protéine GRK (kinase des récepteurs couplés G) qui
regroupe trois familles : celle de la rhodopsine kinase (GRK1 et 7), celle des kinases spécifiques
des B-ARs (GRK2 et 3) et celui de la GRK4 (GRK4, 5 et 6). La phosphorylation du récepteur
permet le recrutement de la protéine B-arrestine. Cette derniere permet le découplage physique
de la protéine G du récepteur. In vitro, la phosphorylation du récepteur p2-AR par GRK2
augmente Il'affinité du récepteur pour la B-arrestine par 10 a 30 fois. La B-arrestine participe
également a I’internalisation des récepteurs en interagissant avec les molécules de clathrine.
Celles-ci favorisent la formation de vésicules endocytosiques permettant ainsi leur recyclage a
la membrane apres déphosphorylation ou leur dégradation (Kohout and Lefkowitz, 2003).

Contrairement aux B1 et B2-ARs, les récepteurs B3-ARs ne possédent pas de sites de
phosphorylation pour la PKA ou la GRK, et semblent donc réfractaires a la désensibilisation

homologue ou hétérologue (Rozec and Gauthier, 2006).
2.1.2. Les effecteurs vasculaires de PAMPc¢

Classiquement, les effets de I’AMPc sont attribués a la PKA. Cependant il a été décrit
I’implication de la PKG dans des conditions en faveur d’une forte augmentation de la [AMPc].
De plus, les études récentes ont permis de mettre en évidence ’existence d’un nouvel effecteur,

Epac.
2.1.2.1. La protéine kinase A

La PKA est un hétérotétramere formé de deux sous-unités régulatrices (R) et deux sous-unites
catalytiques (C) (Taylor et al., 1990). La sous-unité R permet de limiter I’activation de la sous-
unité C tant qu’elle reste liée a elle. Chaque sous-unité régulatrice porte deux sites de fixation
pour I’AMPc : le site A et le site B. seule I’occupation de chacun des 4 sites par une molécule
d’AMPc active la PKA et permet la dissociation des sous-unités C et R. La conformation

spatiale de 1a PKA a 1’¢état inactif ne permet que la fixation de I’AMPc sur les sites B. A la suite,
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il se produit un changement de conformation qui dévoile les sites A. La sous-unité C se dissocie

de la sous-unité R et va réguler I’activité de plusieurs protéines cibles par phosphorylation.

Lorsque le taux d’AMPc diminue, les sous-unités R libérent I’AMPc et se réassocient avec les

sous-unités C, les inhibant a nouveau (Taskén and Aandahl, 2004).

L’utilisation de colonne chromatographique échangeuse d’ions a permis de séparer la PKA en
deux types : la PKA de type I et la PKA de type Il. Chacune possede sa propre sous-unité R
(RI et RII) (Corbin and Keely 1977). Par la suite, 1’utilisation des techniques de biologie
moléculaire a permis de classer la sous-unité R en sous-types : Rla, RIB, RIIa et RIIP et la sous-
unité C en 4 sous-type Ca, CB, Cy et PRKX ou human X chromosome-encoded protein kinase
X (Taskén and Aandahl, 2004). Les 2 classes de PKA présentent des affinités différentes pour
I’ AMPc avec une constante d’activation de 50-100 nM pour les PKALI et 200-400 nM pour les
PKAII. Les sous-unités R présentent des profils d’expression cellulaire et tissulaire différents
et sont capables de s’homo- ou s’hétéro-dimériser générant ainsi un large panel de
combinaisons responsables de la diversité et de la spécificité des réponses dépendantes de
I’AMPc. Outre la régulation de la sous-unité catalytique de la PKA par ses sous-unités R, un
peptide nucléaire, le PKI (protein kinase inhibitor), se lie a la sous-unité C et inhibe son activité
indépendament de I’AMPc (Kopperud et al., 2003). Le PKI est retrouvé dans le noyau et agit
également en protéine chaperonne assurant 1’export de la sous-unité C du noyau vers le
cytoplasme. Les sous-unités C de retour dans le cytoplasme vont alors former des tétrameres
de PKA inactifs (Fantozzi et al., 1994).

La localisation subcellulaire de la PKA jouerait un role prépondérant dans le contréle et la
specificité des effets induits par I'activation de la kinase. En effet, si la limitation de diffusion
de I'AMPc dans le cytoplasme permet une compartimentation des signaux cellulaires liés a
I’AMPc, celle-ci implique une localisation de la PKA au plus prés des protéines cibles
effectrices a activer spécifiguement. Ainsi, lorsque la concentration en AMPc augmente au
voisinage d’une protéine d’ancrage de PKA (AKAP : A-Kinase Anchoring Protein), sa liaison
a la sous-unité R libére la sous-unité C de la PKA qui peut ainsi phosphoryler rapidement et
localement le substrat effecteur 1ié¢ a I’AKAP. Ces protéines d’ancrage assurent donc une grande
spécificité et une régulation spatio-temporelle des réponses cellulaires (Scott and Santana,
2010).

Au niveau vasculaire, il est admis que la PKA participe aux effets vasorelaxants des agents
stimulant la production d’AMPc tel que les récepteurs B-adrénergiques ou I’adénosine. En effet

deux études du groupe de Silver et al. (1982, 1984) (Silver et al., 1982, 1984), realisées a partir
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d’artére coronaire bovine, ont permis de corréler 1’effet relaxant de 1’isoprénaline et de
I’adénosine a I’augmentation de 1’activité enzymatique de la PKA. De plus, 1’étude de Eckly et
des collaborateurs (Eckly-Michel et al., 1997) a démontré par 1’utilisation d’un inhibiteur
pharmacologique de la PKA, le H89, que I’effet vasorelaxant de faibles concentrations
d’isoprénaline était dépendant de la PKA. Si la stimulation non sélective des récepteurs 1 et
B2 semble impliquer exclusivement la PKA, une stimulation spécifique des récepteurs f2 ne
semble impliquer la PKA qu’en partie. C’est ce qu’a révélé 1’étude de Ferro (Ferro et al., 2004)
sur de I’aorte de rat, dans laquelle la relaxation fait intervenir la voie PI3K/AKkt en plus de celle
de la PKA. De plus, il a été proposé que les faibles concentrations d’AMPc activent
préférentiellement la PKA tandis que des concentrations plus élevées activent en plus la PKG
(Murthy and Makhlouf, 1995). L’implication de la PKG permettrait la mise en jeu d’effecteurs

de la voie de signalisation du GMPc.
2.1.2.2. Le facteur d’échange Epac

En 1998, une nouvelle famille de protéines activées par I’AMPc, nommé Epac pour exchange
protein directly activated by CAMP a été découverte (Kawasaki et al., 1988; de Rooij et al.,
1998). L’ AMPc se lie a la protéine Epac pour activer la famille Ras des petites GTPases, Rapl
et Rap2 (Bos, 2006), ce qui entraine 1’échange du GDP en GTP sur ces petites protéines G,
permettant ainsi leur interaction avec les effecteurs spécifiques. L’activation de ces effecteurs

contribue aux effets de I’AMPc qui sont donc indépendant de la PKA.

Epac est une protéine qui porte en sa région N-terminale des sous-unités régulatrices et une sa
région C-terminale, des sous-unités catalytiques.

La région N-terminale se compose :

- D’un domaine d’adressage intracellulaire nommé DEP pour Dishevelled, Egl-10,
Pleckstrin.

- D’un domaine de liaison a1’ AMPc nommé CNB pour Cyclic nucleotide-binding domain
dont la séquence est tres proche de celle de la sous-unité R de la PKA.

La région C-terminale se compose :
- D’un domaine REM pour Ras exchange motif stabilisant le domaine d’échange du GDP
en créant un pont intramoléculaire entre les régions régulatrice et catalytique.
- D’un domaine GEF responsable de I’activité d’échange du GDP en GTP sur les petites

protéines G.

La protéine Epac existe sous deux isoformes, Epacl et Epac2, produits de deux genes

indépendants chez les mammiféres mais présentant une grande homologie de structure.
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Epacl est décrit pour étre exprimé dans la CMLV (Purves et al., 2009; Roberts et al., 2013a)
tandis que 1’expression d’Epac?2 est limitée au muscle lisse bronchique (Roscioni et al., 2011).
Au niveau de I’endothélium, seule 1’isoforme Epacl a été détectée dans les HUVEC (Human
umbilical vein endothelial cells) (Kooistra et al. 2005) et il a été montré que celle-ci possédait
un effet anti-inflammatoire au niveau des cellules endothéliales en inhibant la sécrétion de
I’interleukine-6 pro-inflammatoire, mais également en limitant la migration leucocytaire
(Parnell et al., 2012).

Le role d’Epac dans le contréle du tonus vasculaire a été peu étudié. Néanmoins, il a été suggéré
qu’Epac régule ’activité de certains canaux potassiques importants pour 1’établissement du
potentiel de membrane. On distingue d’abord 1’équipe de Purves qui a montré que dans les
CMLs d’aorte de rat, Epacl intéragissait physiquement avec la sous-unité SUR2B
(Sulfonylurea receptor 2B) des canaux Katp et que I’activation d’Epacl semblait inhiber
I’activité de ces canaux potassiques (Purves et al., 2009). Plus récemment, il a été montré que
I’activation de la protéine Epac intéragissait avec le couplage RyR- BKca dans les artéres
mésentériques de rat. En effet, I’application d’un activateur d’Epac augmente la fréquence des
sparks calciques dans les CMLVs. Cette augmentation localisée de la concentration de Ca?*
cytosolique active alors les BKca, responsables d’une hyperpolarisation de ces cellules et de la

vasorelaxation (Roberts et al., 2013a).

2.2. Voie du GMPc

2.2.1. Voie de synthése du GMPc

Elle est assurée par les guanylate cyclase (GC), capables de convertir le GTP en GMPc.
Contrairement aux AC, les GC peuvent étre membranaires ou cytosoliques. Les membranaire
ou particulaire (GCp) sont des homodimeéres, récepteurs des peptides natriurétiques, alors que
les guanylate cyclases dites cytosoliques ou soluble (GCc) sont des hétérodimeéres qui

constituent la cible privilégiée du NO d’origine endothéliale ou exogene.
2.2.1.1. Les guanylates cyclases solubles

Les GCc purifiées de tissus humains et de rat sont composées (Kamisaki et al., 1986; Peter
Humbert et al., 1990) de deux sous-unités, a et p Deux isoformes ont été identifiées pour chaque
sous-unité : al, a2 et B1, B2 respectivement et le dimére al/Bl est décrit pour étre le plus
abondant (Koesling et al., 1990).
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La structure des GCc est constituée de 3 domaines. La région N-terminale porte un groupement
héminique indispensable a la fixation du NO. L’¢tude de Schmidt (Schmidt et al., 2004) a
rapporté que la tyrosine en position 135 et I’arginine en position 139 sur la sous-unité 1 sont
indispensables pour cette liaison. L’utilisation de diverses formes mutantes de GCc possédant
de multiples délétions dans les régions N et C-terminale a souligné 1I’importance de la séquence
en position 204 a 408 de la sous-unité B1 pour I’association a la sous-unité al (Zhou et al.,
2004). Le domaine C-terminal constitue la région la plus conservée et dont la structure se
rapproche de celle des ACs mais avec une différence majeure : chez les AC, la reconnaissance
du substrat se fait grace a des résidus situés sur les domaines cytoplasmique C1 et C2, tandis
que chez les GCc, les résidus sont distribués tout au long des deux chaines alet f1 (Harteneck
et al., 1990).

Bien que la distribution des GCs soit communément décrite pour étre purement cytosolique,
certaines expériences réalisées sur fractions membranaires de cceur de rat ont révélé que 1/5 des
GCec étaient associées a la membrane (Zabel et al., 2002). De plus, I’étude de Venema (Venema
et al.,, 2003), a démontré que dans les CEs, les GCc sont majoritairement associées a la

membrane alors que dans les CMLVs, les GCs sont cytosoliques.

Les GCc peuvent étre soumises a des modes de régulation transcriptionnelle et post-
transcriptionnelle. En effet I’expression des transcrits des sous-unités ol et Bl peut étre
diminuée suite a I’exposition aux cestrogenes (Krumenacker et al., 2001), aux agents élévateurs
de I’AMPc (Papapetropoulos et al., 1995) et certaines cytokines (Papapetropoulos et al., 1996).
L’activité des GCc peut étre modulée par phosphorylation par les kinases PKA, PKG et PKC,
données confirmées in vitro sur des extraits de GCc purifiés (Zwiller et al., 1981, 1985). La
phosphorylation par PKA et PKC semblent étre activatrice (Zwiller et al., 1981, 1985) tandis
que celle de PKG semble étre inhibitrice (Zwiller et al., 1985).

2.2.1.2. Les guanylates cyclases particulaires

Les peptides natriurétiques représentés par le peptide natriurétique atrial, ANP (Atrial
Natriuretic Peptide), le peptide natriurétique B, BNP (Brain Natriuretic Peptide) et le peptide
natriurétique C constituent une famille de polypeptides d’origine essentiellement cardiaque,
ayant un effet natriurétique et vasodilatateur (Potter et al., 2006). L’ ANP est sécrété par les
myocytes des oreillettes lors de leur distension. Le BNP, bien que découvert initialement dans
le cerveau est aussi largement secrété par les myocytes des ventricules en réponse a un
étirement. Le CNP est formé dans le cerveau et I’endothélium vasculaire. Ils sont sécrétés sous

forme de précurseur puis activés par clivage enzymatique. Les peptides natriurétiques exercent
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leurs effets physiologiques en se fixant sur leurs récepteurs, les guanylates cyclases particulaires
(GCp) (Potter et al., 2006).

Cing types de GCp ont été identifiees chez ’homme : deux récepteurs lient les peptides
intestinaux guanyline et uroguanyline, trois autres récepteurs lient les peptides natrurétiques ;
il s’agit des récepteurs NPR-A (liant I’ANP et le BNP), NPR-B (liant le CNP uniquement) et
NPR-C (pouvant lier les 3 peptides natriurétiques). lls sont aussi appelés GC-A, GC-B et
récepteur de clairance ou NPR1, NPR2 et NPR3 respectivement. Les récepteurs NPR-A, NPR-
B portent une activité gunanylate cyclase intrinseque tandis que le NPR-C est dépourvu

d’activité enzymatique (Potter et al., 2006), mais est couplé a une protéines Gi.

Les NPR-A et NPR-B sont des protéines transmembranaires qui s’associent en homodimere.
Chaque monomeére est constitué d’une partie extracellulaire et d une autre intracellulaire, reliées
par une courte séquence transmembranaire de 21 - 25 acides aminés. La partie extracellulaire
assure I’interaction avec le ligand. La partie intracellulaire est constituée de trois domaines : un
domaine juxtamembranaire homologue a celui des kinases (kinase like homology domain ou
KHD intracellulaire mais non fonctionnel), un domaine de dimérisation et enfin un domaine
catalytique a I’extrémité N-terminale (Kuhn, 2003) (Figure 13). La liaison du ligand au domaine
extracellulaire, induit un changement de conformation (dimérisation) qui active le domaine
catalytique et permet la syntheése du GMPc. Le NPR-C a un domaine extracellulaire similaire a
celui du NPR-A et NPR-B mais il est dépourvu du domaine KHD et du domaine catalytique.

Ce récepteur est responsable de la clairance des peptides natriurétiques (Kuhn, 2003).

Ligand ANP, BNP, CNP ANP, BNP CNP

Receptor NPR-C NPR-A (GC-A) NPR-B (GC-B)
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Binding

Domain

Membrane -

) 11
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Figure 13 : Représentation schématique de la structure des NPR d’apres (Potter et al.,
2006).

La structure du NPR-A (liant I’ANP et le BNP) et NPR-B (liant de CNP) se compose d’une
partie extracellulaire liant le ligant, un domaine juxtamembranaire KHD, un domaine de
dimérisation et un domaine catalytique. Le NPR-C liant les trois peptides natriurétiques est
exclusivement constitué¢ d’un domaine extracellulaire.
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A I’exception du NPR-C dont I’expression est ubiquitaire, le NPR-A semble tres exprimé dans
le systéme cardiovasculaire et les organes métaboliques. Le NPR-B est aussi retrouvé dans le
systeme cardiovasculaire avec en plus une localisation dans les organes de reproductions et la

moelle osseuse (Kuhn, 2003).

L’exposition prolongée a 1’agoniste peut conduire a la désensibilisation des NPR, due au

changement de 1’état de phosphorylation du domaine KHD du récepteur (Schroter et al., 2010).
2.2.2. Les protéines kinases G, protéines effectrices du
GMPc

La PKG appartient a la famille des sérine/thréonine kinases, homologue de la PKA mais activee
par le GMPc. Elle n’est formée que de deux sous-unités, identiques, chacune comprenant un
site catalytique et deux sites de fixation du GMPc. La PKG présente deux isoformes, | et II,
codées respectivement par deux genes, PKG1 et PKG2. PKGI est cytosolique alors que PKGII
serait localisée a la membrane (Hofmann et al., 2009).

PKGI est tres exprimée dans les CML et les neurones tandis que la PKGII se trouve
essentiellement dans les cellules épithéliales de I’intestin, les cellules juxta-glomérulaires, le
cortex surrénal et dans les chondrocytes (Hofmann et al., 2009). L’épissage alternatif du géne
PKGI génere deux variants PKGla et PKGIB. PKGIla est tres exprimé dans le cervelet et le
poumons alors que PKGIP prédomine dans les CMLVs (Schlossmann and Hofmann, 2005).
L’ensemble des isoformes PKGI et PKGII constitue des cibles privilégiées du GMPc mais seul
I’isoforme PKGI a été associée a un effet vasorelaxant (Hofmann et al., 2009) c’est pourquoi

nous nous focaliserons sur la description de cette isoforme.

PKGla peut étre activée par des concentrations de GMPc dix fois moins importantes que celle
nécessaire pour activer PKGIB. Cependant les deux isoformes phosphorylent leurs substrats
avec la méme affinité (Francis et al., 2010). Au niveau du muscle lisse vasculaire, PKGI
phosphoryle des cibles des protéines intracellulaires mais contrairement a la PKA qui est
associée a une protéine d’ancrage AKAP, la PKGI interagirait directement avec ces cibles
intracellulaires. En effet, I’étude de (Schlossmann et al., 2000) a révélé par 1’utilisation de la
technique d’immunoprécipitation sur des lysats d’aorte et de trachée d’origine bovine, que la
PKGIB interagissait directement avec I’IP3R et sa protéine modulatrice IRAG. L’utilisation des
techniques d’immunoprécipitation et d’immunomarquage dans 1’étude de Surs (Surks et al.,
1999) a rapporté que la PKGlo interagissait physiquement avec la sous-unité régulatrice de la

MLCP, MYPTL1 dans des cultures de cellule issues de veine saphéne humaine.
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De nombreuses études ont démontré le réle essentiel de la PKGI dans le contréle du tonus
vasculaire. En effet, elle est impliqué dans les réponses relaxantes dans divers lits vasculaires
incluant I’aorte, I’artére mésentérique, I’artére pulmonaire et I’artére coronaire (Carrier et al.,
1997; Satake et al., 1996; White et al., 1995). De maniére intéressante, la suppression de
I’expression de la PKGI chez la souris provoque le développement d’une hypertension, ce qui
vient renforcer le réle crucial de la PKGI dans la régulation du tonus vasculaire (Pfeifer et al.,
1998).

2.3. Hydrolyse des NCs par les phosphodiestérases

Les PDEs sont une famille d’enzymes qui catalysent I’hydrolyse du 3°,5’-AMPc et/ou du 3°,5’-
GMPc en une forme inactive 5’-AMP et 5’-GMP, respectivement (Conti and Beavo, 2007
Francis et al., 2010; Lugnier, 2006a). Chez les mammiféres, 11 familles de PDEs ont été
répertoriées sur la base de leur structure protéique, leurs propriétés enzymatiques, leur mode de
régulation, et leurs propriétés pharmacologiques (Tableau 2). Trois familles hydrolysent
sélectivement I’AMPc (PDE 4, 7 et 8), trois autres sont sélectives du GMPc (PDES5, 6 et 9) et
les autres familles sont non sélectives de I’AMPc et GMPc (PDEL, 2, 3, 10 et 11) (Komas et
al., 1991; Lugnier, 2006a).

Actuellement, 21 genes ont été identifiés, codant pour 54 isoformes issues d’épissage alternatif.
Toutes les PDEs possedent un domaine catalytique hautement conservé localisé dans la portion
C-terminale de la protéine. Ce domaine présente 25 a 52% d’homologie de séquence en acides
aminés d’une famille a I’autre (Lugnier, 2006a; Maurice et al., 2014a; Omori and Kotera,
2007a) les PDEs se distinguent par leur région N-terminale possédant un domaine régulateur
propre a chaque famille. Ce domaine régule I’activité catalytique et la localisation subcellulaire
de la protéine. Il peut également contenir des sites de phosphorylation, de dimérisation, ou
d’adressage (Figure 14) (Beavo et al., 2006; Conti and Beavo, 2007; Lugnier, 2006a; Maurice
et al., 2014a; Omori and Kotera, 2007a). Ainsi, ce domaine régulateur se caractérise pour la
famille PDE1 par deux domaines de liaison au complexe Ca?*-CaM ; pour les familles PDE2,
5,6,10et 11, par des domaines de liaison au GMPc appelés domaines GAF pour cGMP-binding
PDEs, adenylate cyclase, th1A ; pour la PDE4, des régions conservées appelées UCR pour
upstream conserved regions ; et pour la PDES8, par un domaine PAS pour period,
arylhydrocarbon receptor nuclear translocator, single minded (Lugnier, 2006a; Maurice et al.,
2014a; Omori and Kotera, 2007a).
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L’expression de certaines PDEs est limitée a quelques tissus (PDE6, PDE9, PDE10) tandis que
pour d’autre, I’expression est plus large. L’existence dans un méme tissu de nombreuses
isoformes possédant des propriétés régulatrices, catalytiques et des localisations différentes
garantit I'hétérogenéité de la cinétique et de la répartition spatiale des nucléotides cycliques, et
leur procure ainsi une grande diversité d’action dans des processus cellulaires variés. En effet,
il a été rapporté que différentes isoformes de PDEs peuvent jouer des réles distincts dans un
méme type cellulaire et créer ainsi une compartimentation subcellulaire de la voie de I'AMPc

avec des « pools » d’AMPc localisés réguants des effecteurs distincts (Mika et al., 2012).

Au niveau des CMLV et des CEs, quatre familles de PDEs hydrolysant 1’AMPc sont
classiquement décrites pour avoir un role fonctionnel. Il s’agit des PDEL, 2, 3 et 4. Seule
I’expression des transcrits a été rapportée pour les PDE7, 8 et 9 et 1’absence d’outils
pharmacologiques sélectifs a limité 1’exploration de leur role au niveau vasculaire. Pour ce qui
est de la PDE 10, elle ne semble pas exprimée au niveau vasculaire. Le GMPc est quant a lui
principalement hydrolysé par la PDE5 et potentiellement par la PDE1L, 2 et 3(Lugnier, 2006b;
Omori and Kotera, 2007a).

Dans notre projet, nous nous sommes intéressés en particulier aux familles de PDE2, PDE3 et

PDE4 dont je détaillerai ci-apres les principales caractéristiques.
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| ——— — PDE1A, PDE18, PDE1C:
— Ca*/CaM-stimulated e
(cG) {CaM) Calmodulin
T r— 9 P : ~=
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P PKB PKA PKA PK -
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. N PDE3A, PDE3B: cGMP-inhibited cAMP :
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» (l[} 7 " { GATE T‘ Y p— 1’8{&3:\5[}:3&'2? PDEGC: photoreceptor = Insert in catalytic domain
U8 Targeting domain
1 VR——— SOV OETR: o~ > e
0 - .
1D —— PDE7A, PDE7B: cAMP-specific D UCR domain
) = . ' , O K
{ <R[C> L.PAS | eee——— PDESA, PDESB: cAMP-specific € PY D Regulatory subunit
4REC) Signal requlatory domain
—_— . .
m — PDEYA: cGMP-specific )
Pi(A | PAS domain
® P —
GCAFA | Eﬂ — PDE10A = Pat7 nuclear localization domain
— —— AMP
ey c
7 [TGAFE — PDE11A: cAMP-stimulated O -

Figure 14 : Représentation schématique des 11 familles de PDE d’aprés (Maurice et al.,

2014b).

Le domaine catalytique situé dans la partie C-terminale est représenté en rouge. Il présente 25
a 52% d’homologie de séquence en acides aminés entre les différentes familles. Le domaine

62



régulateur, située dans la partie N-terminale est compte a lui spécifique de chaque famille. Les
isoformes de PDE composant chaque famille ainsi que leurs caractéristiques sont indiquées a

droite.
Localisation .
Famille | Isoforme sur le Substrat Kan }/me o_Ie Expression tissulaire
(umol/L) régulation
chromosome
AMPc 73-120
2032.1 GMPc 2,6-5
PDE1A
PDE1 PDE1B 12913 AMPc 10-24 Complexe Cerveau, CML, ceeur,
GMPc | 1.2-5,9 Ca*-CaM testicules
7p15.1
PDE1C p14.3 AMPC 0,3-1,2
GMPc 0,6-2,2
AMPc 30-50 Stimulée par le Cortex surrénale,
PDE2 | PDE2A 1q13.4 GMPc | 10-30 GMPc cerveau, cceur, CE
PDE3A 12p12 AMPc | 0,02-0,15 Inhibée par le Ceeur, CML,
PDE 3 GMIEC plaquettes
PDE3B 11p15.1 GMPc 0,18 tissu adipeux
PDE4A 19p13.2
PDE4B 1p31 AMPc Spécifique de S
PDE4 PDEAC 19p13.11 2,9-10 I AMPe ubiquitaire
PDE4D 5912
i i Spécifique du CML, plaquettes,
PDE5 | PDE5SA 4025-q27 GMPc 1-6,2 GMPc cervelet
PDE6A 5031.2-934 Counlé . un
PDE6 | PDE6B 4pl6.3 GMPc 15-17 hoto?éce teur Rétine
PDE6C 10q24 P P
Muscle squelettique
PDE7A 813 ; oA
PDE7 PDE7B 6q23-024 AMPc 0,1-0,2 cellules immunitaires,
cerveau
g Cellules immunitaires
PDESA 15025.3 i Spécifique de SR : :
PDES PDESB 5q14.1 AMPc | 0,04-0,06 I AMPe foie, rein, testicules,
thyroide
PDE9 | PDE9A 21422.3 GMPc | 0,17-0,39 Speg&q;: du Cerveau, rein
AMPc 0,26 Inhibée par .
PDE 10 | PDE10A 6026 GMPc 72 1’ AMPc Cerveau, testicules
AMPc 1.04-5,7 Spécificité Prostate, testicules,
PDE 11| PDELIA 2q31.2 GMPc | 0,52-4,2 | AMPc =GMPc| muscle squeletique

Tableau 2 : Caractéristiques biochimiques des PDEs d’apres (Omori and Kotera, 2007a).
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2.3.1. La PDE2

2.3.1.1. Caractéristiques générales

C’est en 1971 que Beavo (Beavo et al., 1971) découvre I’existence d’une nouvelle famille de
PDE activée par le GMPc. En effet, par ’addition de ce NC dans des divers extraits tissulaires
(foie, cerveau, rein, coeur et thymus), il a constaté une augmentation de I’hydrolyse de I’AMPc.
Cette famille de PDE a été initialement appelée PDE GMPc —stimulée puis identifiée comme
la famille de PDE2.

La PDE2 est codée par un unique gene dont 1’épissage alternatif génere 3 variants : PDE2AL,
PDE2A2 et PDE2A3, partageant la méme sequence C-terminale. Cependant ils différent par
leur région N-terminale, responsable de leur localisation subcellulaire spécifique. Le variant
PDE2AL est de localisation cytosolique, alors que les deux autres variants sont de localisation
particulaire. Le domaine N-terminal possede deux sites de liaison du GMPc, GAF-A et GAF-
B (Lugnier, 2006a; Omori and Kotera, 2007a).

La PDE2 établit le lien entre deux voies de signalisation, celle de I’AMPc et du GMPc. En effet,
elle est capable d’hydrolyser les deux nucléotides cycliques (Tableau 2) (Martins et al., 1982).

Lorsque le GMPc se lie au domaine allostérique GAF de la PDEZ, il entraine un changement
conformationnel de I’enzyme contribuant a ’augmentation de son activité¢ hydrolytique pour
I’AMPc, jusqu’a 30 fois dans des conditions in vitro et 6 fois dans les conditions physiologiques
(Heikaus et al., 2009). Le domaine GAF-B posséde 30 a 100 fois plus d’affinité pour le GMPc
que pour I’AMPc (Bender and Beavo, 2006).

Bien que de faibles niveaux d’activité PDE2 aient été détectés dans des vaisseaux dénudés de
leur endothélium (Saeki and Saito, 1993a), son expression au niveau vasculaire est
classiquement décrite pour étre endothéliale. En effet, chez I’homme, la PDE2 a été identifiée
dans I’endothélium des veines et capillaires tandis que les sections artérielles ne semblent pas
exprimer cette protéine (Sadhu et al., 1999). Cette différence pourrait étre expliquée par le faible
niveau d’expression, non détectable dans les arteres ou par la différence de phénotype entre les
lits vasculaires. La PDE2 est aussi retrouvée dans les CEs d’origine bovine et porcine avec des

niveaux d’expressions différents in situ ou en culture (Maurice et al., 2003).
2.3.1.2. Modulation pharmacologique de I’activité PDE2

Des outils pharmacologiques ont permis d’explorer le role fonctionnel de la PDE2 dans les

systémes physiologiques qui I’expriment. Le premier inhibiteur décrit est ’EHNA (érythro-9-
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(2-hydroxy-3-nonyl) adénine) (Méry et al., 1995). L’EHNA présente une I1Cso de 800 nM pour
la PDE2 humaine (>100 pM pour les autres isoformes de PDEs). Toutefois, ’EHNA présente
I’inconvénient d’étre peu sélectif car il inhibe aussi I'adénosine désaminase (Schaeffer and
Schwender, 1974).

Par la suite, de nouveaux inhibiteurs plus sélectifs été développés comme :

- L’oxindole avec une ICsg de 40 nM (Chambers et al., 2006).

- L’1C933 avec une ICso de 4 nM (Snyder et al., 2005).

- Le PDP (9-(6-phenyl-2-oxohex-3-yl)-2-(3,4 dimethoxybenzyl)- purin-6- one) avec une
ICso de 0,6 nM (Dunkern and Hatzelmann, 2005).

- le BAY 60-7550 (2-[(3,4-dimethoxyphenyl) methyl]-7-[(1R)-1-hydroxyethyl]-4-
phenylbutyl]-5-methylimidazo[5,1-f][1,2,4]triazin-4(1H)-one) inhibe la PDE2A bovine avec
une ICso de 2 nM et la PDE2 recombinante humaine avec une ICso de 5 nM. Le ratio de
sélectivité par rapport a la PDEL est de 50 alors qu’il est de I’ordre de 100 pour les autres
membres de la famille PDEs (Boess et al., 2004). Actuellement, seuls le BAY 60-7550, et
I’EHNA sont disponibles commercialement.

2.3.1.3. RO0le de la PDE2 dans la régulation du tonus vasculaire

Le role de la PDE 2 dans la régulation du tonus vasculaire a été trés peu étudié en raison de sa
faible expression et activité dans les CMLVs. Une étude récente réalisée par 1’équipe de Hobbs
(Bubb et al., 2014), s’est intéressee au rble de la PDE2 dans la régulation de la vasomotricité
de I’artére pulmonaire isolés de rat, dans le contexte d”hypertension pulmonaire. Il a été constaté
que I’inhibition pharmacologique de la PDE2 par de fortes doses de BAY 60-7550 induisait
une réponse relaxante. Les expériences ont été réalisees sur des arteres pulmonaires isolées du
groupe de rat atteint d’hypertension pulmonaire (induite par I’hypoxie, en présence de 10%
d’O2 pendant 2 semaines) et de leur groupe contréle. Dans le groupe témoin, le BAY 60-7550,
a potentialisé la réponse relaxante de I’ANP et a un donneur de NO (spermine NONOate) tandis
que dans le groupe d’animaux malades, la potentialisation de la réponse a I’ ANP est conservée.
Ces résultats indiquent que la contribution de la PDE2 dans la régulation de la réponse relaxante
médiée par le GMPc est altérée dans 1’hypertension pulmonaire. De plus, 1’é¢tude de Haynes
(Haynes et al., 1996) réalisee en ex vivo sur poumon isolé de rat perfusé avec un mélange de
gaz enrichi en CO; révele que I’inhibition de la PDE2 par ’EHNA diminue la réponse

vasoconstrictrice suite a une hypoxie pulmonaire.

Par ailleurs, il a été suggéré que la PDE2 régule certains traits de la fonction endothéliale. En

effet, son expression semble augmentée lors de la prolifération des CEs en culture (Keravis et
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al., 2000) et en presence de VEGF (Favot et al., 2004) suggérant son role dans le phénoméne
d’angiogenése. De maniere intéressante, des données in vivo sur des explants d’aorte de souris

révele que 1’inhibition de la PDE2 préviendrait 1’angiogenese (Diebold et al., 2009).
2.3.2. LaPDE3

2.3.2.1. Caractéristiques générales

La famille des PDE3 est codée par 2 genes différents, PDE3A qui code pour 3 isoformes
(PDE3A1-3) et PDE3B qui code pour une seule isoforme (Lugnier, 2006b; Omori and Kotera,
2007a). Les PDE3 ont la particularité de posséder un insert de 44 acides aminés au niveau du
domaine catalytique C-terminal, qui semble jouer un réle important dans la sensibilité de
I’enzyme au GMPc et a I’inhibition sélective de ces enzymes (He et al., 1998; Manganiello and
Degerman, 1999). Leur activité enzymatique peut étre stimulée suite a une élévation de la
concentration d’AMPc intracellulaire dans différents types cellulaires tel que les CMLs d’aorte

humaine ou rat en culture (Liu and Maurice, 1998).

Les isoformes possedent dans leur région N-terminale des sites NHR pour N-terminal
hydrophobic region, responsables de leur adressage intracellulaire ciblé ce qui pourrait
contribuer a la compartimentation du signal AMPc (Wechsler et al., 2002). Comme I’isoforme
PDE3AL contient deux domaines NHR1 et NHR2, sa localisation est exclusivement
membranaire. L’isoforme PDE3A2 ne contient que le domaine NHR2, sa localisation est donc
mixte, a la fraction membranaire et cytosolique (Maurice et al., 2003). L’isoforme PDE3A3
dépourvue des domaines NHR se retrouve exclusivement dans le cytosol. Et enfin, 1’isoforme
PDE3B possédant un domaine NHR1 plus long que celui de la PDE3AL a été decrit pour étre

associé a la membrane (Yan et al., 2007) (Figure 15).

Toutes les isoformes de la famille des PDE3 possédent des sites de phosphorylation (Figure
15), a I’exception de la PDE3A3 (Wechsler et al., 2002). Les PDE3AL et PDE3B peuvent étre
phosphorylé par la PKA et la protéine kinase B (PKB) alors que la phosphorylation de la
PDE3AZ2 se fait exclusivement par la PKA (Rondinone et al., 2000). La phosphorylation permet

’activation des PDE3 et par conséquent, une diminution des concentrations d’AMPc.
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Figure 15 : Représentation schématique de la structure et des voies de régulation des
isoformes de PDE3 d’apreés (Zaccolo and Movsesian, 2007).

La structure des isoformes de PDE3 differe par la présence ou 1’absence du domaine NHR
(Nterminal hydrophobic region), et de sites de phosphorylation par la PKA et la PKB : P1, P2,
P3.

La PDE 3 permet I’interaction entre les voies de signalisations des deux nucléotides cycliques
car elle a la capacité d’hydrolyser I’AMPc et le GMPc (Tableau 2). Les deux NCs sont en
competition pour le méme site catalytique. D’autre part, la PDE3 présente une Vmax 4 a 10
fois supérieure pour I’AMPc (Lugnier, 2006b). L’hydrolyse de I’AMPc par la PDE3 est donc
inhibée par le GMPc. Cette particularité aurait des conséquences importantes sur le role
vasculaire de la PDE3. En effet, son activité sera plus importante en cas de faible intensité de
la voie GMPc dans la CML. L’activit¢é de la PDE3 pourrait ainsi étre exacerbée par une
diminution de la biodisponibilité du NO d’origine endothélial, principal stimulateur de la voie
GMPc dans les vaisseaux (Eckly and Lugnier, 1994; Eckly et al., 1994; Komas et al., 1991).
La PDE3A est principalement présente dans le cceur, les plaquettes, les oocytes et les CMLs
alors que la PDE3B est particulierement exprimée dans les adipocytes, les hépatocytes, le rein
et les spermatozoides (Reinhardt et al., 1995). Les CMLVs humaine, porcine et de rat,
expriment tous les isoformes de la PDE3 (Polson and Strada, 1996). La PDE3A semble étre la
forme prédominante dans la fraction cytosoliques tandis que la PDE3B est limitée a la fraction
particulaire (Liu and Maurice, 1998; Palmer and Maurice, 2000). Cette différence de
distribution intracellulaire, souligne le role de ces deux familles dans la régulation de fonctions
cellulaires différentes et suggere la compartimentation du signal AMPc au niveau vasculaire.
L’expression des isoformes de la PDE3 peut étre modulée par divers agents pharmacologiques

administres in vivo. Une administration prolongée de nitrate chez le rat augmente I’expression
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de la PDE3A1 dans CMLVs d’aorte (Kim et al., 2001). Un traitement prolongé par des agents
élévateur de la concentration d’AMPc stimule I’expression des isoformes PDE3A2 et PDE3B
dans I’aorte et 1’artére fémorale de rat (Tilley and Maurice, 2002).

2.3.2.2. Modulation pharmacologique de I’activité PDE3

Des inhibiteurs de la PDE3 sont disponibles sur le marché. Certains ont un usage thérapeutique.

- L’amrinone (Inocor®) et la milrinone (Primacor®) (ICso = 150 nM) sont des pyridines
utilisés pour leur propriété cardiotonique dans le traitement de 1I’IC congestive en aigu. Le
traitement chronique de patients atteints d’insuffisance cardiaque sévére a cependant révélé une
augmentation de la mortalité due aux arythmies et aux arréts cardiaques (Movsesian and
Kukreja, 2011; Packer et al., 1991).

- Le cilostazol (Pletal®) (ICso = 20 nM) est un dérivé des quinolones, utilisé pour ses
propriétés vasodilatatrices et anti-agrégeante (en inhibant la recapture de 1’adénosine) dans le
traitement d’une artériopathie ischémique des membres inférieurs, la claudication intermittente

(Kanlop et al., 2011; Liu et al., 2011).

- L’usage des autres inhibiteurs comme le cilostamide, et I’OPC-33540 reste uniquement
expérimental. Le cilostamide inhibe la PDE3A avec une ICso = 27 nM et la PDE3B avec une
ICs0=50nM (Sudo et al., 2000a). L’OPC-33540 inhibe préférentiellement la PDE3A ( PDE3A
ICs0= 0,32 nM, PDE3B ICs0= 1,5 nM) (Sudo et al., 2000a). Les tests in vitro réalisés sur des
PDEs recombinante d’origine différente (humaine, bovine, rat) montrent que ces deux
inhibiteurs sont sélectifs pour la famille PDE3 (ratio de sélectivité > 100 pour PDEL1, 2, 4, 5, 7)
(Sudo et al., 2000a).

2.3.2.3. ROle de la PDE3 dans la régulation du tonus vasculaire

Des dosages in vitro de I’activité hydrolytique des PDEs réalisés dans des tissus vasculaires, en
présence d’1 uM d’AMPc, révélent que la famille de PDE3 posséde 1’activité majoritaire
(Hubert et al., 2014; Polson and Strada, 1996). D’autre part, I’importance fonctionnelle de cette
famille de PDE sur le controle de la vasomotricité a notamment été démontrée dans plusieurs
lits vasculaires par la réalisation d’expérience de réactivité vasculaire ex-vivo, en présence

d’inhibiteur sélectif de la PDE3.

Actuellement, il est clairement établi que 1’inhibition pharmacologique de la PDE3 induit, d’une
part une réponse relaxante dans plusieurs lits vasculaires comme I’artére mésentérique humaine
(Lindgren et al., 1989), 1’aorte de rat (Lindgren and Andersson, 1991a) ainsi que les arteres

coronaires, pulmonaires et rénales humaine et leur équivalent chez le rat (Lindgren and
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Andersson, 1991b). Sur des anneaux d’aorte de rat pour lesquels I’endothélium a été détérioré,
I’effet vasorelaxant est préservé (Eckly et al., 1994; Komas et al., 1991). D’autre part,
I’inhibition de la PDE3 s’oppose a la réponse contractile induite soit par la stimulation
spécifique d’un RCPG, soit par dépolarisation a I’aide d’une solution physiologique enrichie
en K* ([K*] = 80 mM) (Meisheri et al., 1980). De plus, une potentialisation des réponses
relaxantes a des agents responsable de I’augmentation de [AMPc]i et du [GMPc]; a également
¢été observée en présence d’inhibiteur de la PDE3 (Komas et al., 1991; Lindgren and Andersson,
1991b; Maurice and Haslam, 1990).

Bien que ces effets vasorelaxants puissent étre expliqués par 1’augmentation de la concentration
d’AMPc résultant de 1’atténuation de son hydrolyse par la PDE3 (Eckly et al., 1994; Lindgren
et al., 1991a), il est nécessaire de souligner I’implication du GMPc dans les effets
précédemment observés. La présence d’un endothélium fonctionnel et 1’utilisation d’agents
activateurs des GCc (donneurs de NO, ANP) contribuent a I’augmentation de la concentration
de GMPc, connue pour réguler négativement I’activit¢ de la PDE3. L’augmentation de la
concentration de GMPc dans les CMLVs permet une action synergique avec les agents
¢lévateurs de la concentration d’AMPc (isoprénaline et forskoline) pour potentialiser leur effet
vasorelaxant. Donnée confirmée par I’étude de Maurice (Maurice et al., 1991) réalisée dans
I’aorte de rat. En effet cette étude rapporte une potentialisation de ’effet du cilostamide en
présence d’isoprénaline et d’un donneur de NO, le nitruprussiate de sodium.

Bien que ce mécanisme soit identique a celui décrit dans les cardiomyoctes, 1’expression de la
PDE2 au niveau vasculaire est faible en comparaison a la PDE3 ce qui par conséquent, sous-
entend que le GMPc exerce globalement un effet inhibiteur sur ’activit¢é PDE3 plut6t que

stimulateur de 1’activité PDE2.

L’utilisation de souris déficiente pour I’isoforme PDE3A et PDE3B a permis de mettre en
¢vidence I’implication spécifique de I’isoforme PDE3A, sans la PDE3B, dans la prolifération
des CMLVs. En effet, il a été constaté un blocage du cycle cellulaire dans les CMLVs issues
des souris déficientes pour la PDE3A exclusivement. De plus, 1’utilisation d’ARN interférant
ciblant la PDE3A chez les souris déficientes pour la PDE3B a confirmé I’implication exclusive

de I’isoforme PDE3A (Begum et al., 2011).

Dans I’endothélium vasculaire, la caractérisation des isoformes de PDE3 présents restent encore
incompléte. Cependant, 1’effet des inhibiteurs de PDEs dans les CEs est clairement défini. Ils
réduisent la prolifération et I’expression des molécules d’adhésion des CEs (Blease et al., 1998;

Lugnier and Schini, 1990; Suttorp et al., 1993). Le mécanisme mis en jeu semble impliquer un
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complexe macromoléculaire adressé a la membrane des CEs et associant la PDE3 au facteur
d’échange Epacl. Le détachement d’Epacl du complexe permettrait son activation et provoque
la formation de tubules et I’adhésion cellulaire (Wilson et al., 2011).

2.3.3. La PDE4

2.3.3.1. Caractéristiques générales

C’est une famille de PDE qui hydrolyse spécifiquement I’AMPc. Elle comprend quatre
isoformes (PDE4A, PDE4B, PDE4C et PDE4D) codées par 4 génes différents. L’épissage
alternatif des produits d’expression de ces geénes générent de plus une multitude de variants,
répartis en formes courtes ou longues (Komas et al., 1991; Lugnier, 2006b). Si les formes
longues de PDE4 contiennent dans leur région N-terminale deux domaines conservés
(Upstream Conserved Regions), UCR-1 et UCR-2, les formes courtes ou super-courtes
présentent seulement le domaine UCR-2 respectivement complet ou tronqué (Figure 16). Le

domaine catalytique est situé dans la région C-terminale (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique de la structure des 4 groupes de PDE4 d’aprés
(Houslay et al., 2007).

Les isoformes de PDE4, résultant de 1’épissage alternatif de 4 génes différents (PDE4A, 4B, 4C
et 4D), sont classees en 4 groupes en fonction de la taille de leur région N-terminale : les formes
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longues, les formes courtes, les formes super-courtes et les formes mortes-courtes. UCR :
Upstream Conserved Region.

Les domaines UCR sont aussi le siége d’interaction avec diverses protéines comme la protéine
AKAPs, B-arrestine, ERK et RACK. Ces interactions permettent une localisation spécifique des

variants de PDE4 dans des compartiments subcellulaires (Houslay et al., 2005).

Les PDE4 peuvent étre phosphorylées par la PKA, la protéine ERK et la CAMKII (Maurice et
al., 2003; Mika et al., 2015). Les formes longues sont sélectivement phosphorylées par la PKA
entrainant leur activation, tandis que la phosphorylation par ERK est inhibitrice. Les formes

courtes quant a elle sont activées par phosphorylation par la protéine ERK (Maurice et al 2003).

L’expression des isoformes de la PDE4 est ubiquitaire. L’isoforme PDE4A est trés exprimée
dans le cerveau, quant aux isoformes PDE4B et PDE4D, ils prédominent dans les cellules du
systeme immunitaire (Omori and Kotera, 2007a). Au niveau cardiaque, trois isoformes sont
exprimés PDE4A, PDE4B (PDE4B1, PDE4B2, et PDE4B3), and PDE4D (PDE4D1, PDE4D2
et PDE4D3) (Maurice et al., 2003). Au niveau vasculaire, les CMLVs isolées de divers lits
vasculaires chez I’homme et le rat expriment le variant PDE4B2 ainsi que de nombreux variants
de PDE4D (PDE4D3, PDE4DS5, PDE4D7, PDE4DS8 et PDE4D9). L’expression et ’activité des
variants PDE4D est décrite pour étre sensible aux agents élévateurs de la concentration
d’AMPc. Un court traitement (2-30 min) entraine 1’activation des isoformes PDE4D3 et
PDE4DS5 suite a leur phosphorylation par la PKA. Une exposition plus longue (1-4 h) stimule

I’expression de la PDE4D3 dans les arteres fémorales isolées de rat (Maurice et al, 2003).
2.3.3.2. Modulation pharmacologique de I’activité de PDE4

Le rolipram et le Ro-20-1724 furent les premiers inhibiteurs sélectifs de la PDE4 développés
(Lugnier et al., 1983; Schwabe et al., 1976). lls inhibent tous les isoformes de PDE4 avec des
ICso relativement proches (ICso = 0,05-2 uM pour le rolipram et 1Cso = 1-2 uM pour le Ro-20-
1724) (Rich et al., 2001). La propriété anti-inflammatoire du rolipram a encouragé le
développement de nouveaux inhibiteurs pour le traitement de certaines maladies
inflammatoires comme la bronchopneumopathie obstructive chronique (BPCO) et 1’asthme.
Ces deux pathologies sont caractérisees par inflammation chronique du muscle lisse
bronchique. Un obstacle majeur au développement clinique des inhibiteurs de PDE4 est lié a
leurs effets indésirables. Les inhibiteurs de PDE4 provoquent d’importants désordres gastro-
intestinaux (nausées, vomissements et diarrhées). C’est pourquoi les efforts de I’industrie

pharmaceutique se sont focalisés par la suite sur la réduction de ces effets indésirables. Deux
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inhibiteurs, le cilomast (Ariflo®, ICso = 95 nM; (Christensen et al., 1998)) et le roflumilast
(Daxas®, ICso = 0,8 nM; (Hatzelmann & Schudt, 2001)) ont atteint la phase Il des essais
cliniques et sont commercialisés pour le traitement de la BPCO. Plus récemment, des
inhibiteurs sélectifs pour 1’isoforme PDE4D et PDE4B ont été synthétisés. Le GEBR-7b inhibe
la PDE4D avec une ICs0= 0,67 uM (Bruno et al., 2011) et le dérivé du 2-arylpyrimidine inhibe
la PDE4B avec une ICs0= 0,19 uM (Naganuma et al., 2009). Seul le premier est commercialisé
par la société Calbiochem (Merck Millipore, Fontenay-sous-Bois, France). Les essais in vivo
réalisés sur des souris, par comparaison au rolipram, révelent qu’ils ont la capacité d’induire un
effet pharmacologique (améliore la capacité de mémorisation chez le rat) a des doses qui

n’entrainent pas d’effets indésirable (absence ou tres peu de nausées) (Bruno et al., 2011).
2.3.3.3. RO0le de la PDE4 dans la regulation du tonus vasculaire

La mesure in vitro de I’activité enzymatique de la PDE4, en présence d’1 uM d’AMPc, révele
que cette PDE, constitue aprés la PDE3, une des principale famille qui dégrade I’AMPc dans
les CMLVs de plusieurs lits vasculaires (Hubert et al., 2014; Polson and Strada, 1996).
Cependant, ces données ne reflétent pas vraiment les effets fonctionnels des inhibiteurs de
PDE4 sur le tonus vasculaire. En effet, il est généralement admis que 1’effet relaxant d’un
inhibiteur de PDE4 est modéré (Lugnier, 2006b; Maurice et al., 2003), comme le montrent par
exemple les expériences de réactivité vasculaires réalisées sur 1’aorte de rat par 1’équipe de
Komas et Lindgren (Komas et al., 1991; Lindgren et al., 1990) et sur I’artére coronaire porcine
(Kaneda et al., 2010). Par la suite, il a été constaté qu’en présence d’un inhibiteur de PDE3,
d’un endothélium fonctionnel ou d’un donneur de NO, I’effet relaxant de I’inhibiteur de PDE4
est amplifiée. Cette observation serait expliquée par la redondance des activités PDE3 et PDEA4.
En effet, ces conditions sont associées a une augmentation de la concentration de GMPc dans
les CMLVs et inhiberaient la PDE3. La contribution relative a I’hydrolyse de I’AMPc par la
PDE4 serait dans ce cas plus importante, et donc associée a un effet plus important des
inhibiteurs de PDE4 (Eckly and Lugnier, 1994; Hubert et al., 2014; Komas et al., 1991). Ces
observations prouvent qu’il existe une interaction entre la PDE3 et la PDE4 contrdlée par le
GMPc.

De fagon comparable aux inhibiteurs de PDES3, les inhibiteurs de PDE4 réduisent la
prolifération et I’expression des molécules d’adhésion et la perméabilité des CEs (Blease et al.,
1998; Lugnier and Schini, 1990; Suttorp et al., 1993). Ces données ont été vérifiées

expérimentalement in vitro et in vivo en utilisant le modéle de la membrane chorio-
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allantordienne d'ceufs aviaires fécondés (DeFouw and DeFouw, 2001). Le réle spécifique de

chaque isoforme reste a explorer.

Comme la PDE3, la PDE4D a été décrite pour former un complexe membranaire avec Epacl
qui a pour réle la régulation de la perméabilité des CEs. Cette derniere est favorisée lors de la
dissociation du complexe membranaire (Rampersad et al., 2010).

2.4, Efflux des NCs par les MRP

La dégradation des NCs par les PDEs ne constituent pas le seul mécanisme permettant la

diminution de leurs concentrations intracellulaires. Les NCs peuvent étre extrudes des cellules
via les transporteurs transmembranaire MRP (Multidrug Resistance associated Protein
appartenant a la grande famille des transporteurs ATP-binding cassette (Borst et al., 1999). La
MRP4 et MRPS5 ont été identifiées pour prendre en charge I’AMPc et le GMPc pour I’effluer
dans divers types cellulaire (Aubel et al., 2002; Jedlitschky et al., 2000) méme dans les CLMVs

d’artére coronaire et pulmonaire (Mitani et al., 2003).

Le réle des MRP4 et MRP5 dans la régulation du tonus vasculaire est encore inconnu.
Cependant, I’étude réalisée par Sassi (Sassi et al., 2008) révele 1’implication de la MRP4 dans
la prolifération cellulaire. En effet, il a été constaté une surexpression de la MRP4 dans les
CMLVs d’artére coronaire humaines aprés culture in vitro et de rat, suite a une lésion vasculaire
in vivo. De plus, il a été constaté que 1’inhibition pharmacologique de la MRP4 dans ces deux
modeles cellulaires, inhibe la prolifération des CMLVs et préviendrai la formation de néo-
intima apres lésion vasculaire.

De plus, 1’étude réalisée par Hara dans un contexte d hypertension pulmonaire (HTAP) montre
que I’inhibition de la MRP4 avait un effet antiprolifératif sur les CMLVs isolées de patients
atteints d’HTAP. De méme pour les CMLVs isolées d’un modele murin d’HTAP induite par
hypoxie. Ces résultats suggérent que MRP4 pourrait représenter une potentiel cible

thérapeutique de ’HTAP.

2.5. Altération de la voie des NCs dans I’'IC

Les altérations de la voie de signalisation des NCs dans I’IC ont bien été décrites au niveau
cardiaque ou il a été constaté une altération de la voie B-adrénergique et de la production du

GMPc ainsi qu'une modification de I’expression des PDEs.

La suractivation du systeme sympathique rencontrée lors de I'IC est responsable d’une
exposition prolongée aux catécholamines circulantes entrainant une désensibilisation des 3-AR

associée a la diminution de leur densité (Bristow, 1993; Bristow et al., 1986, 2010; Maurice et
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al., 1999). Le mécanisme de désensibilisation semble impliquer le découplage du récepteur de
sa protéine G, probablement du a la surexpression et I’activité augmentée des kinases GRK et
PKA (Koch and Rockman, 1999; Lymperopoulos et al., 2013). L’exacerbation de la voie
signalisation du GMPc lors de I’IC semble affecter la réponse B-AR en la diminuant (Hare et
al., 1998). En effet, lors de I’IC, 1’augmentation de la contrainte mécanique dans les oreillettes
et les ventricules, augmente la production d’ANP et de BNP qui stimule leur récepteurs (Chen
and Burnett, 1999; Hare et al., 2000). De plus, il a été constaté une activité exacerbée de la
iNOS lors de I’IC (Balligand, 1999). L’importante stimulation des NPR et I’activité de la iNOS

augmentée participent a 1’élévation de la concentration de GMPc.

Des altérations de I'expression, de la distribution et/ou de l'activité des PDE cardiaques ont
¢galement ¢été décrites au stade de 1'hypertrophie cardiaque et dans I’IC (Ding et al., 2005;
Lehnart et al., 2005; Pokreisz et al., 2009). Dans un modé¢le d’hypertrophie cardiaque induite
par sténose de 1’aorte ascendante, I’activité totale d’hydrolyse de I’AMPc par les PDEs est
diminuée, de méme pour la PDE3 et la PDE4 (Abi-Gerges et al., 2009), alors que ’activité des
PDEL et PDE2 est augmentée (Yanaka et al., 2003). Ceci a été associé a une diminution de
I’expression des isoformes PDE3A, PDE4A et PDE4B (Abi-Gerges et al., 2009). De plus,
I’étude de Lehnart (Lehnart et al., 2005) a révélé que des souris déficientes pour la PDE4D
développent une susceptibilité accrue a I’hypertrophie cardiaque, I’IC et les arythmies. Ce
phénotype serait causé par une perte de I’interaction entre la PDE4D3 et le récepteur a la
ryanodine (RyR) ce qui conduirait a une hyperphosphorylation du RyR par la PKA, et par

conséquent a une altération de I’homéostasie calcique.

Au niveau vasculaire, les mécanismes d’altérations de la voie des NCs sont peu étudiés. L’¢tude
de Mc Goldrick (McGoldrick et al., 2007) rapporte une diminution de la réponse relaxante aux
agents élévateurs de la concentration d’AMPc et de GMPc dans un mod¢le 1’hypertrophie
développée par sténose de ’aorte ascendante chez le cochon d’inde. En effet, la réponse
relaxante a des doses croissantes d’isoprénaline, de forskoline et donneur de NO est diminuée
dans les artéres coronaires alors qu’elle reste inchangée dans les arteres mésentériques des
animaux malades comparées aux animaux controle. Le méme type d’altération a été rapporté
par deux groupes (Mathew et al., 1993; Nasa et al., 1996) au niveau de 1’artére pulmonaire et
I’aorte thoracique dans un modele d’IC obtenue apres ligature de 1’artére coronaire. Plus
récemment, 1’étude réalisée dans notre laboratoire (Hubert et al., 2014) dans un modéle d’IC
chez le rat, développé par sténose de I’aorte ascendante a révélé d’une part, une altération de la

réponse B-adrénergique et aux inhibiteurs de PDE3 et PDE4 et d’autre part, des modifications
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de I’expression de certaines isoformes de PDE3 et PDE4 chez les animaux malades. Ainsi, il a
été rapporté une perte de la réponse relaxante a des doses croissantes d’isoprénaline ou de
I’inhibiteur de la PDE4, le Ro-20-1724, dans le groupe de rat IC alors que la réponse au
cilostamide semble inchangée dans les deux groupes. De manicre intéressante, 1’inhibition de
la PDES3 restaure la réponse relaxante du Ro-20-1724 dans le groupe des rat IC. Ceci suggere
que la PDE3 masquerait I’activité de la PDE4 chez les rats IC. De plus, il a été constaté une
augmentation de I’expression de I’isoforme PDE3A et PDE4B dans les extraits d’aorte de rat
IC. Dans cette étude, la réponse B-adrénergique fortement diminuée dans le groupe d’animaux
malades ne serait pas associée au phénomeéne de désensibilisation comme dans 1’étude de
(Kiuchi et al., 1993) mais plutdt a la régulation négative du GMPc sur la PDE3. En effet,
I’amplitude de la réponse des anneaux aortiques issus d’animaux IC est comparable & celle
observée chez les SHAM sur lesquels I’endothélium a été altéré mécaniquement (dénudation)
ou en cas d’inhibition de la production de NO par le L-NAME. Dans ces 3 cas de figure, la
réponse a I’isoprénaline est restaurée par inhibition de la PDE3. Cette étude a permis d’associer

I’augmentation de I’activité de la PDE3 aux altérations vasculaires rencontrées au cours de I’IC.
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3. Les canaux potassigues BKca

Les canaux potassiques Kca jouent un role important dans 1’excitabilité cellulaire par leur
sensibilité et réactivité a la variation intracellulaire de [Ca?*]. Il s’agit de canaux perméables au
K* caractérisés par une conductance unitaire spécifique permettant leur classification en 3
groupes :

- Les canaux potassique Kcaa faible conductance, appelés SKca pour small-conductance
Ca**-activated channels. Leur conductance est comprise entre 4 et 14 pS.

- Les canaux potassique Kcaa conductance intermédiaire, appelés 1Kca pour intermediate-
conductance Ca?*-activated channels. Leur conductance est comprise entre 32 et 39 pS.

- Les canaux potassique Kcaa grande conductance, appelés MaxiK ou BKca pour large-

conductance Ca?*-activated channels. Leur conductance est comprise entre 200 et 300 pS.

Seuls les BKca peuvent étre activés par la dépolarisation membranaire et ou la liaison au Ca?*
intracellulaire. Les SKca et les IKca quant & eux ne sont stimulés que par le Ca?" lié¢ a la
calmoduline (Wei et al., 2005).

Bien que la distribution des BKca, SKca et 1Kca soit différente au niveau vasculaire, leur réle
dans la régulation du tonus contractile reste primordial. De maniére générale, 1’activation des
Kca entraine une repolarisation membranaire suite a I’efflux du K*. Comme les BKca se
distribuent préférentiellement dans les CMLs, leur contribution & ce phénomene est directe. A
I’opposé, les SKca et IKca de localisation endothéliale (Félétou, 2009), y participent de fagon
indirecte. En effet, leur activation, permet la génération d’un facteur pro-relaxant endothéliale

hyperpolarisant appelé EDHF, qui se propage dans la CML via les jonctions myoendothéliales.

De la repolarisation des CMLs, résulte la fermeture des canaux calciques voltage dépendant,

limitant ainsi I’entrée de Ca®* dans la cellule et par conséquent induit une vasodilatation.

3.1. Présentation des BKca

Ce sont des canaux ioniques sélectifs du K*. Ils ont pour caractéristique une conductance
unitaire importante et leur probabilité d’ouverture est fortement augmentée par de fortes [Ca*];
et la depolarisation (Wu and Marx, 2010). Ces propriétés en font des modulateurs privilégiés
de I’homéostasie calcique. En effet, les canaux BKca sont exprimés dans de nombreux tissus
dont le muscle lisse ou ils s’opposent a la contraction..et ont un réle important dans la régulation

du tonus vasculaire et de la pression artérielle (Brenner et al., 2000; Nelson et al., 1995).
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Les BKca présente une grande homologie de structure avec les canaux Ky. En effet, les sous-
unités a qui les composent, comportent 6 domaines transmembranaires noté S1 a S6 mais avec
un segment supplémentaire, SO chez les BKca (Figure 17). Les sous-unités a s’assemblent en
tétramere pour former le pore du canal. D’expression ubiquitaire, elle est codée par un seul et
unique géne KCNMAL, aussi appelé Slo ou Slol et composé de 27 exons avec de hombreux
variants d’épissage. Sa traduction génere une protéine de 1196 acides aminés, correspondant a
deux fois la taille du pore formant un canal Ky (Butler et al., 1993). Les segments S1-S6 sont
codes par les exons 9-27 alors que le segment SO est codé par un unique exon, 1’exon1 (Latorre
et al., 2017). D’un point de vue fonctionnel, les segments transmembranaires S0-S4 sont
responsables de la sensibilité du canal a la variation du potentiel de membrane alors que les
segments S5-S6 forment le pore du canal BKca (Wu and Marx, 2010).

En plus des domaines transmembranaires, la sous-unité o posséde deux domaines
cytoplasmiques appelés RCK pour regulator of K* conductance (RCK1 et RCK2) (Figure 17).
lls constituent les sites de liaison de haute affinité pour le Ca?*. Le domaine RCK1 regroupe les
segments S7-S8, codés par les exons 14-16. Alors que le domaine RCK2 regroupe les segments
S9-S10, codés par les exons 21-24 (Latorre et al., 2017).
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Figure 17 : structure de la sous-unité a du canal BKcad’apres (Latorre et al., 2017).

La sous-unité o est constituée de 7 domaines transmembranaires et de 4 domaines cytosolique :
S7-S8 représente le domaine RCK1, S9-S10 représente le domaine RCK2. En flecje bleue, les
sites d’épissages altérnatif du coté N-terminal (N) et C-terminal (C).
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L’¢épissage alternatif de I’ARNm codant pour 1a Sous-unité a donne lieu a de nombreux variants
dont la présence au sein du complexe peut retentir sur les modes de régulations par les kinases,
la réponse aux stéroides mais aussi aux NCs. Le plus communément décrit dans la littérature
est le variant STREX pour stress axis-regulated exon (Xie and McCobb, 1998). Il correspond
a I’insertion d’un nouvel exon dans le c6té C-terminal du canal BKca. Son activation a des
potentiels plus négatifs, le rend plus actif que le variant ZERO dépourvu de 1’exon additionnel.
Les sous-unités a sont associées a des sous-unités auxiliaires B, codées par quatre geénes
(KCNMB1-4) et dont I’expression varient selon les tissus. La sous-unité B1 est spécifique du
muscle lisse alors que les autres sous-unités B se distribuent dans divers tissus. Le cerveau
exprime les sous-unités B2, B3 et f4 alors que le pancréas n’expriment pas la sous-unité 4. La
sous-unité B2 s’exprime aussi dans les ovaires, la B3 dans la rate et le foie et enfin la sous-unité
4 se distribue aussi dans les glandes surrénales. Elles sont toutes formées de deux domaines
transmembranaires TM1 et TM2 reliés par une grande boucle extracellulaire (Figure 18) (Wu
and Marx, 2010).
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Figure 18 : Structure de la sous-unité  du canal BKcad’aprés (Latorre et al., 2017).

La sous-unité B se compose de deux domaines transmembranaires TM1 et TM2 reliés par une
boucle extracellulaire.

Des études de cross-linking ont permis de mettre en évidence le mode d’assemblage de la sous-
unité P et la sous-unité a : le domaine TM1 s’assemble préférentiellement au segment S1 et S2
tandis que le domaine TM2 s’associe au segment SO (Liu et al., 2008). Les sous-unités a et B
s’assemblent théoriquement de facon stoechiométrique (1:1) cependant certaines études

réalisées sur des systémes d’expression hétérologue ou tissus natifs ont montrées que la
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population des BKca n’était pas homogeéne. C’est ainsi que 1’étude réalisée par Tanaka (Tanaka
et al., 1997) sur des CMLs isolées d’artére coronaire humaine a montré 1’existence de deux
populations de canaux BKca : une premicre, majoritaire, formée par 1’assemblage des sous-
unités a et B et une deuxiéme, minoritaire, formée exclusivement de sous-unité o, responsable
de I’altération de la sensibilité du canal au Ca®* et un activateur agoniste spécifique de la sous-
unité B : la dehydrosoyasaponin I. Ces résultats soulignent le réle de la sous-unité B dans

I’amélioration de la sensibilité du canal au Ca?*.

D’un point de vue fonctionnel, la sous-unité B contribue a la régulation de la cinétique
d’activation du canal et de sa sensibilité au Ca?*. En effet, en son absence, cette sensibilité est
diminuée (McManus et al., 1995). De plus, elle est responsable de certaines propriétés
pharmacologiques du canal. En outre, lorsque le canal BKca est composé de sous-unité B4, il
devient résistant a ’action inhibitrice de I’ibériotoxine (Meera et al., 2000). Enfin, la présence
de la sous-unité B faciliterait le trafic intracellulaire post-traductionnel du canal. Donnée
rapportée par I’étude de Kim (Kim et al., 2003) dans laquelle la surexpression de la sous-unité
B de facon concomitante a la sous-unité a améliorait I’adressage du canal a la membrane et par

conséquent permettrait une large expression d’un canal fonctionnel.

Plus récemment, il a été rapporté 1’existence d’une autre sous-unité auxiliaire dite y. Le mode
d’association a la sous-unité o et les mécanismes de régulations sont encore peu connus. Elle
existe sous 4 isoforme y1- y4 et permettrait I’activation du canal BKca, en absence de Ca?*,
entrainant une activation plus précoce du canal qui se traduit par shift vers la gauche de la
courbe d’activation du canal. De structure différente de la sous-unité 3, elle se compose d’un
unique domaine transmembranaire TM associé a un court domaine intracellulaire et & un autre
extracellulaire, plus long, formé par la répétition de 6 motif de leucine, appelé LRR pour
leucine-rich repeat. Les domaines LRR présentent une grande homologie de structure entre les

isoformes y1- v4.

Le canal oscille entre les états « ouvert » et « fermé » et ne s’inactive pas lorsqu’il est associé
a la sous-unité B1 (Morales et al., 1996). L’état « ouvert » est favorisé par deux facteurs :

’augmentation de la [Ca?*]i et la dépolarisation membranaire (Ledoux et al., 2006).

De par leur grande importance au niveau vasculaire, les canaux potassiques BKca sont sujets a
une fine régulation au niveau cellulaire. De plus, la survenue de certaines pathologies
cardiovasculaire peut modifier leur expression et/ou leur activité. Ceci sera traité dans le

paragraphe 3 de la partie 3.2.
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3.2. Les canaux BKca dans les CMLVs et leur roble

physiologique

3.2.1. Expression et propriétés des BKca

Les canaux BKca, sont exprimés dans les CMLs de tous les lits vasculaires. Ils sont formés par

I’assemblage de la sous-unité a avec 1’isoforme B1 dont I’expression est spécifique du muscle

lisse (Tanaka et al., 2004).

L’étude de Meera (Meera et al., 1996 ) a permis de mieux comprendre les mécanismes régulants
I’activité des BKca. Pour cela, les sous-unités a et B1 ont été coexprimées dans des oocytes de
X.leavis. Une mesure du courant sortant potassique caractéristique du canal BKca a été réalisée
en appliquant des paliers de dépolarisations croissants, par incréments de 5 mV. Cette
expérience est renouvelée en présence de [Ca®'] croissantes. Une courbe d’activation a ensuite
été réalisée. Elle exprime la probabilité d’ouverture du canal BKca en fonction du potentiel de
membrane (Figure 19). Il a été conclu, que les faibles [Ca?*] déplagaient la courbe d’activation
du canal vers la gauche. En outre, plus on augmente le potentiel de membrane lors d’une

dépolarisation, plus faible est la [Ca?*] nécessaire pour activer le canal BKca.

Figure 19 : Représentation de la probabilité d’ouverture du canal BKca (FPo) en fonction
de palier de dépolarisation croissant (exprimés en mV) a différentes [Ca%*] (Meera et al.,
1996).

Les [Ca®*] sont présentées par ordre croissant, de la gauche vers la droite, elles sont de 1’ordre
de 4,3 mM ; 647 uM ; 194 uM ; 2,3 uM ; 1 uM ; 300 nM ; 100 nM ; 20 pM.

3.2.2. Mode d’activation des BKcaen condition physiologique

L’étude de Meera (Meera et al., 1996) décrite dans le paragraphe précédent s’est aussi intéressée
a la voie d’activation des BKca en condition physiologique. Il a ainsi été conclu qu’a des valeurs

de potentiel membranaire de repos (entre -70 et -40 mV), la [Ca*]i doit atteindre plus de 1 pM
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pour que 50% des canaux soient ouverts. Cela supporterait I’hypothése selon laquelle la

proximité de flux calciques avec BKca favoriserait son activation.

C’est ainsi qu’il a été rapporté a partir de travaux sur les CMLs de coronaires de lapin, que les
canaux BKca peuvent étre directement activés par 1’influx calcique passant par les LTCC de la
membrane plasmique (Guia et al., 1999). De plus, il a été démontré, dans I’aorte de rat et dans
les CMLVs humaines en culture, une association macromoléculaire entre ces deux types de
canaux grace au 2-AR qui servirait de plateforme d’ancrage (Liu et al., 2004a). Cette proximité
des canaux calciques favoriserait 1’activité des canaux BKca et leur rble de « frein » a la
dépolarisation et a I’augmentation de la [Ca?*]ia I’origine de la contraction des CMLs. Il a aussi
été rapporté une interaction physique entre les canaux BKca et les canaux TRPC1 perméable au
Ca?* dans des CMLs d’aorte de rat en culture (Kwan et al., 2009).

Un mécanisme alternatif d’activation des BKca a été suggéré par 1’équipe de Nelson en 1995
(Nelson et al., 1995) : ces derniers peuvent aussi étre activés par I’efflux de Ca?* sortant des
stocks intracellulaires en particulier via les récepteurs a la ryanodine (RyR). L’ouverture
spontanée « d’amas » de ces canaux localisés dans la membrane du RS provoque une
augmentation transitoire et localisée de la [Ca®"]i appelée sparks (étincelles) calciques. Les
sparks calciques ont été décrits pour la premiere fois dans les myocytes cardiaques (Cheng et
al., 1993), puis dans les CMLs d’artere cérébrales isolées (Nelson et al., 1995). De plus, Il a été
démontré que, dans les CMLs, les sparks calciques provoquaient une élévation locale du [Ca?*];
supérieure a 10 uM activant ainsi des groupes de canaux BKca de maniére transitoire (ZhuGe
etal., 2002). Grace a la technique de patch-clamp, I’activité des BKca a pu étre enregistrée sous
forme de courant ionique transitoire, spontané, sortant, qu’on appelle STOC pour spontaneous
transient outward current (Bolton and Imaizumi, 1996). Ce couplage entre les RyR et BKca
serait crucial dans le contréle de la vasomotricité des artéres en particulier de petit calibre
(Nelson et al., 1995) (Figure 20).
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Figure 20 : Role des canaux BKcadans les CMLVs (Latorre et al., 2017).

Dans des conditions en faveur d’une vasoconstriction, la [Ca?*]i augmente suite a 1’influx
calcique a travers les CCTL (Cayv) et les IP3R du RS permettant la formation d’un complexe
actine-myosine pour la contraction. Dans des conditions en faveur d’une vasodilatation, la
[Ca?*]i augmente via les RyR, de facon transitoire et localisée qu’on appelle sparks calciques.
Ces derniers activent les BKca situés en face de RyR, ce qui hyperpolarise le potentiel de
membrane, inhibant les Cay. la diminution des [Ca?*]i provoque une relaxation

La présence de la sous unité B1 des canaux BKca favorise ce couplage entre le RyR et les BKca
du fait qu’elle améliore la sensibilité du canal au Ca?* (Patterson et al., 2002). L’influx massive
de Ca?*viales CCTL ou encore des RyR contribuent a la création d’un microdomaine calcique
(MccCarron et al., 2006) qui permet une activation rapide et ciblée des canaux BKcapour contrer
une réponse vasoconstrictrice. De maniére intéressante, un polymorphisme génétique de la
sous-unité B1 nommé GIlu65Lys a été identifié chez I’homme et a été associé a un gain de
fonction du canal assurant un effet protecteur vis-a-vis de ’hypertension artérielle (Fernandez-
Fernandez et al., 2004).

Les BKcane s’associent pas seulement a des canaux ioniques, mais ils peuvent aussi former des
complexes macromoléculaires avec des récepteurs couplés a des protéines Gq. L’étude de Li
(Li et al., 2010), a mis en évidence I’association des canaux BKca aux récepteurs TP du
thromboxane A2 dans des myocytes d’artére coronaire humaine et d’aorte de rat. Cette équipe

a décrit un mécanisme de trans-inhibition du canal BKcs,, indépendant de 1’implication de la
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protéine G associée au récepteur TP. En effet, D’activation du récepteur TP par un
agoniste, 1’'U46619, permet ’interaction de sa premicre boucle intracellulaire ainsi que son
domaine C-terminal avec I’ensemble du domaine intracellulaire N-terminal du canal BKca et
par conséquent, inhibe son activité. Ces données apportent un exemple de régulation fine de
I’activité du canal par I’'un de ses partenaires. D’autres niveaux de régulation seront dévelopés

dans la section suivante.
3.2.3. Regulation physiologique de ’activité des BKca

3.2.3.1. Régulation par les kinases

L’étude réalisée par Yan (Yan et al., 2008) a permis d’identifier une trentaine de site de
phosphorylation dans le domaine cytoplasmique de la sous-unité o du canal BKca. Dans les
CMLVs, Iactivité du canal BKcaest modulée par une variété de protéine kinase comme la PKA,
la PKG et la PKC.

La phosphorylation par la PKA peut avoir un effet activateur ou inhibiteur selon le variant
d’épissage de la sous-unité a : Elle est activatrice sur le variant ZERO mais inhibitrice sur le
variant STREX. En effet, I’activation du variant ZERO nécessite la phosphorylation des 4 sous-
unités a sur la sérine en position 899 alors que la phosphorylation d’un unique site situé¢ au

niveau de la sérine 4 de 1’exon supplémentaire (Tian et al., 2004).

L’étude réalisée par 1’équipe de Porter, du groupe de Nelson (Porter et al., 1998) a permis de
mettre en évidence, dans les CMLs isolées d’artére cérébrale et coronaire, le réle de la PKA
dans la modulation de I’activité des BKca au cours de la voie relaxante de I’AMPc. 1l a été
rapporté une augmentation de la fréquence des sparks couplée a une augmentation des STOCs
en présence de forskoline (activateur direct des ACs). L’augmentation de la fréquence des
sparks serait liée a une augmentation de 1’activité de la SERCA et donc du remplissage des
réservoirs de Ca?* intracellulaires, suite a la phosphorylation du PLB par la PKA (Wellman et
al., 2001). Bien que les effets de I’AMPc soient communément attribués a 1’activation de la
PKA, il semblerait que, dans I’artére coronaire porcine et 1’artére pulmonaire de rat, I’AMPc
présent & forte concentration, puissent activer les BKca via la PKG par un mécanisme

d’activation croisée ou cross-activation (Barman et al., 2003; White et al., 2000).

Enfin, un effecteur de I’AMPc supplémentaire a été récemment décrit comme un modulateur
de I’activité des BKca. 11 s’agit du facteur Epac qui par son activation pharmacologique dans
I’artére mésentérique augmenterait la probabilité d’ouverture du canal BKcavia un mécanisme

indirect impliquant les sparks calciques (Roberts et al., 2013a).
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La voie du GMPc stimule aussi 1’activité des BKca par I’intermédiaire de la PKG. Ce mode de
régulation a été décrit suite a la mesure de I’activité du canal BKca en présence de GMPc ou
d’agoniste participant a I’augmentation de ses concentrations intracellulaires tel que les dérivés
donneurs de NO (nitroprussiate de sodium). Il a été constaté une augmentation des courants
sortants potassiques dans les CMLs d’aorte de rat (Williams et al., 1988). De plus, une étude
réalisée sur I’artére coronaire porcine a révélé que I’activation des récepteurs dopaminergiques
augmentait la probabilité d’ouverture du canal BKcavia la PKG (Han et al., 1999) cependant

le mécanisme d’activation n’a pas été détaillé d’avantage.

Les effets de la PKC sur D’activit¢ des BKca sont moins clairs. Des effets inhibiteurs et
activateurs ont été rapportés selon le type cellulaire. Sur des cellules HEK surexprimant le
canal, il a été constaté un effet activateur de 1’isoforme 6 de la PKC sur I’activité des BKca (Kim
and Park, 2008). A I’opposé, il a été rapporté un effet inhibiteur de la PKC dans les CMLs
pulmonaire de rat (Shu Zhu et al., 2008).

3.2.3.2. Mécanismes alternatifs de regulation
Un grand nombre de molécules endogénes ont été¢ décrites pour moduler 1’activité des BKca.
Elles forment un groupe hétérogene regroupant des hormones, des ions mais aussi des

médiateurs d’origine endothéliaux.
3.2.3.2.1. Les hormones stéroidiennes

Comme I’aldostérone et les cestrogenes ont été décrit comme étant d’important modulateur du
tonus vasculaire et par extension de la fonction cardiovasculaire (Feldman and Gros, 2010).
Une partie de leur effet est attribuée a I’implication des canaux BKca des CMLVs. L’activité
de ces derniers est régulée par des mécanismes complexes qui sont soit génomiques ou non-

génomiques.

La mesure de I’activité des canaux BKca a été décrite pour étre stimulée par les cestrogenes et
les xénoestrogenes dans de nombreux lits vasculaires comme I’artére coronaire (White et al.,
1995; Yu et al., 2011), I’artére cérébrale (Zhang et al., 2010) et I’artére utérine (Rosenfeld et
al., 2000). Cette activation a été associée a un effet vasodilatateur (Tep-areenan et al., 2003)
notamment dans ’artére coronaire (White et al., 1995). Un effet benéfique du 17-B oestradiol
dans I’infarctus du myocarde et les arythmies ventriculaires a été¢ décrit par I’étude de Node
(Node et al., 1997). Cette hormone stéroide entraine une augmentation du flux coronaire par
un mécanisme dependant des canaux BKca et par conséquent I’amélioration de la zone

ischémiée et la réduction de la taille de la zone infarcie.
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3.2.3.2.2. Les ERO

Les EROs sont génerés au niveau des CMLs ou des CEs régulent le tonus vasculaire par
modulation du statut redox intracellulaire (Wolin, 2009). Les canaux BKca sont actives par le
peroxyde d’hydrogéne H2O> dans les CMLs. Leur activation entraine une hyperpolarisation
membranaire et par la suite une vasorelaxation notamment dans 1’artére coronaire de porc
(Hayabuchi et al., 1998). Cet effet a été associé a un mécanisme indépendant de la voie du
GMPc. Une autre étude réalisé par Miura (Miura et al., 2003) a démontré que I’H20. augmentait
le flux sanguin dans les coronaires humaines et que cet effet était diminué en présence de
charybdotoxine, inhibiteur des BKca et des IKca et d’apamine, inhibiteur des SKca. Ces résultats

suggerent I’implication des canaux KCa dans les effets vasculaire de 1’H202.
3.2.3.2.3. LeNOet CO

Le NO est connu pour étre un puissant vasodilatateur. Il peut agir sur diverses cibles
intracellulaires dont les BKca, qui lorsqu’ils sont inhibés, atténuent les effets relaxant du NO
(Archer et al., 1994; Wellman et al., 2001). Le NO module I’activité des BKca Selon deux
modalités : soit par I’intermédiaire de la PKG qui active le canal par sa phosphorylation (Archer
et al., 1994; Peng et al., 1996; Wellman et al., 2001) ; soit par une interaction directe avec le
canal BKca (Bolotina et al., 1994). Un mécanisme a été proposé pour expliquer cette voie
d’activation, il s’agirait de la nitrosylation des groupements sulfhydryles de la sous-unité 3
(Wu et al., 2002). Ceci a pour conséquence 1’augmentation de probabilité d’ouverture du canal
BKca.

Le CO est un gaz libéré par les CMLVs et les CEs lors du métabolisme de I’héme par ’héme
oxygénase (Zhang et al., 2001a). Comme pour le NO, le CO est responsable d’effets
vasodilatateurs qui disparaissent lorsque les canaux BKcasont inhibés (Naik and Walker, 2003;
Zhang et al., 2001b). L’augmentation de la probabilité d’ouverture des BKca par le CO semble
impliquer un mécanisme indépendant de la PKG et des sparks calciques (Naik and Walker,
2003). Contrairement au NO qui semble interagir avec la sous-unité B du canal (Wu et al.,
2002), le CO quant a lui semble interagir avec les groupement histidines de la sous-unité
a (Wang and Wu, 1997) au niveau du domaine RCK1 (H365, D367 et H394 ) (Hou et al.,
2008a) et du domaine RCK2 ( H19) (Telezhkin et al., 2011).

3.2.3.2.4. L’acide arachidonique et ses métabolites

Ce sont sont des substances vasoactives impliquées dans la régulation du tonus vasculaire. Le
20-HETE a un effet vasoconstricteur alors que I’acide arachidonique et 1’acide époxy-
eicosatriénoique (EETs) sont des vasodilatateurs considérés comme des EDHF (Fleming,
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2016). En effet, les EETs libérés par I’endothélium vont activer les BKca présents dans les
CMLs pour induire leur relaxation (Fleming, 2016). Ce mécanisme est déja décrit dans
plusieurs lits vasculaire (Busse et al., 2002; Gebremedhin et al., 1992) dont I’artére coronaire
bovine (Campbell et al., 1996). Dans cette étude, il a été rapporté un effet relaxant des EETS,
abrogé lorsque les BKcasont inhibé par le tétraéthylammonium (TEA). L’activation des BKca
par les EETs entraine une augmentation de la probabilité d’ouverture des BKca associée a une

hyperpolarisation, révelée par la mesure du potentiel de membrane.

D’autre part, le 20-HETE, dérivé de 1’acide arachidonique exerce un effet inhibiteur sur
I’activité des BKcaVvia un mécanisme impliquant la PKC dans les CMLs d’artére cérébrale de
chat (Lange et al., 1997). Lors de I’hypoxie, la production du 20-HETE est diminuée, levant
ainsi ’inhibition sur les canaux BKca. Ceci expliquerait en partie la réponse vasodilatatrice

observée lors de I’hypoxie cellulaire (Gebremedhin et al., 2008).
3.2.3.25. Les protons H*

En général, I’acidification du milieu intracellulaire est associée a un effet vasodilatateur tandis
que D’alcalinisation entraine plutét une vasoconstriction (Wray and Smith, 2004). L’étude
d’Hayabuchi, réalisée sur des CMLs isolées d’artére coronaire porcine en culture révele que
I’acidification du milieu extracellulaire par de I’HCI (pH = 6,8 — 7,3) augmentait 1’activité des
BKca, mesurée par patch clamp (Hayabuchi et al., 1998). Un mécanisme expliquant cet effet a
été suggéré par Hou (Hou et al., 2008b) a la suite d’expérience de mutagénése dans lesquelles
les H* semble intéragir directement avec des résidus d’acides aminés spécifiques du domaine

RCK1 de la sous-unité a.
3.2.4. Régulation pharmacologique de ’activité des BKca

De nombreuses substances d’origine naturelle ou de synthése modulent 1’activité des BKcaen
les activant ou en les inhibant. Elles permettent la réalisation d’étude expérimentale afin
d’explorer le role de ces canaux dans divers systemes physiologique. Ces substances peuvent
étre des ions, des toxines isolées de scorpion ou de champignon ou des composés chimiques de

synthese.
3.2.4.1. Les inhibiteurs des canaux BKca

3.24.1.1. Les cations H*, Cs, Ba?*

IIs ont été initialement utilisés par les électrophysiologistes dans les études des propriétés
conductrices du canal BKca et sa sélectivité ionique. Ce sont des inhibiteurs compétitifs et

réversibles du canal BKca, déplacés par de forte [K*] (Latorre et al., 2017).
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3.24.1.2. Le tetraéthylammonium (TEA)

Il fait partie des ammoniums quaternaires et inhibe les BKca a forte concentration (1 mM). Il se
lie soit a des sites situés a la surface esterne (Kp = 0,2 mM) ou bien interne du canal BKca (Kp
= 30 mM). La meilleure affinité du TEA pour la surface externe du canal BKca résulte de la
présence de résidu tyrosine au niveau du pore formant le canal. Le TEA n’est pas un inhibiteur
sélectif des BKca car il est aussi décrit comme inhibiteur des certains Ky (Hadley et al., 2000;
Latorre et al., 2017).

3.24.1.3. Les toxines :

- La charybdotoxine (ChTx) est un peptide de 37 acides aminés isolés du venin du
scorpion de type Leiurus quinquestriatus. C’est le premier peptide inhibiteur des BKcaa avoir
été découvert. Il a d’ailleurs joué un role important dans la purification et la caractérisation des
BKca. Il est décrit comme un inhibiteur réversible des BKca (ICs0 = 3 nM) mais non sélectif car
il inhiberait aussi les SKca et certains Ky. Le ChTx étant fortement chargé négativement, est
attiré électrostatiquement par la face externe du pore formant le canal pour bloquer le flux
potassique (Gimenez-Gallego et al., 1988; Goldstein and Miller, 1993).

- L’ibériotoxine (IBTX) est un peptide présentant une grande homologie de structure
avec la ChTx (environ 68% d’homologie) avec 4 charges positives supplémentaires (acide
aminé acide) et une charge négative en moins (acide aminé basique). Il est isolé du scorpion
africain Buthus tamulus. 1l s’agit d’un inhibiteur sélectif du canal BKca (ICs0= 250 pM) (Galvez
et al., 1990), le plus fréquemment utilisé pour 1’étude des caractéristiques des BKca dans les
différents systemes physiologiques. Comme pour le ChTx, I’IBTX interagit €lectrostatiquement
avec la face externe du pore canal BKca, mais sur un site différent de celui de ChTx
(Giangiacomo et al., 1992). De plus la durée d’action de I’'IBTX semble étre 13 fois plus longue
que cette du ChTx, mesurée sur ces CMLs isolées d’aorte bovine par la technique de patch-
clamp (Giangiacomo et al., 1992).

- La slotoxine est un peptide qui présente 75% d’homologie de structure avec I’IBTX. Il
est isolé d’un scorpion mexicain de type Centruroides noxious. Il inhibe sélectivement et de
facon irréversible les BKca formé de sous-unité a et B1 cependant il a un faible effet lorsque les

canaux sont formés de sous-unité o et 4 (Garcia-Valdes et al., 2001).

- La martentoxine (MarTx) est un peptide qui présente 45% d’homologie de structure
avec I'IBTX et ChTx. C’est un bloqueur spécifique des BKca constitués de sous-unité o et 4
(Kp =100 nM) (Tao et al., 2014).
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- La paxilline est un alcaloide extrait du champignon Penicillium paxilli. Il inhibe les
BKca (Kp=1,9 nM) de fagon réversible, en se fixant sur la face interne du canal (Latorre et al.,
2017).

- Cet effet n’est pas sélectif des BKca car elle peut aussi inhiber la pompe SERCA (ICso
=5 uM) (Bilmen et al., 2002). De plus, il semblerait que 1’augmentation des [Ca®*] diminue
I’effet inhibiteur de la paxilline, suggérant une action préférentielle lors de la fermeture du canal

(Sanchez and McManus, 1996).

- Le penitrem A est un alcaloide produit par différents champignons du genre
Penicillium, Claviceps et Aspergillus. Il s’agit d’un nouvel inhibiteur trés intéressant car il est
aussi sélectif pour le BKca que I'IBTX et a moindre colt (Asano et al., 2012). Son ICso= 6,4
nM pour la sous-unité o et 64 nM lorsqu’elle s’associe en plus a la sous-unité f1. De plus, la
mesure de I’activité BKca par patch-clamp dans les CMLs d’artére coronaire canine révéle qu’il
a la méme puissance et efficacité que ’IBTX (Asano et al., 2012). Enfin, 1’effet inhibiteur du
penitrem A résulte de I’interaction soit avec la face interne ou externe du pore du canal (Asano

etal., 2012).
3.2.4.2. Les activateurs des canaux BKca

Il s’agit de molécules développées par les industries pharmaceutiques a but thérapeutique. En
effet, ces canaux constituent une cible thérapeutique intéressante de par leur importance dans
la régulation du tonus vasculaire et leurs altérations fonctionnelles dans certaines pathologies
cardiovasculaires. Les premiers activateurs des BKca développés étaient des benzimidazolones
comme le NS 1619 et NS 004 (Edwards et al., 1994). Ils interagissent avec la sous-unité o pour
potentialiser I’ouverture du canal BKca (Lawson, 2000). Leur manque de sélectivité a entrainé

des effets secondaires qui ont causé I’interruption des essais cliniques.
3.2.5. Importance des BKca dans la régulation du tonus
vasculaire

L’importance des canaux BKca dans le contréle du tonus vasculaire est bien établie (Brayden
and Nelson, 1992). Tout d’abord, I’inhibition pharmacologique de ces canaux par un inhibiteur
sélectif, 1’ibériotoxine (Galvez et al., 1990), entraine une dépolarisation du potentiel de

membrane de la CML et par conséquent une vasoconstriction (Nelson and Quayle, 1995a).

De plus, I’étude de souris déficientes pour I’'une des sous-unités constituant le canal a permis

de souligner leur importance physiologique. En effet, il a été constaté que les souris déficientes
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pour la sous-unité o ( Slol”, Sausbier et al., 2005) ou 1 (Brenner et al., 2000; Pliiger et al.,
2000) développaient une sensibilité accrue aux agents vasoconstricteurs et le développement
d’une hypertension artérielle. De fagon plus spécifique, chez les souris déficientes pour la sous-
unité o il a été observé une perte du courant K* associé a une dépolarisation suggérant le role

de cette sous-unité dans le transport du K*.

Cependant, d’autres causes qu’une vasoconstriction exacerbée pourrait expliquer de
développement de I’hypertension par les souris Slo1”. En effet, comme cette sous-unité
s’exprime dans la zone glomérulaire et la glande surrénale, sa délétion perturberait la synthése
de I’aldostérone causant de 1’hyperaldostéronisme. Par la suite, Grimm et son équipe (Grimm
et al., 2009) ont évalué le role de I’hyperaldostéronisme dans le développement de
I’hypertension artérielle dans les modéles souris déficientes pour la sous-unité 3 . L’étude a
permis de mettre en évidence une perturbation de 1I’excrétion rénale du K" associée a I’altération
fonctionnelle du BKca dans le néphron. 1l en résulterait alors une sécrétion excessive
d’aldostérone qui aboutit au développement d’une hypertension artérielle. Pour confirmer cette
hypothése, les souris ont été traitées par 1’epleronone, antagoniste des récepteurs aux
minéralocorticoides et une réduction de 70% de la pression artérielle a été observée. Ces
résultats indiquent que la délétion de la sous-unité a ou Pl du canal BKca entraine une

hypertension causée en partie par I’hyperaldostéronisme.

Une altération de 1’expression fonctionnelle des canaux BKca est associée a plusieurs modeles
de pathologie cardiovasculaire comme I’hypertension artérielle, 1’insuffisance cardiaque, le
diabéte :

- L’hypertension et I’insuffisance cardiaque: il a été rapporté, dans un modéle de rats
rendus hypertendus par une perfusion chronique d’angiotensine II (Amberg et al., 2003), ou
dans un autre modeéle de rats hypertendus de facon spontané (rat SHR) (Amberg and Santana,
2003) une diminution de 1’expression de la sous-unité f1 sans modification de I’expression de
la sous-unité o dans les CMLs d’artére cérébrale. Cette modification d’expression de la sous-

unité B1 était associée a 1’altération du couplage entre les sparks calciques et les canaux BKca.

Peu d’etudes se sont intéressées aux roles de BKca dans I’insuffisance cardiaque. L’étude de
Wan et al., 2013 réalisée dans un mod¢le d’insuffisance cardiaque chez la souris, développée a
la suite d’une ligature coronaire. Dans cette étude, il a été rapporté une réduction de la fréquence
et de ’amplitude des courants sortants potassiques (STOCs) chez les animaux malades en
comparaison aux animaux contrdles. Ceci a été associé¢ a une diminution de I’expression des

deux sous-unites formant le canal BKca mesurée par immunocytochimie.
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- Le diabéte : des altérations de 1’activité ¢lectrique du canal BKca ont été rapportées dans
des modeles de souris rendues diabétiques apres injection de streptozotocine, toxine qui détruit
les cellules B du pancréas. Ceci serait cohérent avec les atteintes multi-vasculaires causées par
cette pathologie, notamment dans 1’artére coronaire, I’artére cérébrale et 1’artére mésentérique
dans les deux types de diabéte : type 1 (Dong et al., 2008; Lu et al., 2010) et type 2
(Dimitropoulou et al., 2002; Lu et al., 2008). Il semblerait que le diabéte affecte spécifiquement
I’expression de la sous-unité f1, comme le décrit une étude du groupe de Navedo (Nystoriak et
al., 2014). En effet, il en résulte une altération du couplage fonctionnel au sparks calciques avec

des risques de développement d’hypertension.

90



Objectifs



L’objectif général de ma theése était de préciser le mécanisme par lequel le tonus des arteres de
résistances est régulé par certaines PDEs. Cette exploration a été réalisée dans deux lits
vasculaires : I’artére coronaire et I’artére mésentérique, en situation physiologique puis dans un

mode¢le d’insuffisance cardiaque (IC) chronique chez le rat.

Dans la premiére partie, nous avons evalué le role des PDE3 et PDE4 dans la régulation de la
vasomotricité coronarienne et nous nous sommes intéressés a 1’implication d’un type
d’effecteur de la voie relaxante de I’AMPc : les canaux potassiques BKca. Par une approche
pharmacologique, en ex-vivo, nous avons évalué I’implication de ces canaux dans I’effet
relaxant de I’inhibition de la PDE3 et la PDE4, en condition de production constitutive d’AMPc¢
puis en condition stimulée. Nous avons par la suite vérifié la régulation des BKca par les PDE3
et PDE4 par la technique de patch-clamp. Par une approche biochimique, nous avons realisé
des dosages d’activité enzymatique, mesuré I’expression protéique et évalué I’existence d’une
association moléculaire entre ces différentes protéines par la technique de Proximity Ligation
Assay. Enfin, nous avons étudié les altérations fonctionnelles et biochimiques de cette voie de

signalisation en situation pathologique.

Dans la deuxieme partie, nous avons évalué le role des PDE3, PDE4 et PDE2 dans la régulation
du tonus de I’artere mésentérique. Le rble fonctionnel de ces PDEs a été évalué par une
approche pharmacologique sur vaisseaux isolés. Cette partie a été complétée par une approche
biochimique (dosage d’activité PDE et Western blot). Cette étude a été réalisée sur des artéres

isolées de rat controle et atteint d’IC.
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Matériels et
Méthodes



1. Modeéle expérimental

Toutes les expériences ont été réalisées conformément a la directive européenne 2010/63
relative a la protection des animaux utilises a des fins scientifiques et a sa transposition dans_le
droit francais (décret 2013-118 et cinq arrétés datés du ler février 2013). Plus spécifiquement,
’autorisation du projet a été délivrée par le ministére de la Recherche et de I’Enseignement
Supérieur apres avis du comité d’éthique local (CEEA n® 26). Les animaux ont été hébergés au
sein de la plateforme « AnimEx » de I'IPSIT (Facult¢ de Pharmacie, Chatenay-Malabry),
plateforme d’hébergement et d’exploration fonctionnelle du petit animal, agréé par le ministére
de I’ Agriculture. Tous les animaux ont été nourris ad libitum et hébergés dans des piéces dans
lesquelles 1’alternance jour/nuit de 12h/12h et une température constante de 22°C sont

imposées.

Pour la réalisation de nos expériences, nous avons utilisé des rats Wistar (souche de rat albinos,

créée par croisements consanguins a partir de 1’espéce Rattus norvegius). Certains ont été

utilisés au stade jeune adulte (poids compris entre 280 et 350 g). D’autres ont subi une chirurgie
dans le but d’induire une IC par surcharge de pression. Ce mod¢ele expérimentale est utilisé en
routine dans notre laboratoire et a bien été décrit dans la littérature (Feldman et al., 1993;
Joubert et al., 2008). Cette opération est réalisée par Valérie Domergue, au niveau de la plate-
forme « Animalerie et Exploration Fonctionnelle » de I’'TFR141/IPSIT (Chatenay-Malabry).
Valérie anesthésie les ratons agés de 3 semaines et les place sous ventilation en utilisant un
appareillage adapté (small animal ventilator, SAR-830/p, ventilator CWe inc. Ardmore, PA,
USA). Une petite incision est réalisée au niveau du thorax afin de permettre la pose d’un clip
en titane (Hemoclip plus small reference WK533835, Teleflex Medical) d’un diamétre de 0,6
mm dans la partie ascendante de I’aorte. Le serrage de ce clip conditionne le développement de
I’IC. En effet, si ce clip n’est pas assez serré, les animaux ne seront pas malades et a I’opposé,
si ce clip est tres serré, les animaux ne pourront survivre longtemps apres la chirurgie. L’IC est
développée a la suite d’une surchage de pression en amont du clip (au niveau du cceur), il en
résulte d’abord, une hypertrophie cardiaque compensatrice qui évolue par la suite en une
insuffisance cardiaque congestive avec cedéme pulmonaire et ascite. Il s’agit d’un modele
pertinent d’un point de vue clinique car les étapes d’apparition de la pathologie se rapprochent
fortement de celle observées chez I’homme. En effet, I’hypertrophie compensatrice évolue par
la suite en hypertrophie décompensatrice aboutisant a une IC (Camacho et al., 2016). Les rats

sont sacrifiés a la 22 éme semaine suivant la chirurgie. Coeur, poumon, foie et reins sont isolés
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puis pesés et comparé aux organes isolés a partir des rats controles (SHAM) appariés par 1’age

ayant subi la méme manipulation chirurgicale sans pose de clip.

La validation du modele a été effectuée aprés normalisation du poids de ces différents organes
a la longueur du tibia et constatation d’une augmentation des poids du ceeur et du poumon. Ces
mesures sont présentées dans la section résultat. D’autre paramétre anatomique ont permis de

confirmer I’installation de I’IC congestive comme : 1’épanchement pleural et I’ascite.

Pour la réalisation de nos expériences, nous avons isolé I’artére coronaire interventriculaire
gauche (ACG) et/ou I’artére mésentérique. Pour ce faire, les rats sont anesthésiés par une
injection de pentobarbital (200 mg/kg, i.p). Ensuite, une thoracotomie est réalisée puis le cceur
est rapidement isolé et placé dans une solution physiologique de Krebs a 4°C, aérée avec un
mélange d’O2 (95%) et de CO2 a (5%), dont la composition est détaillée dans le tableau 3. Les
tissus sont ensuite épinglés au fond d’une cuvette contenant la méme solution de Krebs,
réguliérement renouvelée. Une dissection minutieuse de I’ACG ou des artéres mésentériques
(200 - 500 um) est ensuite réalisée sous loupe binoculaire (Figure 21). Les artéres coronaires et
mésentériques sont ensuite découpées en segments d’environ 2 mm de longueur et montées
dans les cuves du myographe pour la réalisation des expériences de réactivité vasculaire.
L’ACG et I’artere mésentérique sont dans d’autres cas congelée dans de 1’azote liquide pour la
réalisation des expériences de biochimie (Western-blot et dosage de ’activité enzymatique des
PDESs) et enfin, certaines ACG sont soumises a un protocole de digestion enzymatique afin
d’isoler les CMLVs qui la constituent. Ces dernieres sont utilisées dans les expériences de

patch-clamp et de Proximity Ligation Assay.

Diamétre :
200 - 500 ym

Figure 21 : Dissection de la ACG.

A gauche : mise en place du coeur isolé ; au milieu : mise a nu de I’ACG apres dissection
partielle du tissus myocardique ; a droite : déetail agrandi (x 3).

95



2. Agents pharmacologiques

Adents pharmacologiaue Véhicule Concentration Propriété Fournisseur
g P g9 (%, VIV) utilisee (M) pharmacologique
Acétylcholine (Ach) Eau 0,1% 108 et 10° Agoniste de_s r_ecepteurs Sigma Aldrich
muscariniques
4—am(|2f)£)|:/);|d|ne Krebs 0,1% 103 Inhibiteur des canaux Kv | Sigma Aldrich
Peptide natriurétique atrial | Acide acétique ETRUT Agoniste de récepteurs . .
(ANP) 0,001% max 10*al10 NPRA Sigma Aldrich
5 - Cayman
BAY 60-7550 (BAY) DMSO0 0,1% 10 Inhibiteur de la PDE2 .
Chemical
Carbachol (Cch) Eau 0,1% 10° Agoniste des recepteurs | ;oo Ajdrich
muscariniques
. . . % - Tocris
Cilostamide (Cil) DMSO 0,1% 10 Inhibiteur de la PDE3 L
Bioscience
Diethylamine NONOate Eau 0,1% 103 1M . Cayman
(DEA-NO) maximum 10*a10 Activateur de la GCc Chemical
Glibenclamide (Glib) DMSO0 0,1% 10° Inhibiteur des canaux Kare | Sigma Aldrich
Ibériotoxine (IBTX) Eau 0.1% 107 Inhibiteur des canaux Latoxan /
BKca Smartox
3-isobutyl-1 méthylxantine 0 1 Inhibiteur non séléctif des . .
(IBMX) DMSO 1% 10 PDEs Sigma Aldrich
Acide Agoniste des récepteurs
Isoprénaline (1SO) ascorbique 10°a 10" B-adrénergique Sigma Aldrich
0,001%
5 - 5 -
L-858051 (L85) Eau Q,OOlA) 10° 3 10119 Activateur de I’ACs EnZ_O Life
maximum Science
8-methoxymethyl-3-
isobutyl-1- DMSO 0,1% 10° Inhibiteur de la PDE1 Calbiochem
methylxanthine (MIMX)
-5 - 7 -
Phentolamine Eau 0,1 % 10 Antagoniste non selectif Sigma Aldrich
des a- ARs
Ro 20-1724 (Ro) DMSO 0,02 % 10° Inhibiteur de la PDE4 Calbiochem
< — - :
Ryanodine (Rya) DMSO 0,3 % 3.10 Inhibiteur des re(_:epteurs a Alomone
la ryanodine
7 _ 106
Acétate 3,1(()CU)10 Analogue du thromboxane Cayman
U46619 (U46) de méthyle 109 3.10° A2 : agoniste du récepteur Chemical
(CR) TP

Tableau 3 : Récapitulatif des agents pharmacologiques utilisés dans les différentes
expériences. CU : utilisation en concentration unique. CR : utilisation en concentration

cumulative.
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3. La réactivité vasculaire

3.1. Dispositif utilisé

L’étude de la réactivité vasculaire dans les artéres coronaires et mésentériques de rat se fait en
utilisant un myographe (DMT, 620M Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Denmark) adapté
pour la mesure de la contractilité des petites artéres dont le diamétre est compris entre 100 et
500 um (Figure 22, a). Cet appareil permet de mesurer la tension isométrique exprimée
finalement en mN/mm car rapportée a la longueur du vaisseau (Nyborg et al., 1987). Le
myographe est constitué de quatre chambres (Figure 22, b) contenant chacune une cuve (Figure
22, ¢) pouvant accueillir un segment d’artére d’environ 2 mm de long. Chaque cuve contient 5
mL de solution de Krebs (Tableau 4), thermostatée (37 °C) et aérée avec un mélange de 95 %
d’0O2 et 5 % de COz. Un systeme de valves et d’aspiration permet le renouvellement du bain.
Dans chague cuve deux supports ou machoires montés en vis-a-vis baignent dans la solution de
Krebs. Chaque vaisseau est placé a ’aide de deux fils de tungsténe (25 um de diametre)
traversant la lumiére du segment d’artére et vissés sur chacun des supports comme indiqué sur
la figure 22 ,d. Chacun des fils est ainsi « solidarisé » avec 1’un des supports, dont I’un est fixe
et ’autre mobile. Le support fixe est relié¢ a un capteur de force qui mesure la variation de
tension générée par le tonus contractile des CMLs et la convertit en un signal électrique qui sera
visualisé sur un enregistrement graphique grace au logiciel LabChart (AD Instruments) apres
amplification et numérisation par un systéme d’acquisition de données (AD instrument). Le
support mobile est relié a une vis micrométrique graduée qui permet, en la tournant

manuellement dans une direction donnée, d’établir 1’écartement entre les deux fils et donc le

diamétre imposé au vaisseau.

Figure 22: Composition du myographe
DMT 620 M.

En «a» : représentation générale du
dispositif. En «b» : représentation de la
chambre du myographe. En «c»
représentation de la cuve contenue dans la
chambre et dans laquelle un segment
d’artere est monté. En «d» : montage d’un
segment d’artéere a I’aide de fil de deux
tungstenes entre deux machoires. D’apres
Themes, 2016.
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3.2. La calibration

La calibration du myographe est une procédure requise avant toute utilisation de I’appareil. Elle
a pour but de faire correspondre une force « étalon » avec une valeur donnée du signal électrique
recu par le logiciel d’acquisition. La calibration se fait a 1’aide d’un poids (2 g) placé sur un
support en T, qui va exercer sur le transducteur une force de 9,81 mN. Une procédure
d’étalonnage a 1’aide du logiciel Labchart permet alors de faire correspondre un signal (de
force) venant du myographe a une valeur précise en mN (Nyborg et al., 1987). Cette procédure

a lieu dans les mémes conditions de chauffage que lors de la réalisation des expériences.

3.3. La normalisation

La normalisation est une procédure qui fait suite au montage des segments d’artéres coronaire
et mésentérique et précéde le protocole expérimental. Elle consiste, a 1’aide de la vis
micrométrique, en I’étirement des segments d’artére par paliers successifs afin d’établir une
relation liant la tension développé par la paroi vasculaire a la circonférence interne du vaisseau
(CI). Elle est représentée expérimentalement par une courbe d’extension exprimant la tension
exercée a chaque palier d’étirement, en fonction de la CI du vaisseau. Cl est calculée selon la
formule suivante CI = [2Et + (n+2)d] ou «Et» représente la valeur de 1’étirement en pm lue sur
la vis micrométrique et «d» représente le diamétre du fil de tungsténe exprimé en pm.
L’intersection de la courbe d’extension avec la droite isobare de Laplace pour 100 mmHg,
équivalent a 13,3 mN/mm? (Equation : T = 100 mmHg x Cl/2z o0t T (mN/mm) représente la
valeur de tension passive développée par la paroi vasculaire), permet de déterminer la valeur
de CI du vaisseau équivalente a une pression transmurale de 13,3 mN/mm?. La valeur de ClI
utilisée finalement correspond a 90 % de la circonférence qu’un vaisseau au repos aurait a une
pression transmurale de 100 mmHg. Il s’agit de la tension passive qui a été décrite comme

optimale pour ce type d’artéres (Nyborg et al., 1987).

3.4. Solution utilisées

Dans notre protocole expérimental, nous avons utilisé trois solutions salines physiologiques
(appelées ci-aprés « Krebs », « 0Caz » et « K80 »). La composition de ces trois solutions est

résumée dans le tableau suivant :
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Concentration (mM)
Composant | Krebs | 0Ca?" | K80
NaCl 119 43,7
KCI 47 80
MgSO4(H20)7 1,17
KH2PO4 1,18
NaHCOs3 25
Glucose 11
CaCl2(H20)2 2,5 - 2,5
EGTA - 0,1 -

Tableau 4 : Composition des solutions de « Krebs », « 0Ca?* » et « K80 ».

La composition de la solution de « Krebs » permet de mimer les conditions physiologiques tout
en controlant le pH grace a 1’équilibre acido-basique (HCO3? / CO,). Elle est utilisée tout au
long de la dissection et du protocole expérimental et permet de préserver la viabilité de la
préparation. La solution de « K80 » est une solution de Krebs enrichie en ions K*. En effet une
partie du NaCl y est remplacée par du KCI, permettant d’obtenir [K*] = 80 mM. La solution de
« 0Ca?* » est une solution de Krebs dans laquelle le CaCl; a été omis, et contient de ’EGTA
qui assure la chélation de 1’éventuel calcium résiduel. Elle est utilisée lors des lavages afin

d’atteindre un état de relachement total du vaisseau.

3.5. Protocole expérimental

D’abord, nous avons mesuré de la capacité contractile maximale des segments d’artére a I’aide
de la solution K80, appliquée pendant 5 min. Les cuves sont ensuite rincées avec la solution

0Ca?* (pendant 5 min) puis avec la solution de Krebs (3 x 5 min).

Ensuite, nous avons vérifié 1’intégrité de I’endothélium par mesure de la réponse relaxante a
I’acétycholine (Ach, 10 M) ou au carbachol (Cch, 10° M) sur des vaisseaux pré-contractés
d’abord au K80 puis a 1’'U46619 (U46, 3.107 - 10°M). L’ Ach est utilisé pour I’artére coronaire

et le Cch pour I’artére mésentérique. Seuls les vaisseaux dont la relaxation est supérieure ou
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égale a 50 % (mesurée par rapport a la réponse contractile a 1’'U46619) sont gardés pour le reste

de I’expérience. Les cuves sont ensuite rincées comme décrit dans le paragraphe précédent.

Apres quoi, nous avons étudié I’effet relaxant induit par I’inhibition de la PDE3 par le
cilostamide (Cil, 10 M) ou I’inhibition de la PDE4 par le R0-20-1724 (Ro, 10®° M) ou
I’inhibition concomitante de ces deux PDEs, sur les segments d’artéres coronaires. Pour cela,
certains vaisseaux sont pré-incubés au moins 10 minutes avec un inhibiteur de canaux ioniques :
ibériotoxine (IBTX, 107 M) ou ryanodine (Rya, 3.10° M) ou 4-aminopyridine (4-AP, 1 mM)
ou glibenclamide (Glib, 10°) ou leur véhicule (Tableau 3). La ryanodine est utilisée a une
concentration élevée, décrite pour bloquer le RyR (Roberts et al., 2013b; Sutko et al., 1997).
Certains vaisseaux ont, au moment du montage dans la cuve, été débarassés de leur endothélium

de facon mécanique (grattage de I’endothélium avec des moustaches de rat).

Les vaisseaux sont ensuite contractés, sans ringage préalable, par stimulation avec 1’U46, de
maniére a obtenir une valeur de tension stable, équivalente a celle obtenue avec la solution K80.
Dans les cas ou I’application de 1’U46 ne permet pas d’obtenir une réponse contractile
suffisante, la concentration est augmentée de maniére cumulative jusqu’a obtenir une
contraction satisfaisante. Lorsque la contraction est stable, le Cil est appliqué en premier puis
lorsque la relaxation se stabilise, le Ro est appliqué par la suite. Cet ordre d’utilisation peut étre
inverse sur un autre vaisseau. Les concentrations de Cil et Ro utilisées sont décrites pour étre
sélectives (Rich et al., 2001; Sudo et al., 2000a).

Enfin, nous avons étudié I’effet de I’inhibition de la PDE3, PDE4 ou PDE2 sur la réponse
relaxante a des d’agents élévateurs de la concentration d’AMPc (ISO, L85) et de GMPc (ANP,
DEA-NO). Pour I’artere coronaire, les vaisseaux sont incubés au moins 10 min avec la Rya ou
I’IBTX ou leurs véhicules respectifs, associés au Cil ou au Ro ou leurs véhicules respectifs puis
avec la phéntolamine pour prévenir toute stimulation potentielle des a-ARs par I’'ISO a fortes
concentrations. Ensuite, sans ringage, les vaisseaux sont contractés avec 1’U46 et une fois la
contraction a 1’U46 stabilisée, les vaisseaux sont stimulés par des concentrations cumulatives
d’ISO ou de L85. Pour I’artére mésentérique, les vaisseaux sont incubés avec le Cil, le RO ou
avec I’inhibiteur de PDE2, le BAY 60-7550 (BAY, 107" M) au moins 10 min, ou son véhicule.
Ensuite, sans ringage, les vaisseaux sont contractés avec 1’U46 et une fois la contraction a 1’'U46
stabilisée, les vaisseaux sont stimulés aves des concentrations cumulatives d’ISO, L85, ANP

ou DEA-NO.
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3.6. Collection et traitement des données brutes

L’amplitude des réponses a 1’Ach, Cch, Ro, Cil et Ro+Cil (exprimées en mN/mm) sont
calculées par la différence entre le tonus basal (obtenu avec la solution 0Ca?*) et le tonus aprés
ajout de I’agent pharmacologique. De la méme manicre, I’amplitude des réponses a chaque dose

d’ISO, L85, ANP et DEA-NO ont été calculées.

Les valeurs relatives ont par la suite été calculées par le rapport entre 1’amplitude de la réponse
relaxante et I’amplitude de la contraction a 1’U46. Elles sont exprimées en %. Pour chaque
analyse, les résultats sont exprimés selon la moyenne + SEM. Le nombre de données pour

chacun des groupes est désigné par N, correspondant a un animal.

Pour chaque vaisseau, les courbes concentration-réponse sont obtenues en utilisant 1’équation
de Hill gréace au logiciel Prism?7. Puis la concentration produisant 50 % de la réponse maximale
(CEso) ainsi que I’effet max (Emax) Ont été estimé pour chaque courbe. La CEsg est par la suite

convertie en valeur logarithmique négative (pD>).

4. Patch-clamp

4.1. Principe

C’est une technique d’¢lectrophysiologie permettant 1’enregistrement de I’activité électrique de
canaux ionique sur des cellules individualisées. Elle a été mise au point par Neher et Sakmann
(Neher and Sakmann, 1976). Elle est notamment basée sur la propriété des pipettes en verre a
coller aux membranes biologiques formant ainsi une zone de tres forte résistance de 1’ordre du
giga ohm. En effet, plus cette valeur de résistance est elevée, plus le contact entre la membrane
et la pipette est étroit et plus le rapport courant électrique/bruit de fond est élevée. A partir de
cette configuration appelée «cellule attachée» (Figure 23) ou I’enregistrement des courants
électriques survenant au niveau de la portion membranaire, isolée a I’intérieur de la pipette, tout
en assurant un maintien de D’intégrité cellulaire, nous pouvons obtenir trois autres
configurations dont la configuration «inside out» (Figure 23). Elle est obtenue lorsque la pipette
s’éloigne de la membrane détachant sa face interne vers I’extérieur. Le milieu intracellulaire se

retrouve alors dans le bain et peut donc étre contrdlé.
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pipette de patch —»féé/ j retrait de la pipet:e

membrane de la cellule —».—

Figure 23 : Représentation de la configuration «cellule attachée» (a gauche) et «inside out»
(a droite) en patch-clamp (Hamill et al., 1981).

4.2. Solutions utilisées

Dans notre protocole expérimental, nous avons utilisé deux solutions salines physiologiques :
la solution A et B. La premiére constitue le bain contenu dans une boite de Pétri au fond de
laquelle des les cellules sont déposées. La seconde est contenue dans la pipette de patch. Leur

composition est résumée dans le tableau suivant :

Concentration mmol/L
Solution A | Solution B
KCI 140 5
NaCl - 110
MgCl; 10 1
CaCl 0,1 2
Hepes 10 10
D-glucose 30 -
PH 7,2 7,4

Tableau 5 : Composition des solutions utilisés pour les expériences de patch-clamp.

4.3. Dispositif utilisé

L’observation des cellules lors de I’approche de la pipette d’enregistrement est réalisée sous un
microscope inversé a lumiere transmise. Le microscope est posé sur une table antivibratoire a
I’intérieur d’une cage de Faraday. La pipette remplie d’une solution saline constitue une
¢lectrode et est connectée a un filament d’argent recouvert de chlorure d’argent. L’électrode est
reliée a un circuit électrique incluant une porte électrode connectée a un amplificateur Axopatch
200B (Axon CNS, Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) et un systéme d’acquisition
(Digidata 1440A, Axon CNS). Les signaux sont échantillonnés a 10 kHz et filtrés a 5 kHz. Une

électrode de référence baigne dans le bain et est reliée au porte pipette.
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Le contrdle du potentiel et I’acquisition du courant traversant la membrane cellulaire est réalisé
par le logiciel P-Clamp (Axon CNS) permettant de programmer le protocole de stimulation de

la cellule (contrdle du potentiel) ainsi que 1’acquisition des données.

Les pipettes utilisées sont réalisées par une étireuse verticale (Zeitz-Instruments Vertriebs
GmbH, Germany) a partir de tubes capillaires (Vitrex Medical A/S, Denmark) de maniére a ce

qu’une fois remplies de solution, leur résistance soit comprise entre 2 et 5 MQ.
4.4. Protocole

Dans un premier temps, les artéres coronaire fraichement isolées sont digérées
enzymatiquement afin d’isoler les CMLs. Pour cela, I’ACG est infusée dans un milieu de
dissociation (MD) composé de (en mmol/L) : 110 NaCl, 5 KCI, 10 Hepes, 0,5 KH2PO4, 0,5
NaHCOg, 10 taurine, 0,5 EDTA, 10 Glucose, 0,2 CaCl,, 2 MgCl,, pH ~ 7, contenant de la
papaine a 1,5 mg/ml, en présence de DDT et de BSA (Bovin Serum Albumin, 1 mg/mL)
pendant 13 min a 37°C. Une fois le tissu digéré, il est lavé 3 trois fois dans du MD froid puis
trituré a 1’aide d’une pipette Pasteur dont I’extrémité est polie. Ceci permet la dissociation des
CMLs de la matrice tissulaire, qui se retrouvent libres dans la solution. Aprés élimination du
tissu digéré, une centrifugation a 200g, 4°C pendant 5 min permet de concentrer les CMLVs au
fond du tube. Le culot cellulaire est ensuite resuspendu dans 0,5 mL de MD dans un microtube

conservé sur lit de glace. Les cellules sont ensuite utilisées jusqu’a 7 h aprés dissociation.

Ensuite, nous avons mesuré le courant unitaire du canal BKcaen utilisant deux configurations :
soit en cellule attachée, soit en «inside out» (patch excisé). La suspension cellulaire est déposée
dans une boite de Petrie puis recouverte delicatement avec la solution A dont la composition
est indiquée dans le tableau 5. Un systéeme de perfusion permet de perfuser les CMLs avec une
solution véhicule contenant du DMSO a 0,03% pendant 2 a 5 min. Apres quoi, différentes
combinaisons d’inhibiteurs de PDE sont perfusées : soit le Cil, soit le Ro, soit les deux
inhibiteurs simultanément. Pour certaines expériences, de I’'IBTX a été ajoutés dans la solution

B, contenue dans la pipette.

4.5. Traitement des données

L’analyse des données sur le module Clampfit du logiciel PClamp (Axon CNS, Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) permet de déterminer la probabilité moyenne d’ouverture
NPo (NPo = nombre de canaux x probabilité d’ouverture) ainsi que la moyenne des amplitudes

de courant unitaire obtenues sur une durée de 0,5-5 min d’enregistrement. Pour chaque analyse,
g
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les résultats sont exprimés selon la moyenne £ SEM. Le nombre de données pour chacun des

groupes est désigné par n, correspondant a une cellule.

5. Méthodes biochimigues

5.1. Extraction des protéines

Le protocole d’extraction de protéines a ét¢ adapté en fonction de I’expérience a réaliser
(Western blot ou dosage de I’activité hydrolytique des PDEs pour I’AMPc¢). En effet, pour
I’¢tude de I’expression protéique, les ACGs et les artéres mésentériques sont incubées dans 100
puL d’un tampon de lyse froid, constitué¢ de 50 mM Tris- HCI (pH = 8), 150 mM NaCl, 1%
(v/v) Triton X-100, 0,5% (v/v) sodium deoxycholate, 0,1% (v/v) SDS et un mélange
d’inhibiteur de protéase (cOmplete™ Protease Inhibitor CocktailTM, Sigma-Aldrich). Alors
que pour le dosage de ’activité PDE, les protéines sont extraites a I’aide d’un tampon constitué¢
de 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,5% (v/v) NP-40 and 1 pM de microcystin.
Les tissus sont par la suite homogeénéisés dans des tubes contenant des billes en céramique a
I’aide d’un broyeur de tissu «Procellys 24 ®» (Bertin instrument, Montigny-Le-Bretonneux,
France). Le lysat est ensuite récolté dans des tube « eppendorff » et déposé sur de la glace
pendant 10 a 30 min). Les extraits tissulaires sont collectés apres centrifugation a 12000 g, a
4°C pendant 10 min. Le surnageant est prélevé puis les protéines y sont dosées par la méthode

BCA décrite ci-apres.

5.2. Dosage des protéines

Les protéines extraites sont dosées par une technique colorimétrique utilisant 1’acide
bicinchonique contenu dans le kit Smart™ Micro BCA Protein Assay (iNtRON biotechnologie,
France). Les protéines réduisent le cuivre Cu?* en Cu*. Ce dernier a une forte affinité pour
I’acide bicinchonique et forme en sa présence un complexe de couleur pourpre ayant une
absorption optique maximale a 532 nm. L’absorbance est directement proportionnelle a la

concentration de protéine contenue dans 1’échantillon.

La concentration est déterminée graphiquement a I’aide d’un courbe étalon réalisé a partir d’une
gamme de concentration connue de BSA. Certain échantillon dont dilués si nécessaire afin de
se situer dans la partie linéaire de la gamme. La préparation de cette gamme de dilution a été
effectuée avec les mémes proportions de tampon de lyse ayant servit a la préparation
échantillons. 1l en résulte donc, une droite établissant une relation linéaire entre la concentration

et I’absorbance mesurée. Cette derniére permettra le calcul de la concentration inconnue de
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protéine contenue dans les échantillons a partir des absorbances lues apres la réaction BCA

écrite ci-dessus.

En moyenne, on obtient 100 ug de protéines a partir d’une artére coronaire et 250 pg a partir

de 8 branches d’artéres mésentériques.

6. Dosage de ’activité PDE-AMPCc
6.1. Principe

L’activité des PDEs est mesurée par un dosage radioenzymatique adapté du protocole décrit

par Thompson et Appleman (Appleman and Thompson, 1971). Le principe de cette technique
repose sur I’hydrolyse in vitro du 3,5 AMPc en 5’-AMP par les PDE présentes dans les lysats.
Ensuite Une 5’-nucléotidase contenu dans le venin de serpent transformera le 5’-AMP en
adénosine qui sera, par la suite, séparé du substrat non hydrolysé (AMPCc) par passage sur une
résine échangeuse d’ion. L’incorporation d’AMPc tritié dans la réaction permet de quantifier la
proportion d’AMPc hydrolysé par les PDEs en condition d’excés de subtrat. Cette derniere est
directement proportionnelle a la radioactivité mesurée dans les fioles a I’aide d’un compteur a

scintillation.
6.2. Protocole

Le dosage de I’activité PDE a été réalisé sur 10 pg de protéines extraites a partir d’artere
coronaire ou mésentérique (décrit dans la partie 5.1 des méthodes). La réaction a lieu dans un
volume de 200 pL en présence 10 mM Tris-HCI (pH = 8), 10 mM MgCl,, 5 mM B-
mercaptoethanol et 1 uM d’ AMPc froid et complétées avec 105 cpm [*H]-AMPc (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA). Les tubes sont incubés dans un bain Marie chauffé a 33°C pendant 30
min. Ceci permet donc I’hydrolyse de I’AMPc en 5’-AMP par les PDEs présentes dans nos
échantillons. L’arrét de la réaction par dénaturation des enzymes a 1’aide d’eau bouillante
pendant 1 min. Le 5’-AMP, produit de la réaction, est ensuite hydrolysé en adénosine par
I’incubation du mélange réactionnel avec 50 pg de venin de serpent (Crotalus atrox, Sigma
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) pendant 20 min a 33°C. L’utilisation d’une résine
¢échangeuse d’anions AG1-X8 (BioRad, Hercules, CA, USA) permet de séparer I’adénosine du
5’-AMP non hydrolysé qui est retenu par la résine. L’adénosine sera ensuite ¢lué dans des fioles
et le dosage de I’activité est réalisé en présence d’un liquide a scintillation grace a un compteur
a scintillation B. Deux séries de tubes ne contenant pas de protéines sont préparées : une pour
calculer la « radioactivité totale » (quantité d’AMPc tritié¢ ajouté dans les tubes ; le contenu de

ces tubes n’a pas été déposé sur les colonnes de résine échangeuse d’anions) et une seconde
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pour déterminer le « blanc » (quantité d’AMPc tritié mesurée dans 1’éluat de tubes ne contenant
pas d’extrait protéique, donc a fortiori par de PDE, ni d’hydrolyse de ’AMPc : le niveau

d’hydrolyse est donc théoriquement nul).

La quantité de protéines choisies pour ce dosage, ainsi que la durée 1’étape de réaction a été
déterminée de facon a ce que le pourcentage d’hydrolyse du nucléotide en absence d’inhibiteur

reste inférieur a 15%. |l est calculé selon la formule:
% d’hydrolyse = (X—blanc)/(radioactivité totale-blanc) x 100

Ou X représente la radioactivité de 1’éluat dans le mélange réactionnel sans inhibiteur de PDE.
Ce pourcentage d’hydrolyse permet d’assurer que la réaction s’effectue dans des conditions

optimales garantissant la linéarité de la réaction.

La contribution des différentes familles de PDEs a ét¢ évaluée par I'utilisation d’inhibiteur
sélectif pour chaque famille. L’activité résiduelle obtenue est ensuite rapportée a I’activité totale
en absence d’inhibiteur. La contribution de la famille de PDE inhibée pourra étre déduite de la

soustraction de 1’activité résiduelle a I’activité totale.

6.3. Analyse des résultats

Chaque condition expérimentale a été réalisée en triplicat au cours de la méme expérience afin
de limiter la variabilité. L activité enzymatique est calculée selon la formule suivante :
Activité enzymatique (pmol/min/mg) = [(% d’hydrolyse x quantit¢é d’AMPc) / (temps
d’incubation x quantité de protéine].

Les résultats sont exprimés en % d’activité d’hydrolyse résiduelle observée en présence
d'inhibiteur de PDEs. L’activité PDE-AMPCc totale correspondant a I'activité PDE en absence
d'inhibiteur. Les résultats sont exprimés selon la moyenne + SEM. Le nombre de données pour

chacun des groupes est désigné par n, correspondant au nombre d’expérience réalisées de 2 ou

3 rats.
7. Western blot
7.1. Principe

11 s’agit d’une technique permettant de détecter et quantifier une protéine d’intérét a partir d’un
lysat, apres une électrophorese et a 1’aide d’anticorps spécifique de cette protéine. Elle se
déroule en plusieurs étapes : apres preparation des échantillons dans le tampon de dénaturation
approprié, ces derniers sont déposés dans un gel d’électrophorése qui permettra de les séparer

selon leur poids moléculaire grdce a un courant électrique. La migration des protéines
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terminees, elles sont transférées sur une membrane de nitrocellulose ou polyfluorure de
vinylidene (PVDF). Les protéines y adherent par des liaisons ioniques et hydrophobes qui
s’établissent avec la membrane. Ensuite, vient I’étape de blocage de la membrane afin de limiter
les interactions non spécifiques entre cette derniére et les anticorps. Enfin, aprés incubation
avec des anticorps primaires, I’utilisation d’anticorps secondaire marqués permettra la détection

des protéines d’intéreét.
7.2. Protocole

Apres extraction des protéines comme décrit dans la partie 5.1 des méthodes, une quantité de
50 pg (voire 150 pg ou 200 pg pour les expériences sur I’artere mésentérique) est mélangée a
un tampon de charge « Laemmli » contenant de la composition suivante : glycérol 5% (v/v),
bleu de bromophénol 0,001% (m/v), 62,5 mM Tris-HCI (pH = 6,8) et du B-mercaptoéthanol a
2,5% (m/v), ajouté extemporanément. Les échantillons sont ensuite soit chauffés a 95°C
pendant 5 min (pour la détection des PDES), soit incubés dans de la glace pendant 10 min sans

chauffage (pour la détection de la sous-unité a du canal BKca (0- BKca)).

Apres quoi, ils sont chargés dans un gel de concentration constitué d’acrylamide 5% (m/v), 127
mM Tris (pH 6,8), 0,1% (m/v) SDS, 0,1% (v/v) TEMED et 0,1% (v/v) de persulfate
d’ammonium. Ce gel d’une épaisseur de 2 mm est coulé sur un gel dit de séparation car il
permet la separation des protéines lors de la migration sous I’action d’un champ électrique. Le
gel de séparation est constitué d’acrylamide 8% (m/v), 375 mM Tris (pH 8,8), 0,1 % (m/v)
SDS, 0,04 % (v/v) TEMED et 0,1% (v/v) de persulfate d’ammonium.

Une fois le gel chargé, avec le marqueur de taille et les echantillons, il est placé dans une cuve
de migration et baigne dans un tampon salin composé de 25 mM Tris Base, 190 mM glycine et
0,1% SDS. Un premier champ électrique de 80 V est appliqué pendant 30 min. il permet la
concentration des echantillons dans le premier gel puis la tension de ce champ est augmentée
jusqu’a 120 V pour permettre la séparation des protéines dans le deuxiéme gel (durée moyenne
1h).

Apres quoi, les protéines sont transférées sur une membrane en PVDF préalablement activée
en I’imbibant dans du méthanol pendant 5 min. Cette derniére est ensuite rincée a l’eau
désionisée et mise au contact du gel (contenant les protéines). L’ensemble est pris en sandwich
par une piece rectangulaire adaptée de papier Wattman et une éponge. Le transfert a lieu dans
une cuve remplie de tampon (constitué de 25 mM Tris base, 190 mM glycine, 20% (v/v) de

107



méthanol), sous un champ électrique de 120 V, pendant 1h30 a +4°C. Les protéines chargées

négativement, vont migrer vers la membrane chargées positivement.

Ensuite, la membrane est incubée pendant au moins 1 h, a température ambiante et sous légeére
agitation dans une solution de lait @ 5% (m/v) dissout dans un tampon « TBSTween » constitué
de 0,153 M Trizma-HCI, 1,36 M NaCl, 0,1% (v/v) de Tween. Il s’agit d’une étape importante

car elle permet la saturation des sites non spécifiques.

Enfin la membrane est incubée avec I’anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérét
durant une nuit, a +4 °C, sous légére agitation. L’anticorps est préparé dans une solution de lait
a 5% (m/v) dans du TBSTween. La dilution dépend de I’anticorps utilisé : 1’anticorps anti a-
BKca(1/500, anticorps monoclonal commercialisé par NeuroMab, UC Davis, USA), I’anticorps
anti-PDE4B (1/1000, anticorps gracieusement fourni par le Fr Marco Conti, Université de
Californie San Fransisco, CA, USA), [D’anticorps anti-PDE3A(1/10 000, anticorps
gracieusement fourni par le Dr Chen Yan, Université de Rochester, Centre Médical, NY, USA),
I’anticorps dirigé contre la PDE3B (1/1000, anticorps gracieusement fourni par le Pr Emilio
Hirsch, Université de Turin, Italie), I’anticorps anti-PDE2 (au (1/300, anticorps commercialisé
par Santa Cruz Biotechnology, sc-17228, Dallas, TX, USA) et ’anticorps anti-GAPDH
(1/4000; #2118, Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA). Aprés 3 lavages de 10
minutes au TTBS, les membranes sont incubées 1 heure a température ambiante avec
I’anticorps secondaire approprié (dirigé contre I’espéce de 1’anticorps primaire utilise), couplé
a la peroxydase de raifort (horseradish peroxidase, HRP).

La révélation se fait par chimie-luminescence aprées incubation des membranes avec le réactif,
substrat de la peroxydase (Kit Super Signal West Dura Chemiluminescent Substrate, Thermo
Scientific). Nous avons utilisé différent réactifs de sensibilité différente selon le type de protéine

a reveéler. Le signal émis est analysé a I’aide d’une caméra CCD ChemiDocTM (BioRad).

7.3. Analyse des données

L’intensité des différentes bandes est quantifiée par densitométrie a 1’aide du logiciel ImagelJ.
Le rapport des valeurs de la protéine d’intérét sur la GAPDH est calculé pour chaque échantillon
(SHAM et IC), et un pourcentage de variation de I’intensité par rapport au contréle (moyenne
des valeurs des groupes de rats SHAM) permet de déterminer le niveau relatif d’expression de
la protéine d’intérét dans les deux groupes d’animaux. Les résultats sont exprimés selon la
moyenne + SEM. Le nombre de données pour chacun des groupes est désigné par n,

correspondant au nombre d’expériences indépendantes.
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8. Proximity Ligation Assay
8.1. Principe

C’est une technique de marquage immunocytochimique permettant de visualiser in situ des
complexes formés de deux protéines localisée a une distance inférieure a 40 nm.

Deux anticorps primaires produits a partir d’espéces différentes sont chacun dirigés contre une
protéine spécifique du complexe a étudier (Figure 24, a). Ces derniers sont incubés en présence
d’anticorps secondaires conjugués a des oligonucléotides (Figure 24, b). Chaque anticorps
secondaire est dirigé contre I’isotype d’un des deux anticorps primaire utilisé. Lorsque la
distance entre les deux protéines d’intérét est < 40 nm, une ligase associe les nucléotides
complémentaires entre eux (Figure 24, c¢), puis une polymérase utilise des nucléotides pour
assurer 1’¢longation et I’amplification de la boucle d’ADN de fagon circulaire (Figure 24, d).
Par la suite, I’association a des oligonucleotides fluorescents (Figure 24, ¢) permet 1’observation

des interactions protéiques au microscope fluorescent.
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Figure 24 : Etape de la technique de PLA (M A BobriCh and Shwab, 2013).
8.2. Protocole

Dans un premier temps, les arteres coronaires fraichement isolées sont digérées
enzymatiquement afin d’isoler les CMLVs. Ces derniéres sont ensuite fixées puis
perméabilisées et enfin incubées avec les anticorps primaires. A la suite de ceci le protocole

proprement dit de PLA peut commencer.
8.2.1.  Isolement des CMLVs

Elle est réalisée de la méme maniere que pour la technique de patch-clamp, partie 4.4 des
matériels et méthodes. La différence réside dans le processus de digestion utilisé. En effet,
I’ACG est infusé dans la papaine a 1,5 mg/ml pendant 1 h, aprés quoi du DDT est ajouté (1

mg/mL). Le tissu est alors incubé a 37°C pendant 6 min sous légere agitation. Il est ensuite
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transféré dans une solution de dissociation (MD, decrite plus haut, Cf section IV.D. contenant
un mélange de la collagénase H (Roche, 1074032 ou Sigma Aldrich, C7926) (1,6 mg/mL) et
d’inhibiteur de la trypsine (Sigma Aldrich, T6522) (1,6 mg/mL) puis incubée a 37°C pendant 4
min. La suite du processus d’effectue comme décrit précédemment — ringage, centrifugation

légere et resuspension dans du milieu MD.
8.2.2. Fixation des CMLVs

Une goutte de suspension cellulaire (50 mL si CMLVs de rat jeune et 100 puL si CMLVs de rat
SHAM/IC) est déposé sur une lamelle de 12 mm de diametre et laisser adhérer au moins 20 min

puis fixer avec du PFA 4% (préparée dans du PBS) pendant 10 min a température ambiante.
8.2.3. Perméabilisation et quenching

Aprés 3 lavages de 5 min au PBS, les CMLVs sont perméabilisées avec une solution contenant
0,1% Triton X-100 et 0,2% BSA pendant 10 min a température ambiante puis directement
incubées dans une solution de quenching a 50 mmol/L de NH4Cl (préparée dans du PBS)
pendant 30 min a température ambiante. Cette derniére étape permet de limiter
I’autofluorescence. A la suite, les lamelles sont lavées pendant 5 min avec une solution de PBS
et le protocole de PLA (Duolink® PLA, Sigma-Aldrich) proprement dit est effectué suivant les

recommandations du fournisseur.
8.2.4. Protocole de PLA

Toutes les incubations ont lieu en chambre humide. Les tampons A et B utilisés pour les lavages
sont préparés par nos soins selon les indications du fournisseur dans de 1’eau ultra pure. Le
tampon A contient (en mol/L : 0,01 Tris, 0,15 NaCl, 0,05% Tween-20 et le pH est ajusté a 7,4)
le tampon B contient (en mmol/L) : 0,2 Tris, 0,1 NaCl le pH est ajusté & 7,5. Les solutions de
blocage, de ligation et polymérisation sont vendues avec le coffret (Duolink® PLA, Sigma-
Aldrich). Toutes les expériences de PLA ont été réalisées le méme jour afin de limiter la

variabilité du signal obtenu finalement.

- Incubation des lamelles avec la solution de blocage 1h a 37°c.

- Incubation avec les couples d’anticorps primaires toute la nuit a +4°C : chaque couple
contient ’anticorps dirigé contre la a-BKca (1/300, espéce animale : souris). Ce dernier est
associé soit a un anticorps anti-PDE4 « pan-specifique » (1/100; #PD4-101AP, FabGennix,
Frisco, TX, USA, espece animale : lapin), soit aux anticorps anti-PDE3A (1/300, espéces

animale : lapin), ou anti-PDE4B (1/100, espéce animale : lapin) décrits plus haut.
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- Aprés deux lavages de 5 min chacun avec le tampon A, les lamelles sont incubées
pendant 1h & 37°C avec un mélange d’anticorps secondaires conjugués anti-souris et anti-lapin
dilués au 1/5°™ dans un tampon spécial présent dans le coffret.

- Aprés deux lavages de 5 min chacun avec le tampon A, les lamelles sont incubées avec
la solution de ligation pendant 30 min a 37°C. Elle est préparée par dilution de la solution stock
au 1/5°™ dans de I’eau ultrapure. La ligase diluée au 1/40°™, trés fragile, est ajoutée
extemporanément, juste avant le dép6t sur les lamelles.

- Apres deux lavages au tampon A, c’est ’étape d’amplification. Il s’agit d’une étape
cruciale ou il y a ajout des nucléotides, oligonucléotides fluorescents et des cofacteurs de la
polymérase. Elle doit étre réalisée a I’abri de la lumiére. La solution de polymérisation se
prépare de la méme facon que la solution de ligation et la polymérase diluée au 1/80°™ doit étre
ajoutée extemporanément, juste avant dép6t sur les lamelles. Elles sont incubées a 37°C pendant
100 min. Des expériences préliminaires réalisées sur des CMLs de rat SHAM et IC nous ont
révélés une saturation du signal fluorescent pour le couple BKce-PDE4B. Afin de pouvoir
quantifier ce signal, nous avons décidé de réduire le temps d’amplification a 90 min.

- Enfin, les lamelles sont lavées deux fois avec le tampon B pendant 10 min puis 1min
avec le tampon B dilué au 1/100°™ dans de 1’eau ultra pure.

- Montage des lamelles avec une préparation de mowiol (Mowiol® 4,88 g, glycerol 6 g,
TrisHCI 0,2 mol/L, I’ensemble des produits sont commercialisés par Sigma Aldrich). Les lames

sont laissée a sécher dans une boite a 1’abri de la lumiére et a +4°C.

8.2.5. Observation des lames

Elle se fait dans un microscope a fluorescence (SP5, Leica Microsystémes SAS) a 1’aide d’un
objectif a eau, a grossissement x60. Le signal PLA est détecté par excitation avec un laser a 554
nm et une émission a 579 nm. Des paramétres d’acquisition identiques ont été utilisés pour

I’observation de la fluorescence émise par chaque couple d’anticorps.

8.3. Analyse des images

Les images Tiff ont été récupérees pour étre analysées a I’aide d’ImageJ. Chaque image a été
transformeé en 8 bits puis binarisée en utilisant une valeur seuil, fixée arbitrairement et
spécifique de chaque couple d’anticorps. Cette valeur a été déterminée de maniére & pouvoir
visualiser les points fluorescents de facon claire et distincte du signal de fond. Les résultats sont
exprimés en % de la surface cellulaire couverte par le signal fluorescent. Pour chaque analyse,
les résultats sont exprimés selon la moyenne £ SEM. Le nombre de données pour chacun des

groupes est désigné par n, correspondant a une cellule.
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9. Analyse statistigue des données

Les tests statistiques ont été réalisés a I’aide du logiciel Prism 7 (Graphpad, La Jolla, CA, USA).
Les comparaisons « deux & deux » sont effectuées en utilisant le test non paramétrique de Mann
et Whitney. Dans le cas de comparaisons appariées, utilisées pour la mesure de 1’effet d’un
inhibiteur de PDE sur I’activité du canal BKca Vs le contrdle, dans la méme cellule, nous avons
utilisé le test non paramétrique de Wilcoxon. Pour les comparaisons impliquant plus de deux
traitements, nous avons utilisés une ANOVA a une voie complétée par le test Homl-Sidak.
Enfin, pour les comparaisons impliquant plus de deux variables (courbes concentration-réponse
et comparaison des traitements entre les groupes SHAM et IC), nous avons réalisé une ANOVA
a deux voies. Dans le cas de I’analyse des courbes concentration-réponse, le test a été adapté

aux mesures répétées. Le test est considéré comme statistiquement significatif lorsque P < 0,05.
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Résultats



Projet | : Role des PDE3 et PDE4 dans la régulation de la
vasomotricité de I’artére coronaire . implication des BKca
et evolution lors de ’insuffisance cardiaque

1. Introduction

L’artére coronaire assure une perfusion continue et adaptée du muscle cardiaque. Sa fonction
est évaluée par la mesure de la réserve coronaire (rapport entre le débit maximal et le débit au
repos). Sa diminution peut étre est observée lors du remodelage hypertrophique du cceur, un
processus physiopathologique pouvant évoluer vers I’IC (Vatner and Hittinger, 1993). C’est
ainsi que chez des patients présentant une hypertrophie ventriculaire, associée soit a une
hypertension (Hamasaki et al., 2000; Opherk et al., 1984) soit a une cardiomyopathie (Misawa
etal., 2002), il a été constateé une diminution de la réserve coronaire. Celle-ci pourrait contribuer
a I’aggravation de la pathologie et I’augmentation des risques ischémiques (Cecchi et al., 2003;
Vatner and Hittinger, 1993).

Plusieurs hypothéses ont été émises afin d’expliquer la diminution de la réserve coronaire dans
le remodelage pathologique du cceur chez ’homme, notamment une altération structurale de la
paroi des vaisseaux, acoompagnée d’une dysfonction de la vasomotricité (Hamasaki et al.,
2000; Opherk et al., 1984). L’utilisation de mod¢les animaux d’hypertrophie et d’IC permet de
caractériser de maniére plus approfondie ces transformations. Par exemple, 1’étude de
McGoldrick (McGoldrick et al., 2007) a rapporté des altérations des réponses relaxantes
dépendantes et indépendantes de 1’endothélium mais le mécanisme moléculaire reste encore a
éclaircir.

L’AMPc est un second messager intracellulaire controlant le tonus contractile des CMLs en
induisant leur relaxation (Morgado et al., 2011). Il exerce son effet vasorelaxant en modulant
I’activit¢é de nombreux effecteurs intracellulaires dont les canaux potassiques BKca. Ces
derniers ont pour caractéristique une conductance unitaire importante et leur probabilité
d’ouverture est fortement augmentée par de fortes [Ca?*]i et la dépolarisation (Latorre et al.,
2017). Ces propriétés en font des modulateurs privilégiés de ’homéostasie calcique. En effet,
les canaux BKCa sont exprimés dans de nombreux tissus dont le muscle lisse ou ils s’opposent
a la contraction et ont un réle important dans la régulation du tonus vasculaire et de la pression
artérielle (Brenner et al., 2000; Nelson et al., 1995).

Les concentrations de I’AMPc sont finement régulées par les PDEs. Les familles de PDE3 et

PDE4 constituent les principales familles qui hydrolyse I’AMPc¢ au niveau vasculaire (Hubert
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etal., 2014). De plus, leur role fonctionnel dans la régulation du tonus vasculaire par I’AMPc
a été démontré dans plusieurs lits vasculaires de plusieurs espéces dont 1’artére coronaire
humaine (Lindgren and Andersson, 1991b), porcine (Kaneda et al., 2010) et de rat (Lindgren
and Andersson, 1991b).

Si la contribution des PDEs de I’AMPc dans le contrdle du tonus vasculaire est de mieux en
mieux établie, les effecteurs mis en jeu dans cette régulation restent peu connus. Les études
récentes réalisées sur le cardiomyocyte (Lehnart et al., 2005; Leroy et al., 2011) ont fait
émerger un nouveau paradigme selon lequel d’importants effecteurs de I’homéostasie du Ca®*
intracellulaire seraient spécifiqguement régulés par certaines PDEs, localisees au sein de
«plateformes» de signalisation. Ainsi, ces « signalosomes » permettraient une
compartimentation différentielle de la voie de I’AMPc dans les différents points clé de la
cellule. Néanmoins, un tel paradigme n’a jamais été décrit quant a la régulation de la
contractilité de la CMLV.

De maniére intéressante, des travaux récents ont cependant mis en lumiére un mécanisme
original de régulation régulation des BKca par la PDE3 et PDE4 dans le muscle lisse de vessie
de rongeurs (Brown et al., 2008; Xin et al., 2014a; Zhai et al., 2014a). En effet, I’inhibition de
la PDE4 provoque dans ce tissu une relaxation musculaire associée a une augmentation de

’activité des canaux BKca, selon un mécanisme dépendant de la PKA.

Ce projet a pour objectif général d’explorer 1’existence de ces mécanismes dans I’artére
coronaire de rat d’abord sur le plan physiologique (partie 1), puis en situation pathologique
d’IC (partie 2). Dans la premiére partie de ce projet, nous avons d’abord confirmé que les
PDE3 et PDE4 ¢étaient les principales familles de PDE qui hydrolyse I’AMPc dans 1’artere
coronaire gauche de rat. Par une approche pharmacologique, sur des artéres isolées, nous
avons évalué ’effet des inhibiteurs de PDE3 et PDE4 sur le tonus coronaire basal puis sur la
voie relaxante de I’AMPc produit de fagon stimulée. L utilisation d’un bloqueur sélectif des
BKca a permis d’évaluer I’implication de ces canaux dans cette voie de régulation. Ce
mécanisme moléculaire a par la suite été confirmé a I’échelle de la CML d’artere coronaire
par la mesure de ’activité électrique du canal BKcaen présence d’inhibiteur de PDE3 et PDEA4.
Enfin, par une approche immunohistochimique, nous avons exploré I’existence d’une

association moléculaire entre le BKca, la PDE3/PDEA4.

Dans la deuxiéme partie de ce projet, nous avons étudié les altérations de cette voie de
signalisation dans I’IC. Pour cela, nous avons utilis¢ un modele d’IC induite par sténose de

I’aorte ascendante, 22 semaines apres opération des rats. Par une approche pharmacologique,
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nous avons évalué le role des BKca dans la régulation du tonus coronaire par les PDE3 et
PDE4 chez les rats atteints d’IC comparés aux contrdles. Par la suite, 1’utilisation d’une
approche biochimique par la technique de Western blot a permis d’étudier 1’expression
protéiques de certains isoformes de de PDE3 et PDE4 et du canal BKca. Enfin, nous nous

sommes intéressés a I’impact de la pathologie sur 1’association moléculaire entre le BKca et

les PDE3 et PDEA4.

La majeure partie des résultats a été regroupé sous forme d’un article inséré ci-aprés. Des

résultats complémentaires seront présentés de fagon séparés a la suite de ’article.

2. Résultats

2.1. Article « Contribution of BKca channels to vascular tone

requlation by PDE3 and PDE4 is lost in heart failure »

Sarah Idres!, Germain Perrin!, Valérie Domergue?, Florence Lefebvre!, Rodolphe

Fischmeister!, Véronique Leblais* and Boris Manoury?.
1: INSERM UMR-S 1180, Univ Paris-Sud, Université Paris-Saclay, Chatenay-Malabry, France
2: UMS IPSIT, Univ Paris-Sud, Université Paris-Saclay, Chatenay-Malabry, France

Article soumis.
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Aims

Regulation of vascular tone by 3',5'-cyclic adenosine monophosphate (CAMP) involves
many effectors, including the large conductance, Ca(2+)-activated, K(+) (BK(Ca))
channels. In arteries, cAMP is mainly hydrolyzed by type 3 and 4 phosphodiesterases
(PDE3, PDE4). Here, we examined the specific contribution of BK(Ca) channels to
tone regulation by these PDEs in rat coronary arteries, and how this is altered in heart
failure.

Methods and Results

Concomitant application of PDE3 (cilostamide) and PDE4 (Ro-20-1724) inhibitors
increased BK(Ca) single-channel activity in isolated myocytes from rat coronary
arteries. Myography was conducted in isolated, U46619-contracted coronary arteries.
Cil or Ro induced a vasorelaxation that was greatly reduced by iberiotoxin, a BK(Ca)
channel blocker. Ro and Cil potentiated the relaxation induced by the B-adrenergic
agonist isoprenaline or the adenylyl cyclase activator L-858051. Iberiotoxin abolished
the effect of PDE inhibitors on isoprenaline but did not on L-858051. In coronary
arteries from rats with heart failure induced by aortic stenosis, iberiotoxin had no more
effect on Ro-20-1724- and cilostamide- induced vasorelaxations. Expression of the
BK(Ca) channel a-subunit was lower in heart failure compared to sham coronary
arteries and that of a 70 kDa PDE4B was increased. Proximity ligation assays
demonstrated that PDE3 and PDE4 were localized in the vicinity of the channel. The
[BK(Ca)-PDE4B] duplex was less abundant in heart failure.

Conclusion
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BK(Ca) channels mediate the relaxation of coronary artery induced by PDE3 and
PDE4 inhibition. This is achieved by co-localization of both PDEs with BK(Ca)
channels, enabling tight control of cAMP available for channel opening. Contribution of
the channel is prominent at rest and on B-adrenergic stimulation. This coupling is lost
in heart failure.
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heart failure
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Véronique Leblais and Boris Manoury.

Abstract

Aims

Regulation of vascular tone by 3’,5'-cyclic adenosine monophosphate (CAMP) involves many
effectors, including the large conductance, Ca?*-activated, K* (BKca) channels. In arteries,
cAMP is mainly hydrolyzed by type 3 and 4 phosphodiesterases (PDE3, PDE4). Here, we
examined the specific contribution of BKca channels to tone regulation by these PDEs in rat

coronary arteries, and how this is altered in heart failure.
Methods and Results

Concomitant application of PDE3 (cilostamide) and PDE4 (Ro-20-1724) inhibitors increased
BKca single-channel activity in isolated myocytes from rat coronary arteries. Myography was
conducted in isolated, U46619-contracted coronary arteries. Cil or Ro induced a
vasorelaxation that was greatly reduced by iberiotoxin, a BKca channel blocker. Ro and Cil
potentiated the relaxation induced by the B-adrenergic agonist isoprenaline or the adenylyl
cyclase activator L-858051. Iberiotoxin abolished the effect of PDE inhibitors on isoprenaline
but did not on L-858051. In coronary arteries from rats with heart failure induced by aortic
stenosis, iberiotoxin had no more effect on Ro0-20-1724- and cilostamide- induced
vasorelaxations. Expression of the BKca channel a-subunit was lower in heart failure
compared to sham coronary arteries and that of a 70 kDa PDE4B was increased. Proximity
ligation assays demonstrated that PDE3 and PDE4 were localized in the vicinity of the
channel. The [BKca-PDE4B] duplex was less abundant in heart failure.

Conclusion

BKca channels mediate the relaxation of coronary artery induced by PDE3 and PDE4
inhibition. This is achieved by co-localization of both PDEs with BKca channels, enabling tight
control of cAMP available for channel opening. Contribution of the channel is prominent at

rest and on B-adrenergic stimulation. This coupling is lost in heart failure.
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Abstract

Aims

Regulation of vascular tone by 3’,5'-cyclic adenosine monophosphate (CAMP) involves many
effectors, including the large conductance, Ca?*-activated, K* (BKca) channels. In arteries,
CAMP is mainly hydrolyzed by type 3 and 4 phosphodiesterases (PDE3, PDE4). Here, we
examined the specific contribution of BKca channels to tone regulation by these PDEs in rat
coronary arteries, and how this is altered in heart failure.

Methods and Results

Concomitant application of PDE3 (cilostamide) and PDE4 (Ro-20-1724) inhibitors increased
BKca single-channel activity in isolated myocytes from rat coronary arteries. Myography was
conducted in isolated, U46619-contracted coronary arteries. Cil or Ro induced a
vasorelaxation that was greatly reduced by iberiotoxin, a BKca channel blocker. Ro and Cil
potentiated the relaxation induced by the B-adrenergic agonist isoprenaline or the adenylyl
cyclase activator L-858051. Iberiotoxin abolished the effect of PDE inhibitors on isoprenaline
but did not on L-858051. In coronary arteries from rats with heart failure induced by aortic
stenosis, iberiotoxin had no more effect on Ro0-20-1724- and cilostamide- induced
vasorelaxations. Expression of the BKca channel a-subunit was lower in heart failure
compared to sham coronary arteries and that of a 70 kDa PDE4B was increased. Proximity
ligation assays demonstrated that PDE3 and PDE4 were localized in the vicinity of the

channel. The [BKca-PDE4B] duplex was less abundant in heart failure.
Conclusion

BKca channels mediate the relaxation of coronary artery induced by PDE3 and PDE4
inhibition. This is achieved by co-localization of both PDEs with BKca channels, enabling tight
control of cCAMP available for channel opening. Contribution of the channel is prominent at

rest and on B-adrenergic stimulation. This coupling is lost in heart failure.
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Abbreviations

AC: adenylyl cyclase

a-s.u.: a-(pore forming) subunit of the BKca channel
B-AR: beta-adrenergic receptor

BKca: large conductance, Ca?*-activated K* channel
CA: coronary artery

cAMP: 3’, 5’-cyclic adenosine monophosphate
cGMP: 3’, 5’-cyclic guanosine monophosphate

Cil: cilostamide

EPAC: exchange protein directly activated by cAMP
IBTX: iberiotoxin

ISO: isoprenaline

HF: heart failure

LADCA: left anterior descending coronary artery
PDE: cAMP phosphodiesterase

PLA: proximity ligation assay

PKA: protein kinase A

PKG: protein kinase G

PP: patch potential

Ro: Ro-20-1724

RyR: ryanodine receptor

VSMC: vascular smooth muscle cell



Idres et al., BKca-mediated PDE regulation of artery tone

Introduction

Impairment of coronary perfusion is an important feature in cardiac hypertrophy and failure®3.
Abnormal coronary flow in heart failure (HF) may originate from arterial wall remodeling and
vascular rarefaction. In addition, impaired vasoactive signaling, including endothelial-
dependent vasodilatation but also relaxant responses initiated by 3’,5'-cyclic adenosine
monophosphate (CAMP)-elevating agents*®, have been reported in patients with chronic HF?

4 and animal models of HF>7.

Production of cCAMP is achieved by adenylyl cyclase (AC), while its hydrolysis is catalyzed by
cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs). There are 11 described families of PDEs that
encompass 21 genes and a myriad of variants®. PDE3 and PDE4 are classically reported to
contribute for the major part of the Ca?*-independent, cAMP-PDE activity in vascular smooth
muscle cells (VSMCs) from various species® 1. Selective pharmacological inhibition of PDE3
or PDE4 is well known to elevate cAMP concentration in tissue!? ' and to promote relaxation
of VSMCs in various vascular beds, including coronary arteries!*3. This response is
generally considered to be mediated by PKA although cross-activation of PKG* and
stimulation of EPAC*® 17 are also documented. The potential downstream mechanisms that
can be targeted by these pathways are numerous, ranging from Ca?* handling to decrease of

sensitivity to Ca?*4,

Nevertheless, it remains unclear whether PDE3 and PDE4 control evenly cAMP
concentrations in all compartments of VSMCs, or rather work by restricting cAMP in the
vicinity of some patrticular effectors that would be predominant for the relaxing effect evoked
by PDE inhibition. Importantly, evidence gathered by our laboratory and others in various
models suggest that specific PDE subfamilies are non-uniformly localized near discrete
cellular effectors and thus delineate restricted compartments that hinder the spreading of
cAMP®8, According to this paradigm, such a compartmentalization would allow fine tuning of
CcAMP signals, and disorganization of these signaling platforms in disease might jeopardize
cellular homeostasis*®. In blood vessels, the actual existence of tone-regulating signaling
domains that would include PDE3 and PDE4 remains elusive. Although already examined in
the endothelial cells®, the potential tethering of PDE with molecular effectors of the cAMP

pathway has never been investigated in contractile vascular smooth muscle layer.

Large conductance, Ca?*-activated K* (BKca) channels are key regulators of vascular and
non-vascular smooth muscle tone!®2!, Activation of BKca channels by intracellular Ca?* influx
or local and transient Ca?* release from the ryanodine receptor (i.e. Ca?" sparks)?:

repolarizes membrane potential, limiting Ca?" influx through voltage-gated channels and
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hence contraction of the VSMCs. In addition, BKca channels are well documented cellular
effectors of cAMP signaling in VSMCs: i) pharmacological inhibition of BKca channels
reduces the relaxing effect of cCAMP-elevating agents 2 24 ii) the BKca current is enhanced
by such agents, an effect that may either be promoted directly by phosphorylation®®, or
indirectly via potentiation of Ca?* sparks?* 2. Of note, BKca channel activity was reported to
be depressed in several animal models of cardiovascular disorders? including HF?.

Because the BKca channel is a target of the cAMP pathway with pivotal role in regulation of
vasomotricity, we tested the hypothesis that BKca channels are key effectors by which PDE3
and PDE4 control vascular tone. We explored the modalities of such a coupling, and how this
is impacted by the establishment of HF.

Materials and Methods
An expanded detailed version of Materials and Methods is available online.

Animals and surgical procedures

All animal care and experimental procedures conformed to the European Community guiding
principles in the care and use of animals (Directive 2010/63/EU of the European Parliament)
and authorizations to perform animal experiments according to application decrees were
obtained from the French Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (No. D-92-283, 13
December 2012). Aortic stenosis was mimicked in rats under anaesthesia and analgesia, by
placing a stainless steel hemoclip (0.6 mme-internal diameter) on the ascending aorta via
thoracic incision, as previously described?’. Age-matched sham animals underwent the same
procedure without placement of the clip. The surgical procedure was carried out on 3-week-
old rats, under anaesthesia with a ketamine-xylazine mix (75 mg/kg — 10 mg/kg, respectively,
0.3 mL/100g, i.p.). Buprenorphine chlorhydrate (0.2 mL/100g, s.c.) was administered twice
daily for 3 days beginning at the end of the surgery. Operated animals were sactrificed 22

weeks after surgery, using sodium pentobarbital (150 mg/kg, i.p).

Coronary artery isolation and smooth muscle cells preparation

All rats were anesthetized by injection of pentobarbital (150 mg/kg, i.p). The left anterior
descending coronary artery (LADCA, inner diameter 100—300 pm) was carefully isolated and
either freshly used for vascular reactivity, submitted to digestion steps in order to obtain
isolated smooth muscle cells (SMCs) used for patch clamp or in situ immunolabelling, or

immediately frozen for biochemical analysis.
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CcAMP-PDE activity assay

CAMP-PDE activity was measured by a radioenzymatic assay according to the method
reported by Thompson and Appleman?® and adapted to vascular tissue’. Reactions were
carried out with or without inhibitors of PDEs, namely 100 pmol/L IBMX, as a non-selective
PDE inhibitor, 1 umol/L Cil, as a selective PDE3 inhibitor?® and 10 pumol/L Ro, as a selective
PDE4 inhibitor°. IBMX-sensitive PDE activity, PDE3 and PDE4 activities were defined as the
fraction of total activity that was inhibited by corresponding inhibitor.

Vascular reactivity measurement

Assessment of vascular reactivity in response to PDE inhibitors, ion channel inhibitors and
vasorelaxant agonists was conducted in segments of LADCA mounted on a small vessel
myograph (DMT, Aarhus, Denmark), as previously described®'. Chambers were filled with
Krebs solution, bubbled with 95% O, - 5% CO, mixture and warmed at 37°C. Each vessel
was set at an internal circumference corresponding to 90% of the circumference the vessel
would have if submitted to a transmural pressure of 100 mmHg (13.3 kPa). Contractile
capacity was evaluated by challenging the vessels with 80 mmol/L KCI -modified Krebs
solution (K80). Endothelial function was evaluated in all vessels by measurement of the
relaxant effect induced by 1 pmol/L acetylcholine (Ach) following contraction with the
thromboxane A, mimetic U46619. In experiments set out to study the vasorelaxant effect of
PDE inhibition, the rings were contracted with U46619 (0.3-1 umol/L), targeting ~100% of the
amplitude obtained with K80 challenge. Once steady contraction was obtained, 1 pumol/L Cil
was added. To study additional effect of PDE4 inhibition, PDE4 inhibitor Ro (10 pmol/L) was
added on top of Cil. In other vessels, Ro was applied first and Cil was then added on the top.
In other experiments, vasorelaxant agonists were added on U46619-contracted vessels in a
stepwise, cumulative fashion to establish concentration-response curve (CRC). When
addressing the role of ion channels or PDEs in relaxant responses, inhibitors or relevant
vehicle were applied during 15 min before U46619. Contractile responses were expressed in
mN/mm and relaxant responses were expressed in %, relative to the contraction amplitude
obtained with U46619.

Patch clamp

Single channel recording was performed in freshly isolated LADCA SMCs, using either cell-
attached or inside-out configurations of the patch clamp technique®?. Patch pipette had a
resistance of 2-5 MOhm. Cells were allowed to settle 5-10 min on the bottom of a Petri and
covered by of extracellular bath solution®* (mmol/L: KCI 140, MgCl; 10, CaCl, 0.1, Hepes 10,
D-glucose 30, pH=7.2 adjusted with KOH). High K* concentration in the bath was used to

clamp cell membrane potential close to 0 mV. Experiments were conducted at room

6
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temperature (20-23°C). For cell-attached recordings, pipette solution®® contained (mmol/L):
KCl 5, NaCl 110, MgCl, 1, CaCl, 2, Hepes 10, pH=7.4 adjusted with NaOH. In some
experiments, 0.1 pumol/L IBTX was added in the pipette solution. A gigaseal was obtained
and current was recorded at patch potential (PP) of 40 mV. Perfusion with PDE inhibitors
was started after the vehicle (DMSO 0.03%) had been perfused for 2-5 min and channel
activity was stable. Channel activity was analyzed using PClamp 10 (Molecular Devices Inc.,
Sunnyvale, CA, USA) which gave average channel open state activity (NPo,, number of
channels x open probability) and mean unitary current level amplitude. Analysis was
performed over a 0.5 to 5 min period of continuous recording during stable channel activity.
For inside-out recordings, pipette contained (mmol/L): KCI 140, MgCl, 1, CaCl, 0.1, Hepes
10, pH=7.4 adjusted with KOH. Several PP were tested to build up the current-PP

relationship of the conductance detected.

Western Blot analysis

Western blotting was performed as previously described using other vascular tissues’.
Protein samples were prepared in standard loading buffer containing B-mercaptoethanol
2.5% (v/v)) and heated at 95°C for 5 min except for BKca detection. Following primary
antibodies were used: rabbit anti-PDE3A (1/10000; kind gift from Dr. Chen Yan, University of
Rochester Medical Center, NY, USA), anti-PDE4A (1/5000); rabbit anti-PDE4B (1/1000),
anti-PDE4D (1/1000), kind gifts from Dr. Marco Conti (University of California, San Francisco,
CA, USA); and a mouse anti-BKca a-subunit (a-s.u. 1/500; #75-022, purchased from
University of California Davis/NIH. GAPDH was used for normalization. Results were

expressed relatively to the mean expression level in the sham group.

Proximity ligation assay (PLA)

PLA protocol was carried out according to the recommendation of manufacturer (Duolink®
PLA, Sigma-Aldrich, St Quentin-Fallavier, France) using freshly isolated LADCA SMCs
seeded on a coverslip and fixed in 4% paraformaldehyde. Following primary antibodies were
used at the indicated dilutions: above-mentioned anti-BKca a-s.u. (1/300), anti-PDE3A
(1/400), anti-PDE4B (1/100), or a pan-PDE4 (rabbit, 1/100; #PD4-101AP, FabGennix, Frisco,
TX, USA). Preparations were incubated overnight at 4°C with the anti-BKca a-s.u. antibody
and one type of anti-PDE antibody (100 pL). Preparations incubated with only one antibody
were used as negative control. After washing, incubation of relevant secondary antibodies,
ligation and amplification were performed. PLA images were acquired with a laser scanning
confocal microscope (excitation: 554 nm; emission: 579 nm), using similar parameters for all
slides testing a given antibody association. Using the ImageJ 1.50b software all single cell

images corresponding to one given couple of antibodies were converted into 8-bit and

7



Idres et al., BKca-mediated PDE regulation of artery tone

binarized using a common threshold value. Threshold value was set arbitrarily to clearly
discriminate fluorescence puncta from background. Results were expressed as the
percentage of cell area covered by PLA signal. This technique allows to detect co-

localization of proteins in a 40 nm range.

Data and statistical analysis

CRCs obtained for each vessel were fitted with the Hill equation using Prism 7 software
(Graphpad Software, La Jolla, CA, USA) and pharmacological parameters, namely pD» and
maximal effect (Emax), were obtained. Data were expressed as mean = SEM. N represented
the number of rats while n represented the number of cells in electrophysiology and PLA
experiments. Two-group comparisons were performed using non-parametric Mann and
Whitney test, except for paired comparisons that were performed using the Wilcoxon signed-
rank paired test. In comparisons involving more than 2 groups, 1-way ANOVA followed by
Holm-Sidak multiple comparison post-test was used. When comparing the effect of IBTX in
sham and HF animals, 2-way ANOVA was used. Comparison of CRCs was performed using
2-way ANOVA for repeated measures. Values of P<0.05 were considered for statistical

significance.

Results

Characterization of PDE3 and PDE4 activity in rat coronary artery

Because previous studies” *° demonstrated that PDE3 and PDE4 were the most abundant
cAMP-PDEs in vasculature, we first verified their respective contributions in rat left anterior
descending coronary artery (LADCA). Total cAMP-hydrolyzing activity amounted to 7611
pmol/min/mg (N=7 with tissue collected from 23 rats). Selective PDE3 inhibitor, cilostamide
(Cil, 1 pmol/L)®, and selective PDE4 inhibitor, Ro-20-1724 (Ro, 10 pmol/L)%*, inhibited
55+5% and 33+2% of the total PDE activity, respectively (N=5-6). In comparison, the non-
selective PDE inhibitor, IBMX (100 umol/L) decreased the total PDE activity by 91+3% (N=4).
These results confirm that PDE3 and PDE4 are the main contributors to cAMP hydrolysis in
rat LADCA.

BKca channels largely contribute to vasorelaxation induced by PDE3 and PDE4
inhibition
To address whether vasoactive effects of PDE3 and PDE4 inhibition are mediated by BKca

channels, we applied Ro or Cil on rat LADCA mounted on a wire-myograph and contracted

with U46619 (a thromboxane A; receptor agonist, 0.3-1 pmol/L), in the presence or absence
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of IBTX (0.1 pmol/L), a selective BKca channel inhibitor®4. Figure 1 shows that Cil and Ro
relaxed contracted LADCA on average by 43+13% and 24+6%, respectively. Both Ro and Cil
effects were greatly blunted by IBTX. Furthermore, joint addition of Cil and Ro induced a
synergistic relaxation which was still significantly decreased by =50% upon IBTX
pretreatment. These results provided evidence that, in rat LADCA, the vasorelaxant effect of
PDES3 or PDE4 inhibitors involves activation of BKca channels. In contrast, neither 1 mmol/L
4-AP, a broad inhibitor of K, channels, nor the Karer channel blocker glibenclamide (10
pmol/L) affected the relaxant effect promoted by combined Cil and Ro (Suppl. Figure IA).
These data suggest that the relaxing effects of Ro and Cil in rat LDCA require specific
activity of BKca channel. Also, IBTX was still as effective in inhibiting relaxant response to
combined Ro and Cil in LADCA rings where the endothelium had been voluntarily
deteriorated (Suppl. Figure IB), showing that the coupling between PDE3/4 and BKca channel
take place in the smooth muscle layer and is not influenced by endothelium-derived

components.

Ca?" sparks can activate BKca channels and regulate smooth muscle tone??. Thus, to
address the relevance of this pathway in the relaxant effect of PDE3/4 inhibition in rat
LADCA, we repeated the above protocol using high concentration of ryanodine (30 umol/L)
to prevent Ca?* release from internal stores via the ryanodine receptor (RyR) (Suppl. Figure
IA). We found that, in contrast to IBTX, ryanodine did not significantly alter the relaxant
responses induced by Cil and Ro. This indicates that BKca channel regulation by Ca?* sparks
is not a prominent mechanism in the relaxation induced by PDE3/4 inhibitors in rat LADCA.

Simultaneous inhibition of PDE3 and PDE4 increased single BKca channel activity

In order to verify whether PDE3 and PDE4 control the activity of BKca channels, we
examined the effect of inhibition of PDE3 or PDE4 on single BKca channel activity in freshly
isolated LADCA SMCs. Using inside-out patches in symmetrical [K*] and bath with high
[Ca?] (0.1 mmol/L), a unitary conductance of 221 pS was measured, consistent with
properties of BKca channel in VSMCs (Suppl. Figure IIA). Using the cell-attached
configuration of the patch-clamp technique and physiological K* gradient, single channel
activity was observed in most membrane patches and was dramatically silenced when
pipette solution contained IBTX (Suppl. Figure 1IB), strongly supporting that this conductance
was carried by BKca channels. Average unitary current amounted to 5.0+0.4 pA, at a patch
potential (PP) of 40 mV, and the channel open state probability NP, averaged to 0.019+0.006
(n=34), consistent with other reports in similar conditions'®. Figure 2 shows the effects of
PDE3 and PDE4 inhibition on channel activity in cell-attached patches. Ro clearly increased

NP, (i.e. >1.5-fold) only in 1 out of 6 patches, while this was observed in 2 out of 6 patches
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with Cil. Overall NP, was not significantly changed when cells were perfused with Cil or Ro
alone. However, simultaneous perfusion with Ro and Cil significantly increased NP,
(increase in 8 out of 11 patches). Thus BKca channel activity can be regulated by PDE3 and
PDEA4.

BKca channels participate in the potentiating effect of PDE3 and PDE4 inhibitors on

the vasorelaxation induced by B-adrenergic or AC stimulation

So far, we have shown that BKca channels are key players in the relaxing effect of PDE
inhibitors on rat LADCA rings under resting cAMP level. In order to investigate the relevance
of this phenomenon under stimulation of the cAMP pathway, the response of LADCA to
isoprenaline (ISO), a B-adrenergic receptor (B-AR) agonist, was examined. ISO induced a
concentration-dependent relaxation of LADCA rings (pD2=7.7£0.1, Emax=90£4%, Figure 3A).
Both PDE4 and PDE3 inhibition shifted the concentration-response curve of ISO to the left
and increased its pD; value to 8.31£0.1 and 8.2+0.1, respectively (P<0.01 for both), indicating
a potentiating effect (Figure 3A and C). Pretreatment with IBTX reduced the Emax Of ISO
response to 54+4% (P<0.001) but not its pD; (7.6+0.1; Figure 3B and D). Interestingly, Ro
had no effect on ISO response in the presence of IBTX (Figure 3B). Cil still slightly left-
shifted 1SO response although the two CRCs were not significantly different (Figure 3D).
These results indicate that BKca channels are important effectors of the (-adrenergic
vasorelaxation. They further highlight a key role of BKca channels in mediating the

potentiating effect of PDE4 inhibition and PDES3 inhibition on this 3-adrenergic response.

We also studied the effects of PDE3 and PDE4 inhibition on the response to a direct AC
activator, L-858051 (L-85, a hydrophilic forskolin analog). L-85 induced a concentration-
dependent relaxation (pD»=6.5+0.1) which was potentiated by Ro and Cil (pD>=7.1+0.1,
P<0.001, and 6.8+0.1, P<0.05, respectively; Figure 3E and G). IBTX hampered the response
to L-85, by decreasing its pD- value to 5.9+0.1 (P<0.001; Figure 3F and H). Interestingly, Cil
and Ro still potentiated L-85 response in the presence of IBTX (Figure 3F and H). These
data indicate that the potentiating effect of PDE3/4 inhibitors on the vasorelaxant response to

direct AC stimulation does not require functional BKca channels.

The coupling of BKca channels with PDE3 and PDE4 is functionally absent in HF
LADCA

We then explored whether the above-described coupling between BKca channels and
PDE3/4 is altered in HF situation, by using a rat model of chronic cardiac pressure overload,
inducing left ventricular hypertrophy with major cardiac dysfunction’. Heart and lung weights
were dramatically increased in 25-week-old rats with aortic stenosis compared to sham-

operated rats, confirming that congestive HF was established in this group (Suppl. Figure III).
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LADCA isolated from HF rats (HF-LADCA) showed decreased contractile capacity to both
K80 and U46619 (1 pmol/L), compared to LADCA isolated from sham rats (Suppl. Figure
IVA). Moreover, HF-LADCA displayed a significant reduction of the relaxant effect of Ach, an
archetypical endothelium-mediated response, in comparison with sham (Suppl. Figure 1VB).
Thus HF-LADCA are characterized by an alteration of their contractile capacity,
accompanied by signs of endothelial dysfunction.

As shown above in younger rats, Ro and Cil relaxed sham-LADCA and these effects were
prevented by IBTX (Figure 4). By contrast, the relaxant response to Ro was much smaller in
HF-LADCA and not affected by IBTX (Figure 4A). Interestingly, Cil evoked a robust
relaxation in HF-LADCA but this was insensitive to IBTX (Figure 4B). Furthermore, upon
simultaneous application of Ro and Cil, synergistic relaxant responses were observed in both
HF- and sham-LADCA but the response was depressed by IBTX in sham-LADCA only
(Figure 4C). Therefore, contribution of BKca channel to the relaxing effect of PDE3/4
inhibition is lost in HF-LADCA.

Expression level of BKcaa-subunit, PDE3 and PDE4 in HF-LADCA

In order to provide a molecular basis that would explain this last result, we then sought to
characterize the expressions of BKca channel and PDE3/4 in sham- and HF-LADCA (Figure
5). The pore-forming a-subunit (a-s.u.) of the BKca channel was about half-decreased in HF-
compared to sham-LADCA (Figure 5A). Quantification of PDE3A, PDE4A and PDE4D did
not reveal significant difference between HF and sham (Figure 5B, C and E). In contrast, a
robust, significant 4-fold increase in the amount of a 70 kDa PDE4B isoform was found in
HF- compared to sham-LADCA (Figure 5D).

Proximity between PDE3/4 isoforms and BKc, channels

In order to reveal whether PDE isoforms localize in the vicinity of BKca channels, experiments
using PLA were performed in SMCs freshly isolated from either HF- or sham-LADCA. In
sham-LADCA SMCs, PLA signals were detected by using the antibody against the a-s.u. of
the BKca channel associated with either a PDE3A antibody, a pan-specific PDE4 antibody
(documented to detect PDE4A and PDE4D isoforms) or a PDE4B antibody (Figure 6).
Controls incubated with only one of these antibodies showed no signal except for the pan-
specific PDE4 antibody (Suppl. Figure V). However, this signal was considered to be
negligible compared to the signal obtained by coupling with anti-BKca antibody. Quantification
revealed a significant decrease of the [BKca-PDE4B] PLA duplexes in HF-LADCA cells, while

other configurations showed no significant change (Figure 6).
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Discussion

Here, we addressed the extent and modalities of the contribution of BKca channels in
mediating the vasodilating properties of PDE3 and PDE4 inhibitors. This was performed
using rat epicardial arteries isolated from either healthy rats or animals with severe HF. We
report novel findings: (i) The existence of a signalosome involving PDE3/4 and BKca
channels is supported by PLA data that revealed in situ spatial proximity between PDE
isoforms and the channel within a 40 nm range. (i) PDE3 and PDE4 control BKca channel
activity. (iii) The relative contribution of BKca channel to the relaxing effects of selective PDE
inhibitors depends on the mode of cAMP production. (iv) Inhibition of the RyR did not affect
the relaxant responses to PDE3 or PDE4 inhibition. (v) In a HF model, the contribution of
BKca channel to the regulation of coronary tone by PDE3 and PDE4 disappeared, although
PDE3 and PDE4 inhibitors were still able to relax the vessels. This was associated with
decreased expression of BKca channel a-s.u. and less abundant BKca channel interactions
with PDE4B. Altogether, these data provide new insights on how regulation of a specific
cAMP effector by PDESs translates into fine-tuning of the vascular tone. Moreover, our study
provides an unprecedented observation of an altered coupling between vascular PDEs and a

CAMP effector, namely the BKca channel, in a cardiovascular disorder.

Effects obtained with PDE3 and PDE4 inhibitors at selective concentrations?® 3¢ were overall
consistent with previous data obtained in various vascular beds” ® 13 35 Using selective
block with IBTX, we demonstrated that vasorelaxation by PDE3 or PDE4 inhibition in rat
LDCA mostly depended on BKca channel activity. Few studies formerly explored such
participation of BKca channels in the relaxation evoked by PDE3/4 inhibition in other vascular
beds from different species. Regarding PDE3 inhibition, BKca inhibitors showed either no or
little effect in human or guinea-pig pulmonary artery (PA), respectively®® *’. In line with our
study, Li et al.® reported that relaxation of rabbit aorta by cilostazol, a PDE3 inhibitor, was
almost suppressed by the BKca channel blocker paxilline. Considering PDE4 inhibition, a
couple of reports mentioned that the relaxant effect of rolipram was only partially inhibited by
BKca inhibitors in human PA3¢ and porcine coronary artery!!, suggesting that the relative

contribution of BKca channels varies among vascular beds and species.

We found that in rat LADCA SMCs, simultaneous PDE3 and PDE4 inhibition induced a clear
stimulation of BKca single-channel activity. However, using PDE3 or PDE4 inhibitors alone
was not sufficient to increase NP,. Cilostazol was recently reported to stimulate channel
activity in rabbit aortic SMCs®. However, a high concentration was used (10 umol/L) so that
the effect may also be attributed to other PDES, such as PDE5?°. Thus inhibition of a single

PDE may not be sufficient for detectable increase of channel activity, most likely because of
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a low basal rate of cAMP production in isolated myocytes which leads to only small or
sporadic rise in CAMP concentration. At the level of the organ, however, addition of these

events may sum up to generate macroscopic relaxation.

In line with earlier work focusing on other vascular beds!® %, our data in coronary artery show
that inhibitors of PDE3 and PDE4 potentiate the relaxant responses to ISO, a receptor-
mediated cAMP-elevating agent, and L-85, a direct AC activator. Besides, responses to
these stimulators were inhibited by IBTX, an observation consistent with previous studies?.
Interestingly, BKca channels appeared pivotal in the effects of PDE3/4 inhibitors on [3-
adrenergic response, but not when AC was directly stimulated. This may be explained by the
existence of signaling domains including PDE3/4, BKca channel and B-AR. A signalosome
involving BKca channels, B-AR, L-type Ca?* channels and the scaffolding protein
AKAP79/150, was previously characterized in VSMCs®*. In other cell types, PDE3 and/or
PDE4 were often detected in such macromolecular complexes®®. Hence, we took advantage
of the novel PLA technique to show that PDE3 and PDE4 isoforms are localized in the
vicinity of BKca channels in LADCA SMCs. It may then be hypothesized that the PDE3 and
PDE4 enzymes regulating BKca channels exclusively control arterial tone at low level of
cAMP production and on B-AR stimulation. Upon direct AC stimulation, however, PDE3 and
PDE4 tethered to other effectors in other domains would be increasingly engaged in
controlling the “flood” of diffusing cAMP from the submembrane compartment. This would

make the “IBTX-resistant” contribution more apparent upon the application of PDE inhibitors.

Since recent studies in bladder SMCs showed that PDE4 inhibition elevated BKca activity by
stimulating Ca?* release®* %1, it was of interest to address whether this coupling was relevant
in vascular SMCs. Our data did not support a major role of such a mechanism in the
vasorelaxant effects of Cil and Ro in unstimulated conditions. This implies that Ca*

participating to BKca activation may rather originate from Ca?* influx?:.

Importantly, by clear contrast with age-matched sham animals, BKca channels did not
mediate the relaxant effect of PDE3 and PDE4 inhibitors in arteries from HF rat. This
indicates that the relaxation was mediated by other mechanisms than BKca channels
activation, which may include action on other ion channels, increased Ca?* pumping,
decreased Ca?*-sensitivity of the myosin light chain phosphorylation, or uncoupling of
contractile machinery**. A straightforward explanation would be that collapse of the IBTX-
sensitive contribution was a direct consequence of the decrease of the amount of BKca
channel a-s.u. observed in HF-LADCA. Such a down-regulation of BKca channel expression
was previously described in mesenteric arteries from mice which developed HF following

myocardial infarction?® and in other models of cardiovascular disorders?® and was generally
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associated with a reduced amount of the channel a- and/or B-s.u. Data in coronary artery,

however, are scarce: a study reported no alteration of channel expression in a rat with
cardiac hypertrophy following injection of 1SO*2. In the latter work, however, animals
presented only mild remodeling, whereas the rats studied here were submitted to chronically
elevated afterload and displayed dramatic cardiac hypertrophy and lung congestion.

In parallel with decreased amount of BKca a-s.u. in HF-LADCAS, a marked increase of a =70
kDa PDE4B isoform was detected. Interestingly, this isoform was also found to be up-
regulated in aorta using the same model’. In spite of the increase in PDE4B expression, we
found a 50% decrease in the [BKca-PDE4B] duplex signal in HF which was consistent with
the equivalent diminution of the BKca a-s.u. content, and suggests that BKca a-s.u. is the
limiting partner for the building of the PLA duplex. The signal for [BKca-PDE3A] duplex was,
however, not decreased. Absence of observable coupling between PDE3 and BKca in HF-
LADCA rings may be rather explained by exacerbated PDE3 activities toward other effectors

than BKca channel in other subcellular signalosomes that remain to be characterized.

In conclusion, this study identifies cAMP-PDE-BKca channel coupling as a key signaling
pathway for fine tuning of vascular tone. Our results demonstrate that the contribution of this
mechanism to global tone regulation by PDEs varies depending on the level of cAMP
stimulation and in pathophysiological context of HF. Levels of expression BKca channel and
PDEA4B, and, additionally, interaction between both proteins may appear to be particularly
impacted by the installation of HF. Further studies are needed to delineate the structural
determinants of cyclic nucleotide compartmentation among various effectors in the vascular

smooth muscle and how they are modified in disease.
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Figure Legends
Figure 1. BK ., channel inhibition inhibited the relaxant effect of cAMP-PDE inhibitors

in rat LADCA. Selective PDE4 inhibitor (Ro, 10 umol/L), or PDE3 inhibitor (Cil, 1 pumol/L), or
both inhibitors were applied on LADCA rings contracted with U46619 (U46, 0.3-1 pumol/L) in
the presence of BK_, channel inhibitor IBTX (0.1 pmol/L) or relevant vehicle (Control). A:
Examples of traces obtained in the absence (Control, left-hand side) or in the presence of
IBTX (right-hand side). B: Scatter plot showing individual data points and mean relaxation +
SEM, in percentage of initial contraction. (+): IBTX; (-): Control. N=8-10. **; P<0.01, ***
P<0.001 (Mann and Whitney test).

Figure 2. Ro together with Cil increased BK_, single-channel activity in LADCA SMCs.
Both inhibitors had no significant effect on NP when used alone. A: a, b, and ¢ show 3
independent recordings at PP=40 mV, before (Control) and during simultaneous perfusion of

Ro and Cil. B: Individual (grey) and mean + SEM (black) data of n=6-11 cells from N=5-7
rats. NP_ is expressed relative to mean values of Control. *: P<0.05 vs. Control (Wilcoxon

signed-rank test).

Figure 3. Effect of PDE4 or PDE3 inhibition on concentration-response curves to
isoprenaline or L-858051 in LADCA rings. PDE4 (Ro: A, B, E, F) or PDE3 (Cil: C, D, G, H)
inhibition was tested on concentration-response curves to isoprenaline (ISO, A-D) or L-
858051 (L-85, E-H) in LADCA rings incubated with IBTX (right panels), or relevant vehicle
(left panels). In the right panels (B, D, F, H), dashed line represents the concentration-
response curve fit from control data. N=6-14. ***: P<0.001 (2-way ANOVA for repeated

measures).

Figure 4. BK_, channel inhibition has no effect on the relaxant effect of PDE3/4

inhibitors in HF-LADCA. PDE4 inhibitor (A, Ro), PDE3 inhibitor (B, Cil) or both inhibitors
(C) were applied on contracted LADCA rings from sham and HF rats in the presence of IBTX
(+) or vehicle (-). Scatter plot showing individual data points and mean relaxation + SEM, in
percentage of initial contraction. N=4-7. *: P<0.05, **: P<0.01 (2-way ANOVA followed by
Holm-Sidak test).

Figure 5. Expression of BK__ and PDE proteins in sham and HF rat LADCA. Expression
of BK,, a-s.u. (A), PDE3A, PDE4A, PDE4B and PDE4D (B, from left to right, respectively)

proteins in LADCA isolated from sham (empty circles in C) or HF (filled circles) rats. A (left
panel) and B show representative immunoblot obtained for the proteins and matching

GAPDH signal. Arrows indicate the bands that were quantified. A (right panel) and C show
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individual data and mean + SEM from quantification, normalized to GAPDH, relative to the

mean expression level in sham group. N=5 for BK ., a-s.u., PDE3A and PDE4B; and N=3 for

PDE4A and PDE4D. **: P<0.01 (Mann and Whitney test).

Figure 6. Evidence for PDE3/4-BK _, a-subunit duplexes. PLA using an antibody against
BK,, a-subunit duplexed with anti-PDE3A (A), anti-PDE4 (pan specific, B) and anti-PDE4B

antibodies (C) in sham- (images in upper panel, empty circles in scatter plot) or HF- (images
in middle panel, filled circles) LADCA SMCs. Representative images are shown. Scale bar: 5
pm. Inset show transmitted light image. Plots in lower panels show respective quantifications
of PLA signal (individual data and mean + SEM) of n=12-84 cells from 2-3 rats. *: P<0.05
(Mann and Whitney test).
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Figure 1. BK, channel inhibition inhibited the relaxant effect of cAMP-PDE inhibitors in rat
LADCA. Selective PDE4 inhibitor (Ro, 10 pmol/L), or PDE3 inhibitor (Cil, 1 pmol/L), or both
inhibitors (Ro + Cil) were applied on LADCA rings contracted with U46619 (U46, 0.3-1 pumol/L) in
the presence of BK, channel inhibitor IBTX (0.1 pmol/L) or relevant vehicle (Control). A: Examples
of traces obtained in the absence (Control, left-hand side) or in the presence of IBTX (right-hand
side). B: Scatter plot showing individual data points and mean relaxation + SEM, in percentage of
initial contraction. (+): IBTX; (-): Control. N=8-10. **; P<0.01, ***: P<0.001 (Mann and Whitney test).
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Figure 2. Ro together with Cil increased BK, single-channel activity in LADCA SMCs. Both
inhibitors had no significant effect on NP, when used alone. A: a, b, and ¢ show 3 independent
recordings at PP=40 mV, before (Control) and during simultaneous perfusion of Ro and Cil. B:
Individual (grey) and mean (black) data of n=6-11 cells from N=5-7 rats. NP, is expressed relative

to mean values of Control. *: P<0.05 vs. Control (Wilcoxon signed-rank test).



Figure 3

o
1

Relaxation (%)
a
o

1001
-10 -8 -6 -4

Relaxation (%)
n
o

control
- Cil

Log ([L85], mol/L)

o
1

100 1

.........

4 IBTX
-4 Cil +IBTX

o B . + IBTX
c <
ic—U‘ 50 ........... % 50
3 3
k3 -o- control D - IBTX
® |e Ro & - Ro +IBTX
100 T T 100 T T T T
-10 -8 -6 -4 -10 -8 -6 -4
ISO Log ([ISO], mol/L) Log ([ISO], mol/L)
o D + IBTX
5 5
5 s 5
= I W vt 2 50
3 3
E -0- control E - IBTX
-o- Cil = Cil +IBTX
100 T T 100 T T T ]
-10 -8 -6 -4 -10 -8 -6 -4
Log ([ISO], mol/L) Log ([ISO], mol/L)
o Fooool + IBTX
c fe
2 S
% 50 2 50
s |\ L, 3
T I ek T
o -o- control o - IBTX
1001 - Ro 1001 - Ro +IBTX
10 8 6 I} -10 -8 -6 -4
Log ([L85]), mol/L) Log ([L85]), mol/L)
L-85 [L85]
= H + IBTX

-10 8 6

Log ([L85], mol/L)

-4

Figure 3. Effect of PDE4 or PDE3 inhibition on concentration-response curves to isoprenaline
or L-858051 in LADCA rings. PDE4 (Ro: A, B, E, F) or PDE3 (Cil: C, D, G, H) inhibition was tested

on concentration-response curves to isoprenaline (ISO, A-D) or L-858051 (L-85, E-H) in LADCA rings

incubated with IBTX, in the right panels, or relevant vehicle, in the left panels. In the right panels (B,

D, F, H), dashed line represents the concentration-response curve fit from control data. N=6-14. ***
P<0.001 (2-way ANOVA for repeated measures).
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Figure 4. BK, channel inhibition has no effect on the relaxant effect of PDE3/4 inhibitors in
HF-LADCA. PDE4 inhibitor (A, Ro), PDE3 inhibitor (B, Cil) or both inhibitors (C) were applied on
contracted LADCA rings from sham and HF rats in the presence of IBTX (+) or vehicle (-). Scatter plot
showing individual data points and mean relaxation £ SEM, in percentage of initial contraction. N=4-7.
*: P<0.05, **: P<0.01 (2-way ANOVA followed by Holm-Sidak test).
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Figure 5. Expression of BK, and PDE proteins in sham and HF rat LADCA. Expression of BK,
a-s.u. (A), PDE3A, PDE4A, PDE4B and PDE4D (B, from left to right, respectively) proteins in
LADCA isolated from sham (empty circles in C) or HF (filled circles) rats. A (left panel) and B show
representative immunoblot obtained for the proteins and matching GAPDH signal. Arrows indicate
the bands that were quantified. A (right panel) and C show individual data and mean + SEM from
guantification, normalized to GAPDH, relative to the mean expression level in sham group. N=5 for
BKc, a-s.u., PDE3A and PDE4B; and N=3 for PDE4A and PDE4D. **: P<0.01 (Mann and Whitney
test).
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Figure 6. Evidence for PDE3/4-BK , a-subunit duplexes. PLA using an antibody against BK,
a-subunit duplexed with anti-PDE3A (A), anti-PDE4 (pan specific, B) and anti-PDE4B antibodies
(C) in sham- (images in upper panel, empty circles in scatter plot) or HF- (images in middle panel,
filled circles) LADCA SMCs. Representative images are shown. Scale bar: 5 um. Inset show
transmitted light image. Plots in lower panels show respective quantifications of PLA signal

(individual data and mean + SEM) of n=12-84 cells from 2-3 rats. *; P<0.05 (Mann and Whitney
test).



Supplementary Material - Detailed Material and Methods Click here to download Supplementary Material - Other Idres =
et al., Detailed Material and Methods.doc

Idres et al., Detailed Material and Methods

Detailed Material and Methods

Animals and surgical procedures

All animal care and experimental procedures conformed to the European Community guiding
principles in the care and use of animals (Directive 2010/63/EU of the European Parliament)
and authorizations to perform animal experiments according to application decrees were
obtained from the French Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (No. D-92-283, 13
December 2012). A total of 164 rats were used in the experiments described here. This
included 8-12-week-old, male Wistar rats that were used for basic physiological exploration.
In addition, 21 rats with HF sacrificed 22 weeks after surgical stenosis of the ascending aorta
were used. The surgical procedure was carried out on 3-week-old rats, under anaesthesia
with a ketamine-xylazine mix (75 mg/kg — 10 mg/kg, respectively, 0.3 mL/100g, i.p.). Aortic
stenosis was mimicked by placing a stainless steel hemoclip (0.6 mm-internal diameter) on
the ascending aorta via thoracic incision, as previously described®. Also, 21 age-matched
control animals underwent the same procedure without placement of the clip. Buprenorphine
chlorhydrate (0.2 mL/100g, s.c.) was administered twice daily for 3 days beginning at the end

of the surgery.

Materials

Cilostamide (Cil) was purchased from Tocris Bioscience (Bristol, UK) and Ro-20-1724 (Ro)
from Calbiochem (Merck Chemicals Ltd, Nottingham, UK). 3-isobutyl-1-methylxanthine
(IBMX), acetylcholine (ACh), isoprenaline (ISO) phentolamine, trypsin inhibitor (T6522),
bovine serum albumin, dithiothreitol (DTT) and snake venom from Crotalus atrox were
supplied by Sigma Aldrich (Saint Quentin-Fallavier, France). Iberiotoxin (IBTX), a selective
blocker of BKca channels?, was bought from Latoxan (Valence, France) or Smartox
Biotechnologie (Saint Martin d’Héres, France), ryanodine from Alomone (Jerusalem, Israel),
U46619 from Interchim (Montlugon, France) and L-858051 (L-85) from Enzo Life Science
(Villeurbanne, France). Ro, Cil, and ryanodine were dissolved in dimethylsulfoxyde (DMSO).

Final concentration of DMSO usually did not exceed 0.03%, except for experiments using

odine where maximal DMSO amounted to 0.33%. ISO was prepared in ascorbic acid (1%).
Other pharmacological agents were dissolved in water. For each given experiment, amounts
of vehicle (water or DMSO) were matched in all groups studied. The following enzymes were
used for tissue digestion: papain (Sigma Aldrich, P4762), collagenase H (Roche, 1074032 or
Sigma Aldrich, C7926). All salts for solutions were from Sigma-Aldrich or Euromedex

(Souffelweyersheim, France)
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Coronary artery isolation and smooth muscle cells preparation

Rats were anesthetized by injection of pentobarbital (150 mg/kg, i.p.). The heart was quickly
isolated and placed in an ice-cold “Krebs” solution of following composition (in mmol/L): NaCl
119, KCI 4.7, CaClx(H20)2 2.5, MgSO04(H20)7 1.2, KH2PO4 1.2, glucose 11, NaHCO3 25,
bubbled with 95% O, and 5% CO: to maintain pH at 7.4. The heart was then pinned in a
Sylgard®-coated dish filled with Krebs solution and the ventricle was carefully dissected to
isolate the left anterior descending coronary artery (LADCA, inner diameter 100-300 pum).
Dissecting solution was renewed every 10-15 min with cold, bubbled solution. Collected
tissue was then frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C, or freshly processed, according
to the following relevant protocols.

For isometric tension measurements, LADCA was cut into small segments of (0.5-2 mm

length and mounted on a wire myograph (see relevant section below).

Isolated smooth muscle cells were obtained as described previously?, with some minor
modifications. Briefly, LADCA was placed into ice-cold dissociation medium (DM) composed
of (in mmol/L): NaCl 110, KCI 5, Hepes 10, KH2PO, 0.5, NaHCO3 0.5, taurine 10, EDTA 0.5,
Glucose 10, CacCl; 0.2, MgCl, 2, pH~7. Then tissue was incubated in papain 1.5 mg/mL in
DM for 1 h, then during 6 min at 37°C in the presence of DTT (1 mg/mL) under gentle
agitation. LADCA was then transferred in DM mixture containing collagenase (1.6 mg/mL)
and trypsin inhibitor (1.6 mg/mL) and further incubated at 37°C for 4 min. Tissue was then
washed 3 times with ice-cold DM and gently triturated using a blunt Pasteur pipette to obtain
relaxed, spindle-shaped SMCs. Undigested tissue was discarded, cells were centrifugated
(200 g, 4°C, 5 min), re-suspended in 0.5 mL DM and kept on ice. For patch-clamp
experiments, a similar protocol was used except that only 13 min papain digestion step was
performed in DTT and bovine serum albumin (1 mg/mL). Cells were used within 7 h following

digestion.

CAMP-PDE activity assay

cAMP-PDE activity was measured by a two-step radioenzymatic assay according to the
method reported by Thompson and Appleman®. Frozen LADCA were homogenized in lysis
buffer containing Hepes 20 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, NP-40 0.5% and
microcystin 1 pmol/L. During the first step, protein extracts (10 pg) were incubated in a mix
containing 10 mmol/L Tris-HCI (pH=8), 10 mmol/L MgCl,, 5 mmol/L B-mercaptoethanol, 1
umol/L cAMP (Sigma Aldrich), and 10° cpm of [®H]-cAMP (PerkinElmer) for 25 min at 33°C.
The reaction was performed in a final volume of 200 pL and allowed the cAMP hydrolysis by
PDEs into 5’-adenosine monophosphate. The reaction was stopped by addition of 200 pL of
“stop” solution (Tris-HCI 40 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, pH=8) and boiling during 1 min. In the

2
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second step, an excess of 5’-nucleotidase (snake venom from Crotalus atrox, 1 mg/mL) was
incubated with samples (20 min, 33°C) to convert 5 adenosine monophosphate into
adenosine. The enzymatic reaction products were separated by anion-exchange
chromatography using 1 mL of AG1-X8 resin (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and
guantified by scintillation counter. Reactions were carried out with or without inhibitors of
PDEs, namely 100 umol/L IBMX, as a non-selective PDE inhibitor, 1 umol/L Cil, as a
selective PDE3 inhibitor® and 10 pmol/L Ro, as a selective PDE4 inhibitor®. IBMX-sensitive
PDE activity, PDE3 and PDE4 activities were defined as the fraction of total activity that was
sensitive to corresponding inhibitor.

Vascular reactivity measurement

Each small segment of LADCA was mounted in the chamber of a small vessel myograph
(620 M, Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Denmark) using 25 pm tungsten wire, as
previously described’. Chambers were filled with Krebs solution, bubbled with 95% O, - 5%
CO; mixture and warmed at 37°C. Data were digitized using a Powerlab 8/30 (AD
Instruments, Paris, France) and acquired using the Labchart7 software (AD Instruments).
Vessels underwent a normalization procedure which consisted in stretching the vessels
stepwise to construct tension-circumference relationship. Rings were eventually set at an
internal circumference corresponding to 90% of the circumference the vessel would have if
submitted to a transmural pressure of 100 mmHg (13.3 kPa). After an equilibration period of
45-60 min, contractile capacity of the vessels was evaluated by challenging them with a
modified Krebs solution containing 80 mmol/L KCI with equimolar substitution of NaCl. This
depolarizing solution (K80) normally evoked robust contraction, and was left for 5 min. Then
chambers were washed with a “Ca?*-free” modified-Krebs solution, containing no Ca?* and
supplemented with 0.1 mmol/L EGTA (Sigma-Aldrich), until the vessel was full relaxed and
tension was stabilized. This allowed to suppress possible constitutive tone that would
otherwise mask the minimum tension level. Then, normal Krebs solution was added for 5
min, “Ca?-free” modified-Krebs solution was subsequently added for 3 min and K80
challenge was repeated. After an additional series of washes, the vessels were bathed in
Krebs and used for various pharmacological protocols: (i) Endothelial function was evaluated
in all vessels by measurement of the relaxant effect induced by 1 umol/L ACh following
contraction of the vessels with the thromboxane A, mimetic U46619 (0.3-1 pmol/L), to reach
~100% of the amplitude obtained with the second K80 challenge. In experiments involving
young adult rats, vessels contracting less than 1 mN/mm to challenge with K80, or relaxing
less than 50% to ACh were excluded. (ii) In experiments set out to study the vasorelaxant
effect of PDE3 inhibition, the rings were contracted with U46619. Once stabilized contraction

was obtained, 1 pmol/L Cil (a concentration selective for PDE3 inhibition®) was added. To
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study additional effect of PDE4 inhibition, PDE4 inhibitor Ro (10 pmol/L)® was added on top
of Cil. In other vessels, Ro was applied first and Cil was then added on the top. Data
mentioned as “Cil + Ro” represented pooled data obtained using both sequences of
compound addition. When addressing the role of ion channels in the relaxant effect of PDE
inhibitors, inhibitors or relevant vehicle were applied during 15 min before contracting the
vessels. (iii) In other experiments, vasorelaxant agonists (ACh, 1SO, L-85) were added on
U46619-contracted vessels in a stepwise, cumulative fashion to establish concentration-
response curve (CRC). ISO was added in the presence of the a-adrenergic receptor
antagonist phentolamine (10 M). Again, when relevant, Cil, Ro or IBTX were added at least
15 min before contraction. Contractile responses were expressed in mN/mm and relaxant
responses were expressed in %, relative to the contraction amplitude obtained with U46619.
Tension level at the end of the last “Ca?*-free” challenge was considered to be the minimal

tension from which amplitude of the response was calculated.

Patch clamp

Single channel recording was performed in freshly isolated LADCA myocytes, using either
cell-attached or inside-out configurations of the patch clamp technique®. Patch pipette, made
from glass capillaries (Vitrex Medical A/S, Herlev, Denmark) pulled using a DMZ-universal
puller (Zeitz-Instruments Vertriebs GmbH, Martinsried, Germany), had resistance of 2-5
MOhm. Cells suspended in =50 uL DM were allowed to settle 5-10 min on the bottom of a
Petri dish and then gently covered by ~3 mL of extracellular bath solution® (in mmol/L: KCI
140, MgCl; 10, CaCl, 0.1, Hepes 10, D-glucose 30, pH=7.2). High K* concentration in the
bath was used to bring cell membrane potential close to 0 mV and therefore to better control

the patch membrane potential. Experiments were conducted at room temperature (20-23°C).

For cell-attached recordings, pipette solution® contained (in mmol/L): KCI 5, NaCl 110, MgCl,
1, CaCl, 2, Hepes 10, pH=7.4 adjusted with NaOH. In some experiments, 0.1 pmol/L IBTX
was added in the pipette solution. Generation of voltage commands and current acquisition
were performed with Clampex (PClamp 10, Molecular Devices Inc.) through a Digidata
1440A and an Axopatch 200B amplifier (Axon CNS, Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA,
USA). A gigaseal was obtained and current was recorded at patch potential (PP) of 40 mV
(where PP= - applied voltage, due to the inverted output polarity in this configuration).
Current was digitized at 10 kHz, filtered at 5 kHz (low pass Bessel filter). Different
combinations of PDE inhibitors diluted in the bath solution were directly perfused over the
cell using multiple pipes fused to a single manifold outlet. Perfusion with PDE inhibitor was
started after the vehicle (DMSO 0.03%) had been perfused for 2-5 min and channel activity

was stable. For analysis, traces were further low-pass filtered offline at 2 kHz. Single channel
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activity was analyzed using the single channel detection tool of Clampfit (PClamp 10,
Molecular Devices Inc.) which gave average channel open state activity (NPo,, number of
channels x open probability) and mean unitary current level amplitude. Analysis was
performed over a 0.5 to 5 min period of continuous recording during stable channel activity.

For inside-out recordings, the following pipette solution was used (in mmol/L): KCI 140,
MgCl: 1, CaClz 0.1, Hepes 10, pH=7.4 adjusted with KOH, allowing to work in symmetrical K*
condition. Several PP were tested, each during 15-30 s, to build up the current-PP
relationship of the conductance detected.

Western Blot analysis

Frozen LADCA were homogenized in ice-cold “Rippa” buffer containing 50 mmol/L Tris-HCI
(pH=8), 150 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS and a
cocktail of protease and phosphatase inhibitors (cOmplete™ Protease Inhibitor CocktailTM,
Sigma-Aldrich). Tissues were homogenized with a Precellys®24 (Bertin instrument,
Montigny-Le-Bretonneux, France) for 10 s and kept in ice for few minutes. Supernatant was
collected following centrifugation at 12000 g, 4°C for 5 min. Before electrophoresis, samples
were prepared in fresh mix of Laemmli buffer and B-mercaptoethanol. Samples were
generally heated at 95°C during 5 min except for BKca detection where samples were kept on
ice. Similar amounts of protein samples (50 ug) extracted from sham and HF rat LADCA
were subjected to SDS-PAGE (8%) and electrotransferred onto PVDF membranes (Millipore,
Molsheim, France). Membranes were then blocked with 5% non-fat dry milk dissolved in Tris-
buffered saline containing 0.1% Tween-20 (TTBS) for 1 h for PDE detection or 2 h for BKca a-
subunit detection. Membranes were then incubated overnight at 4°C with primary antibodies:
a rabbit polyclonal antibody anti-PDE3A (1/10000; kind gift from Dr. Chen Yan, University of
Rochester Medical Center, NY, USA), anti-PDE4A (1/5000), a rabbit polyclonal anti-PDE4B
(1/1000), and anti-PDE4D (1/1000), kind gifts from Dr. Marco Conti (University of California,
San Francisco, CA, USA), a mouse monoclonal antibody anti-BKca a-subunit (1/500; #75-
022, purchased from University of California Davis/NIH NeuroMab Facility), and anti-GAPDH
(1/4000; #2118, Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA). After washing 3 times with
TTBS, the membranes were incubated 1 h at room temperature with either horse anti-mouse
IgG-HRP (1/3000; #7076, Cell Signalling) or goat anti-rabbit IgG-HRP (1/10000; #sc-2004,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA). Detection was performed with
chemiluminescence reagent (Pierce ECL Western blotting substrate, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). For quantification, tiff images were analyzed with ImageJ

1.50b software. Signals were submitted to densitometric analysis and GAPDH was used for
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normalization. Results were expressed relatively to the mean expression level in sham

group.

Proximity ligation assay (PLA)

Freshly isolated LADCA SMCs from HF and sham rats were seeded on glass coverslips and
fixed in 4% (wt/vol) paraformaldehyde (PFA) prepared in phosphate buffered saline (PBS) for
10 min at room temperature. Following 3 washes with PBS, cells were permeabilized with
0.1% Triton X-100 and 0.2% BSA for 10 min at room temperature. Then, coverslips were
incubated in a quenching solution (50 mmol/L NH4CI prepared in PBS) aiming at minimizing
autofluorescence and washed 5 min in PBS. PLA protocol was carried out according to the
recommendation of manufacturer (Duolink® PLA, Sigma-Aldrich). Primary antibodies were
used at the indicated dilutions: anti-BKca a-subunit (1/300), anti-PDE3A (1/400), anti-PDE4B
(1/100), or a pan-PDE4 (rabbit polyclonal, 1/100; #PD4-101AP, FabGennix, Frisco, TX,
USA). Preparations were incubated with anti-BKca a-subunit antibody and one type of anti-
PDE antibody (100 pL) overnight at 4°C. Preparations incubated with only one antibody were
used as negative control. After washing, incubation of relevant secondary antibodies,
ligation, and amplification were performed. After the final wash with appropriated buffer, the
slides were washed with purified water and mounted in “Mowiol” medium (Mowiol® 4.88 g,
glycerol 6 g, TrisHCI 0.2 mol/L; all compounds from Sigma-Aldrich) on glass slides. PLA
images were acquired with a laser scanning confocal microscope (SP5, Leica Microsystemes
SAS, Nanterre, France) equipped with an x60 water immersion objective. The presence of
PLA probes was revealed by excitation with a white light laser at 554 nm and emission was
collected at 579 nm, using similar parameters for all slides testing a given antibody
association. Because preliminary experiments using PDE4B and BKca a-subunit antibodies
led to saturating PLA signal (high fluorescence level and coalescence of the puncta),
polymerization time for this specific condition was reduced to 90 min (rather than 100 min) to
dampen the signal. Tiff images were created and analyzed using the ImageJ 1.50b software.
All single cell images corresponding to one given couple of antibodies were converted into 8-
bit and binarized using a common threshold value. Threshold value was set arbitrarily to
clearly discriminate fluorescence puncta from background. Results were expressed as the
percentage of cell area covered by PLA signal. This technique allows to detect co-

localization of proteins in a 40 nm range.

Data and statistical analysis

CRCs obtained for each vessel were fitted with the Hill equation using Prism 7 software
(Graphpad Software, La Jolla, CA, USA) and pharmacological parameters, namely pD, and

maximal effect (Emax), were obtained. pD, was defined as the negative logarithm of ECso,
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giving the concentration of drug required to promote half maximal response. Data were
expressed as mean + SEM. N represented the number of rats while n represented the
number of cells in electrophysiology and PLA experiments. Where relevant, 2-group
comparisons were performed using non-parametric Mann and Whitney test, with the
following exceptions: paired comparisons were performed using the Wilcoxon signed-rank
paired test to analyze the effect of addition of PDE inhibitors on the single channel activity vs.
Control in the same cell. In comparisons involving more than 2 treatments, 1-way ANOVA
followed by Holm-Sidak multiple comparison post-test was used. When comparing the effect
of IBTX in sham and HF animals, 2-way ANOVA was used. Comparison of CRCs was
performed using 2-way ANOVA for repeated measures. Values of P<0.05 were considered

for statistical significance.
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Supplemental Figure I. A. Relaxant effect of combined appli cation of Ro and Cil is

not altered by ryanodine (“ryan.”, 30 umol/L), 4-amino-pyri dine (“4-AP”, 1 mM), or
glibenclamide (“glib”, 10 uM). B. Relaxant effect by Ro + Cil w as still inhibited by
IBTX in rings after the endothelium was voluntarily damaged (“endo (-)”). Both
selective PDE4 inhibitor, Ro-20-1724 (Ro, 10 pmol/L) and PDE3 inhibitor, cilostamide
(Cil, 1 pmol/L) were applied on LDCA rings contracted with U46619 in the presence of
various ion channel inhibitors or relevant vehicle (“veh.”). Data are individual data and
means + SEM. N=3-13. ***: P < 0.001 (Mann and Whitney test).
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Supplemental Figure Il. Characterization of BK
LDCA SMCs. A. Using inside-out patches in symmetrical [K*] and high Ca?* ([K*]=140
mmol/L, [Ca?*]=0.1 mmol/L), a unitary conductance (g) of 221 pS was measured
(average of 2 patches). B. Using cell-attached patches under physiological [K*] gradient
([K*] in pipette=5 mmol/L), specific BK, inhibitor IBTX (0.1 pmol/L) abolished single
channel activity (i.e. opening probability at any level, NP,) when present in the pipette

solution. Patch potential (PP)=40 mV. n=6-9 cells from N=2 rats. **: P<0.01 (Mann and

Whitney test).
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Supplemental Figure 1ll. Rats with aortic stenosis display cardiac hypertrophy and lung
edema. The ratio of heart or lung weight over tibia length obtained from rats in sham and HF

groups is shown. Data are means = SEM. N=16-17. ***: P<0.001 (Mann and Whitney test).



4-
Kk
34 T *kk
C ~ T
-% E [ sham
£3 7 B HF
€ £
8 =
1-
, ] [ ]
K80 U46619
B -O0- sham pD, =7.4+0.1
Eax = 85.246.1%
0- - HF pD, =6.9+0.2
E o =50.1£10.9% **
S
=t
i)
% 50_ -------------
Jo) * k%
x
100 T T T 1
-10 -8 -6 -4

Log ([acetylcholine], M)

Supplemental Figure IV. LDCA from HF rats displayed altered vasoreactivity. A.

Contractile response induced by addition of high K* solution (K80) or U46619 (1 pmol/L)
on LDCA isolated from rat with HF (filled bars) or control sham animals (blank bars). B.
Relaxant response to cumulative concentrations of acetylcholine in LDCA isolated from HF
or sham rats and contracted with U46619 (1 umol/L). Data are mean £ SEM. N=7. **:

P<0.01, ***: P<0.001, vs. sham (A, Mann and Whitney test ; B: 2-way ANOVA for repeated
measures).
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Supplemental Figure V. Negative control experiments of in situ PLA using the following
primary antibodies: anti-BK., a-subunit alone (A), anti-PDE3A alone (B), anti-PDE4 alone
(C), an anti-PDE4B alone (D), or relevant pair of Duolink® oligonucleotide-associated
secondary antibodies (E), in young rat LDCA SMCs. A, B, C, D and E are representative

confocal images. Scale bar: 5 um. Insets show transmitted light images.



2.2. Présentation synthétigue des résultats supplémentaires

2.2.1. Caractérisation du profil d’activité d’hydrolyse de
I’AMPc dans ’artére artéres coronaires de rat

Des études précédentes realisées dans plusieurs lits vasculaires ont rapporté que les PDE3 et
PDEA4 étaient les deux principales familles hydrolysant I’AMPc (Hubert et al., 2014; revue par
Polson and Strada, 1996). C’est pourquoi, nous avons vérifié cette hypothése dans notre
modele d’étude, 1’artére coronaire gauche de rat (ACG). L’activité totale mesurée est de 76 +
11 pmol/min/mg (Figure supplémentaire 1 ci-dessous). La contribution des familles de PDE3
et PDE4 a été évaluée par I'utilisation d’inhibiteurs séléctifs. L’activité de la PDE3, mesurée
en présence de cilostamide (Cil, 1 uM) est majoritaire, équivalente a 55 + 5% de I’activité
totale. L’activité de la PDE4, mesurée en présence Ro-20-1724 (Ro, 10 uM) est équivalente a
33 £ 2% de D’activité totale. L’utilisation d’un inhibiteur non sélectif, 'IBMX (100 uM)
diminue 1’activité totale de 91+ 3%. Nous constatons que 1’activité cumulée des PDE3 et
PDE4 représente environ 83% de 1’activité totale, ceci suggére que ces deux familles de PDE

sont les principales a hydrolyser I’AMPc dans I’ACG.
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Figure supplémentaire 1 : Activité PDE-AMPCc dans les artéres coronaires gauches de rat.
L'activité PDE-AMPc a été mesurée en présence de 1 pM [*H]-AMPc dans les lysats d’artéres
coronaires gauches. Le profil d’activité des PDE-AMPc a été déterminé en absence (activité
totale) ou en présence de I’inhibiteur non sélectif des PDE, IBMX (100 pM) ou d’un inhibiteur
sélectif d’une famille de PDE (PDE3 : Cil a 1 uM; PDE4 : Ro a 10 uM). Les résultats sont
exprimés en moyenne + ESM du % d’inhibition de I’activité totale. N = 4-6 expériences

indépendantes réalisées sur des tissus récupérés de 13-23 rats.
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2.2.2. Roéle des BKca dans la réponse relaxante induite par
I’inhibition de la PDE3 et PDE4 dans I’artere coronaire gauche

Les résultats présentés dans la figure 1 de ’article indiquent que I’effet relaxant de I’inhibiteur

de PDE3 et de PDE4 est dépendant est aboli lorsque les canaux BKca sont inhibés par I’'IBTX.
- Etude du role de I’endothélium dans cette voie de signalisation

Comme de nombreuses voies endothéliales régulent le tonus vasculaire, nous avons évalué
I’impact de I’élimination de I’endothélium sur 1’effet relaxant des inhibiteurs de PDE3 et PDE4
ainsi que la conséquence sur le role des BKca (Figure supplémentaire 2 ci-dessous). Nos
résultats indiquent que le Ro n’a pas eu d’effet relaxant sur les artéres pré-contractées alors que
le Cil a induit une réponse vasorelaxante. Cette derniére est inhibée en présence d’IBTX,
inhibiteur des BKca. De plus, I’inhibition concomitante de la PDE3 et de la PDE4 induit une
relaxation compléte des arteres pré-contractées, diminuée de moitié lorsque les BKca sont
inhibés.

Ces résultats indiquent que méme si I’absence d’endothélium altére la réponse relaxante au Ro,
elle n’altere pas I’importance des BKca dans la réponse relaxante induite par I’inhibition du Cil

seul ou en présence de Ro. Ceci suggere que le role des BKcaest indépendant de I’endothélium.
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Figure supplémentaire 2 : Effet de I’inhibition des BKca sur la réponse relaxante des
inhibiteurs de PDE3 et PDE4 dans les segments d’ACG de rat dépourvus d’endothélium
fonctionnel. L’inhibiteur de PDE3, cilostamide (Cil, 1 uM) et I’inhibiteur de PDE4 Ro-20-
1724 (Ro, 10 uM) ont été appliqués séparément ou simultanément sur des segments d’ACG
pré-contractés a 1’'U46619, en présence d’ibériotoxine (+, IBTX, 100 nM) ou de son véhicule

(-). Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM (N = 4-6). * : P < 0,05 ; *** < 0,001.
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- Etude du role des K, et des Katp dans P’effet relaxant de I’inhibiteur de
PDE3 et PDE4

Afin d’évaluer la contribution spécifique des BKca dans la réponse relaxante aux inhibiteurs
de PDE3 et PDE4, nous avons réalisé d’autres expériences de réactivité vasculaire en incubant
les segments d’ACG avec un inhibiteur des Ky, la 4-aminopyridine (4-AP, 1 mM) ou un
inhibiteur des Karp, le glibenclamide (Glib, 10 uM). La 4-AP ne semble pas altérer les
réponses relaxantes au Cil et Ro, utilisées séparément ou de fagon simultanée (Figure

supplémentaire 3 ci-dessous).
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Figure supplémentaire 3 : Effet de P’inhibition des Ky sur la réponse relaxante des
inhibiteurs de PDE3 et PDE4 dans les segments d’ACG de rat. L’inhibiteur de PDE3,
cilostamide (Cil, 1 uM) et I’inhibiteur de PDE4 Ro0-20-1724 (Ro, 10 uM) ont été appliqués
séparément ou simultanément sur des segments d’ACG pré-contractés a 1’'U46619, en présence
de 4-AP (+, 100 nM) ou de son véhicule (-).Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM (N
= 3-4).

Méme si les expériences réalisées en présence de Glib sont préliminaires (N = 2-5), il ne
semble pas y avoir d’altération des réponses relaxante au Ro et au Cil ou au deux inhibiteurs

simultanément (résultats non présentés).
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2.2.3. Role des BKca dans Deffet potentialisateur des
inhibiteurs de PDE3 et PDE4 sur la réponse J-
adrénergique

Apres avoir évalué le role des BKca dans la réponse relaxante du Cil et du Ro en condition de
production basale d’AMPc (Figure 1), nous avons examiné leur role en situation de production
stimulée d’AMPc (Figure 3). Nos résultats indiquent que I’inhibition des BKca abolit 1’effet

potentialisateur du Ro et du Cil sur la réponse a I’ISO mais pas sur le L-85.

Comme I’activité des BKca peut étre modulée par les sparks calciques (Nelson et al., 1995),
nous avons examiné leur implication dans la réponse B-drénergique (Figure supplémentaire 4
ci-dessous).

Les résultats indiquent que I’inhibition des sparks calciques par la ryanodine (Rya, 30 uM)
diminue de fagon significative I’efficacité de I’ISO (Emax controle : 83,31 + 3,70% ; Emax Rya :
64,70 £ 5,3%, *** : P < 0,001) et abroge 1’effet potentialisateur du Ro (Figure 10). Ces effets

seront prochainement étudiés sur I’effet potentialisateur du Cil.
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Figure supplémentaire 4 : Effet de I’inhibition de PDE4 sur la réponse relaxante induite
par des concentrations cumulatives d’isoprénaline en présence de ryanodine (Rya) ou de
son véhicule (control) sur des ségments d’ACG. Les courbes concentration-effet a
I’isoprénaline (ISO) (10°1° M — 10 M) sont réalisées sur des segments d’ACG incubés avec
I’inhibiteur de PDE4 Ro-20-1724 (Ro, 10 uM, A) seul ou en présence de ryanodine (Rya, 30
UM, B) ou de leur véhicule respectif. Les pointillés en gris sur la figure B représente la courbe

en condition contr6le. Les résultats sont exprimés en moyenne £ ESM de N = 8-11.
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3. Conclusion

Ce travail avait pour but d’étudier I’implication des canaux BKcadans la régulation du tonus de
’artére coronaire de rat par les PDE3 et de PDE4 d’abord en condition de production basale
d’AMPc, puis en condition de production stimulée. Aprés avoir caractérisé cette voie de
signalisation sur le plan physiologique, nous 1’avons étudiée en situation pathologique, dans un
modele d’IC induite par surcharge de pression chez le rat. Les principaux résultats sont les
suivants :

- Lors de cette étude, nous avons mis en évidence I’existence d’un signalosome
impliquant la PDE3/PDE4 et les canaux BKca dans un périmeétre n’excédant pas les 40 nm,
indiqué par la technique de PLA (Proximity Ligation Assay). Cette colocalisation faciliterait la
régulation de ’activité des BKca par ces PDEs que nous avons confirmée par les données de
patch-clamp.

- De plus nous avons constaté une implication différentielle des canaux BKca dans la
réponse relaxante induite par I’inhibition de la PDE3 et PDE4. En effet, lorsque I’AMPc est
produit de fagon constitutive, les BKca constituent d’importants effecteurs de cette réponse
relaxante. Résultat observé méme lors d’une stimulation B-adrénergique. Cependant lorsque
I’AMPc est produit par activation des adénylates cyclases, le role des BKca st moindre car
I’effet potentialisateur des inhibiteurs de PDE3 et PDE4 sur la réponse au L85 reste conservé
méme en présence du bloqueur des BKca, I'IBTX.

- Nous avons constaté que 1’inhibition des RyR n’altérait pas la réponse relaxante des
inhibiteurs de PDE3 et PDE4 en condition basale, alors qu’il semble important pour 1’effet
potentialisateur de I’inhibition de la PDE4 sur la réponse B-adrénergique.

- De maniére intéressante, la contribution du couplage fonctionnel entre le canal BKca et
les PDE3 et PDE4 n’a pas été retrouvee dans les artéres coronaires isolées de rats IC. Ceci
pourrait étre expliqué par une diminution de I’expression des canaux BKcaainsi que, au moins

partiellement, par une raréfaction de leur localisation a proximité de la PDE4B.

Ces résultats indiquent I’existence d’une régulation spécifique des canaux BKca par les PDE3
et PDE4 dans les artéres coronaires. La contribution de ces canaux semble étre différente en
fonction de la quantité d’AMPc produite. Il serait donc intéressant d’évaluer les concentrations
d’AMPc produites en condition basale et stimulée. La proximité des BKca avec les PDE3/4
semble faciliter cette régulation qui disparait lors de I’IC possiblement a cause de la diminution

de I’expression des BKca a 1’échelle protéique. La réponse relaxante aux inhibiteurs de PDE3
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et PDE4 est préservée et semble impliquer d’autres effecteurs moléculaires que les BKca,

possiblement d’autres canaux potassiques (Kv, Katp).
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Projet Il : Rble des PDEs-AMPc dans la régulation du

tonus vasculaire au cours de ’insuffisance cardiaque :
Etude d’un modele de vaisseau résistif, I’artére
mésentéerique

1. Introduction

L’IC est définie comme une anomalie structurelle ou fonctionnelle du cceur conduisant a un
apport en oxygene insuffisant pour répondre aux besoins métaboliques des différents organes.
C’est un syndrome complexe qui regroupe divers mécanisme physiopathologique (Ponikowski
etal., 2016).

A D’échelle de la cellule cardiaque, 1’exposition prolongée aux catécholamines circulantes est
responsable d’altération de la signalisation de I’AMPc qui aggrave la pathologie. Il est
classiquement décrit une désensibilisation des récepteurs B-adrénergiques associée a la
diminution de leur expression (Bristow, 1993; Bristow et al., 1986, 2010; Maurice et al., 1999).
Une diminution de I’expression des PDEs, avec pour conséquence une altération du controle
spatiotemporel de la réponse AMPc (Ding et al., 2005; Lehnart et al., 2005) parfois méme a un
stade précoce d’hypertrophie (Abi-Gerges et al., 2009; Yanaka et al., 2003).

Des anomalies plus spécifiques du lit vasculaire ont été décrites avec un déséquilibre dans la
libération des facteurs endothéliaux en faveur des facteurs contractants (Harrison et al., 2006b).
Cette dysfonction endothéliale caractérisée par la diminution de la biodisponibilité du NO est
responsable en partie de 1’augmentation des résistances vasculaire (Harrison et al., 2006b).
D’autre étude ont rapporté une altération des réponses vasorelaxantes aux agents élévateurs de
la [AMPc], activant la voie spécifique des récepteurs B-adrénergique ou le signal serait plus
confiné, mais aussi la voie des adénylates cyclases, ou le signal AMPc serait plus diffus dans
la cellule (Mathew et al., 1993; McGoldrick et al., 2007; Nasa et al., 1996).

Récemment, notre équipe a exploré 1’expression et les altérations fonctionnelles des PDEs de
I’aorte dans un modele d’IC chronique développée apres sténose chirurgicale de 1’aorte
ascendante (Hubert et al., 2014). Cette étude a mis en évidence une activité globale PDE-AMPc
inchangée avec la prédominance des familles PDE3 et PDE4. L’expression de certaines
isoformes est modifiée lors de I’'IC, ou 1’on observe une expression accrue de ’isoforme
PDE3A et PDE4B. Au niveau du contréle du tonus vasculaire, il apparait que, alors que les
PDE3 et PDE4 semblent toutes deux limiter la vasorelaxation chez les rats « SHAM »

(contréles), c’est la contribution de la PDE3 qui prédomine dans les aortes de rats IC.
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En effet, il a été constaté que lors de I’IC, I’effet vasorelaxant de I’inhibition de la PDE4, ainsi
que de la réponse relaxante f-adrénergique sont presque abolis. Cependant, I’inhibition de la
PDE3 permet de restaurer ces réponses. L’exacerbation de la contribution de la PDE3 dans le
contréle du tonus vasculaire pourrait étre expliqué par la dépression de la signalisation du
GMPc qui pourrait étre associée a la la dysfonction endothéliale observée dans les aortes de
rats IC. En effet, ce résultat est conforme aux observations précédentes démontrant I’influence

inhibitrice de la voie NO endothélial-GMPc sur ’activité de la PDE3 vasculaire.

Dans la continuité de ce projet qui a évalué le role des PDEs-AMPc dans un mode¢le d’artére de
conductance, 1’aorte thoracique, et caractérisé les altérations fonctionnelles et biochimiques
rencontrées lors de I’IC, notre projet était de renouveler cette étude, cette fois dans un modele
de vaisseaux résistif, I’artere mésentérique. De maniére intéressante, des résultats préliminaires
obtenus antérieurement a mon arrivée dans 1’équipe ont permis mettre en évidence une
implication possible de la PDE2 dans la régulation de certaines réponses contractiles de 1’artére
mésentérique, a la fois sur les tissus d’animaux IC et SHAM. Cette contribution de la PDE2
n’avait pas été observée dans les expériences sur 1’aorte, ce qui pourrait suggerer un role

specifique de cette enzyme dans les arteres de résistance.

Afin de poursuivre cette étude, j’avais pour mission I’exploration de I’influence de cette famille
de PDE dans plusieurs types de réponses relaxante, sur le modele d’anneaux artériels isolés.
J’ai aussi réalisé des expériences de dosage d’activité PDE ainsi que des expériences Western

blot afin de préciser le niveau d’expression de la PDE2 dans ces vaisseaux.

2. Résultats

2.1. Mesure de DPactivit¢ PDE-AMPc dans les artéres
meésentériques de rats SHAM et IC

Le dosage de I’hydrolyse de ’AMPc par les PDEs a été réalis€ a partie des artéres
mésentériques de rats SHAM et IC par dosage radioenzymatique, dans les mémes conditions

utilisées que lors de I’étude de I’aorte (Hubert et al., 2014).

Dans ce tissu, I’activité totale PDE-AMPCc dans les artéres mésentériques semble étre diminuée
de moitié chez les rats IC par rapport aux rats SHAM (Figure 1R). La contribution des familles
de PDE 1, PDE2, PDE3 et PDE4 a été évaluée par I’utilisation d’inhibiteurs sélectifs. Dans les
arteres mésentériques de rats SHAM, Dactivit¢ PDE1, MIMX (10 uM) est faible et ne
représente que 7% de I’activité PDE-AMPc totale, alors qu’aucune activité sensible au BAY -
60-7550 (BAY, 100 nM), un inhibiteur sélectif de la PDE2 n’a été détectée. Les inhibiteurs
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sélectifs de la PDE3 et de la PDE4, respectivement le cilostamide (Cil, 1 uM) et le Ro-20-1724
(Ro, 10 uM) ont révélé des activités respectivement a 56% et 21% de 1’activité totale. En
résumé, l'ordre de classement des familles de PDE contribuant a 1’activité globale d’hydrolyse
de ’AMPc dans les artéres mésentériques de rats SHAM est : PDE3 > PDE4 >PDE]1. Dans les
arteres mésentériques isolées de rats IC, les activités PDE1, PDE3 et PDE4 représentent,
respectivement, 18%, 48% et 37% de ’activit¢ PDE-AMPc totale, alors que I’activité PDE2
n’a pas été détectée. Ainsi, le profil d’activité PDE-AMPc dans I’artére mésentérique des rats
IC est le suivant : PDE3 =~ PDE4 > PDE1. Comparativement aux artéres isolées de rats SHAM,
il semblerait que ’activité PDE3 soit réduite de moitié chez les rats IC, mais cette diminution

est non significative.

J’ai par la suite entrepris des dosages en optimisant les conditions du dosage afin d’améliorer
la détection de la PDE2. Notamment, la PDE2 étant activée par le GMPc, certains dosages ont
¢été réalisés en présence de 5 puM de GMPc. De plus, I’affinité de la PDE2 pour I’AMPc étant
faible (Km 30-50 uM), des expériences ont été conduites en utilisant plusieurs concentrations
d’AMPc (10 pM et 100 uM), au lieu de 1 puM utilisé pour le protocole standard. Afin
d’augmenter la sensibilité du dosage, une quantité plus importante (70 pug) d’extrait protéique
a éte utilisée dans certains essais. Ces essais de mise au point n’ont cependant pas permis de

mettre en évidence une activité significative sensible au Bay 60-7550 ou stimulée par le GMPc.
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Figure 1R : Dosage de I’hydrolyse de I’AMPc par les PDEs dans les artéres mésentériques
isolées de rats SHAM et IC. L'activité PDE-AMPc a été mesurée en présence de 1 uM de [3H]-
AMPc. Le profil d’activité des PDE-AMPc a été déterminé en absence (activité totale) ou en

présence de I’inhibiteur non sélectif des PDE, IBMX (1 mM) ou d’un inhibiteur sélectif d’une
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famille de PDE (PDEL : MIMX, 10 uM; PDE2 : BAY 100 nM; PDE3 : Cil, 1 uM; PDE4 : Ro,

10 uM). Les résultats sont exprimés en moyenne = ESM de 3 expériences indépendantes.

2.2. Effet de I’inhibition des PDEs sur la réponse contractile

des segments d’artéres mésentériques de rats SHAM et IC
La contribution des principales familles de PDE3 et PDE4 dans le contréle du tonus vasculaire
de I’aorte de rat IC et SHAM a prélabalement été explorée par notre équipe (Hubert et al., 2014).
Le role de la PDE2 a par la suite ét¢ éxploré par 1’étude de la réponse contractile a une
prostaglandine vasoconstrictrice, la PGF2,, sur des segments d’aorte de rat IC et SHAM
préalablement incubés avec I’inhibiteur sélectif de PDE2 : BAY, 100 nM (Figure 2R ci
dessous). Les résultats indiguent que le BAY ne modifie pas la réponse contractile a la PGF»,
dans les deux groupes de rats IC et SHAM.
Par la suite, nous nous somme intéressés au role de ces familles de PDE dans le contréle du
tonus vasculaire de 1’artére mésentérique chez les rats IC et SHAM, nous avons d’abord étudié
la réponse contractile a 1’'U46619. Pour cela, les segments d’artéres mésentériques ont été au
préalable incubés en présence des inhibiteurs sélectifs de PDE2 : BAY, 100 nM, de PDES3 :
Cil, 1 uM ou PDE4 (Ro, 10 uM) avant de réaliser une courbe concentration-effet a 1’U46619.
Chez les rats SHAM, seul le BAY et le Ro ont « retardé » le développement de la réponse
contractile a 1’U46619 ce qui se traduit par un décalage significatif de la courbe vers la droite
(Figure 4R, A) par rapport au contrdle. Ce décalage est objective par la diminution significative
des pD2 en présence de BAY et Ro (Figure 4R, B) en comparaison au contrdle. Seul le Ro a

diminué significativement 1’effet maximal (P < 0,05, données non représentées).

Chez lesrats IC, la réponse contractile a 1’U46619 est également significativement potentialisée
en comparaison au rats SHAM (Figure 2, pD2 = 6,72 + 0,07 chez les SHAM et pD, = 7,05
0,09 ; *: P <0,05). De plus, il est retrouvé un effet significatif du BAY et du Ro sur la réponse
contractile a 1’'U46619. De maniére intéressante, un effet du Cil est cette fois observé (Figure
4R, C). L’ensemble de ces effets sont objectivés par une diminution significative des pD:
(Figure 4R, D) en présence de chacun des 3 inhibiteurs de PDE testés, alors que 1’effet maximal

des réponses n’a pas montré de différence significative.

Ces résultats révelent donc, d’une part, une hyperréactivité des artéres des rats IC a ’'U46619
en comparant aux rats SHAM. D’autre part ils indiquent une implication des PDE2 et PDE4
dans la régulation d’une réponse a un agent contractant, ’'U46619, tandis que le role de la PDE3

n’est révélé que dans I’IC.
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Figure 2R : Réponse contractile a des concentrations cumulatives de PGFzq dans les
aortes isolées de rats SHAM et IC. Les courbes concentration-effet a la PGF2, (10° M a
3.10° M) ont été réalisées en présence de l'inhibiteur sélectif de PDE2 (BAY, 100 nM) ou du
véhicule DMSO (Ctr). Les résultats sont exprimés en moyenne £ ESM de N = 5-7.
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Figure 3R : Réponse contractile & des concentrations cumulatives d’U46619 dans les
artéeres mésentériques isolées de rats SHAM et IC. Les courbes concentration-effet a
1"U46619 (10° M a3.10° M) ont été réalisées sur des segments d’artéres mésentériques isolées
de rat SHAM et IC. Les résultats sont exprimés en moyenne £ ESM de N = 9-16, *** : P<0,001.
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Figure 4R : Effet de I’inhibition de la PDE2, PDE3 et PDE4 sur la réponse contractile
induite par des concentrations cumulatives d’U46619 dans les artéres mésentériques
isolées de rats SHAM (A, B) et IC (C, D). Les courbes concentration-effet a 1’'U46619 (10°
M 43.10% M) ont été réalisées en présence de l'inhibiteur sélectif de PDE2 (BAY, 100 nM) ou
de PDE3 (Cil, 1 uM) ou PDE4 (Ro, 10 uM) ou de leur véhicule DMSO (Ctr). Les contractions
sont exprimées en pourcentage de I’amplitude de la réponse a la solution « K80 ». B et D
représentent respectivement les pD> des courbes en A et C. Les résultats sont exprimés en
moyenne + ESM de N = 9-16.* : P < 0,05; ** : P < 0,01; *** : P < 0,001 versus Ctr (ANOVA

(2 voies pour mesure répétées pour A et C; 1 voie pour B et D).

2.3. Effet de I’inhibition de la PDE2 sur la réponse relaxante
a PANP et DEA-NO dans les segments d’artéres mésentériques
de rats SHAM et IC

Au vu des précédant résultats, il semblerait que la PDE2 aie un role important dans la régulation
du tonus contractile des artéres mésentériques. C’est pourquoi, nous avons évalué son
implication dans les réponses vasorelaxantes a des agents stimulant les voies de synthése du
GMPc.

Les segments d’artéres mésentériques ont été incubés en présence de 1’inhibiteur de PDE2,
BAY a 100 nM. Aprés contraction a 1’U46619, nous avons appliqué des concentrations
croissantes et cumulatives d’un donneur de NO, le DEA-NO (10° M 4 3.10"° M) et du peptide
natriurétique ANP (103 M a 10® M), (Figure 5R).
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Le DEA-NO a induit une réponse relaxante compléte dans les deux groupes SHAM et IC tandis
que I’ANP n’a induit qu’une faible relaxation.

Le pré-traitement au BAY ne semble pas modifier ces réponses. L’évaluation des pD2 pour la
réponse au DEA-NO indique les valeurs suivantes : chez les SHAM, la pD; de la réponse
« contréle » est de 6,47 &+ 0,05, alors qu’en présence de BAY, elle est de 6,63 = 0,05 (N = 7);
chez les IC, la pD2 pour le contrdle est de 6,53 + 0,04, en présence de BAY, elle est de 6,62 +
0,05) (N = 4). La relaxation peu prononcée obtenue en présence d’ANP ne permet pas de

quantifier la pDa.

Ces résultats suggerent que la PDE2 n’est pas impliquée dans la réponse relaxante médiée par

le GMPc produit de fagon stimulée dans les CMLs d’artére mésentérique de rat SHAM ou IC.
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Figure 5R : Effet de I’inhibition de PDE2 sur la réponse relaxante induite par des
concentrations cumulatives de DEA-NO (A, C) et d’ANP (B, D) dans les artéres
mésentériques isolées de rats SHAM (A, B) et IC (C, D). Les courbes concentration-effet au
DEA-NO (10 M a3.10°M) et a PANP (102 M & 108 M) ont été réalisées sur des segments
d’artéres mésentériques isolées de rat SHAM (A, B) et IC (C, D), en présence de l'inhibiteur
sélectif de PDE2 (BAY, 100 nM) ou de son véhicule DMSO (Ctr). Les résultats sont exprimeés
en moyenne + ESM de N = 4-7.
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2.4. Effet de I’inhibition de la PDE2 sur la réponse relaxante
a Disoprénaline et au L858051 dans les segments d’arteres
mesentériques de rats SHAM et IC
Pour cette dernicre série d’expériences, nous avons évalué I’implication de la PDE2 dans la
voie relaxante de I’AMPc. De la méme manicre que le protocole décrit precédemment (partie
2.3 des résultats) nous avons incubé les segments d’artéres mésentériques en présence de BAY
a 100 nM. Par la suite nous avons étudié¢s 1’effet de concentration croissante d’isoprénaline

(ISO) et de L858051 (L85) sur des arteres pré-contractées a 1’U46619.

L’ISO ainsi que le L85 ont induit un effet relaxant dont I’amplitude augmente avec la
concentration appliquée (Figure 6R). Contrairement au L85, I’ISO n’a pas induit de relaxation
compléte dans les deux groupes SHAM et IC et de maniére intéressante, son efficacité est
significativement diminuée chez les rats 1C (Emax (%) = 73 £ 0,05 pour le groupe SHAM et Emax
(%) = 56,26 + 0,05 pour le groupe IC ; * : P < 0,05). Ces résultats suggérent une altération de

la réponse relaxante B-adrénergique dans les artéres mésentériques lors de I’IC.

Le traitement au BAY n’a pas modifi¢ la réponse relaxante a I’ISO, ni au L85 dans les deux
groupes SHAM et IC (pour la réponse ISO : dans le groupe SHAM : la pD2 pour le contrdle est
de 7,54 £ 0,10, alors qu’en présence de BAY elle est de 7,68 + 0,06 ; dans le groupe IC, la pD>
pour le controle est de 7,81 + 0,10 et de 7,77 £ 0,05 en présence de BAY. Pour la réponse au
L85, dans le groupe SHAM, la pD2 pour le contréle est de 6,39 £ 0,05 versus 6,47 £ 0,09 en
présence de BAY, et dans le groupe IC, la pD2 pour le contrdle est de 6,63 + 0,08 et de 6,52 +
0,03 pour le groupe BAY .Ces résultats suggerent que la PDE2 n’est pas impliquée dans la
réponse relaxante médiée par I’AMPc produit de fagon stimulée dans les CMLs d’artere

mésentériques de rat SHAM et IC.

Nous avons par la suite tenté d’évaluer I’expression de la PDE2 dans des artéres mésentériques.
Afin de mettre au point cette détection nous avons utilisé du tissu de rat jeune. Pour cela nous
avons utilisés comme contrdle positif des extraits de ceeurs de souris sur-exprimant la PDE2A
humaine (Vettel et al., 2016). Nous avons aussi chargés différentes quantité de protéines de nos
échantillons (50 pg, 150 ug et 200 pg). Des résultats préliminaires ont permis de detecter la
PDE2 détectée dans les extraits de cceurs de souris transgénique. Cependant, la PDE2 native
n’a pas été clairement détectée dans les artéres de rat, ni dans les coeurs de souris sauvages. La

question de la présence de la PDE2 dans ce tissu reste donc a traiter.
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Figure 6R : Effet de I’inhibition de PDE2 sur la réponse relaxante induite par des
concentrations cumulatives d’isoprénaline ou de L85 dans les arteres mésentériques
isolées de rats SHAM (A) et IC (B). Les courbes concentration-effet a 1’isoprénaline
(1SO,101° M & 10° M, A, C) ou L85 (10° M & 3.10° M, B, D) ont été réalisées sur des
segments d’artéres mésentériques isolées de rat SHAM (A, B) et IC (C, D), ou de son véhicule
DMSO (Ctr). Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM de N = 9-16.

3. Conclusion

Ce travail avait pour but, dans un premier temps, d’explorer le role des PDE2, PDE3 et PDE4
dans les artéres de résistances dans un modele d’IC induite par surcharge de pression chez le
rat. Les principaux résultats sont les suivants :

- Les arteres mésentériques prélevées de rats IC présentent une hyper-réactivité aux agents
contractants.

- Un effet inhibiteur du BAY sur la contraction induite par ’'U46619 a été mis en évidence,
a la fois sur les tissus de rat SHAM et IC. Cette observation suggére que la PDE2 exerce une
influence favorisant la contraction du muscle lisse vasculaire a cet agent contractant. Cet effet

n’avait pas ¢été observé dans 1’aorte contractée par une prostaglandine, la PGF2q. Cette
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comparaison suggere que la contribution de la PDE2 serait spécifique de certains lits vasculaire,
ou selon 1’agent contractant utilisé. En revanche, 1’établissement de 1’IC ne semble pas influer
sur cette contribution éventuelle de la PDE2.

- Dans les arteres mésentériques prélevées de rats SHAM et IC, la voie relaxante du GMPc
ne semble pas étre modifiée par I’inhibition de la PDE2. Pour la voie de signalisation impliquant
I’AMPc, seule la stimulation spécifique des récepteurs B-adrénergique est Iégerement diminuée
dans le groupe IC.

- L’emploi de protocoles standard de mesure de I’expression protéique ou de I’activité
d’hydrolyse de la PDE2 pour I’AMPc n’a pas permis de confirmer I’expression de 1’enzyme

dans les arteres mésentériques de rat.

Ces résultats suggerent I’existence d’un réle fonctionnel de la PDE2 dans des NCs en condition
« non-stimulée », dans les artéeres mésentériques et ce malgré une probable tres faible
abondance de cette protéine dans au niveau tissulaire. Bien que le BAY a été utilisé a une
concentration décrite comme sélective vis-a-vis d’autres PDEs (Boess et al., 2004) des effets
« non —sélectifs » résultat d’interactions du composé avec d’autres cibles que la PDE2 ne
peuvent étre exclus. En effet, la réalité de 1’expression de la PDE2 pose question et devra étre

précisée pour conforter les résultats obtenus avec un inhibiteur pharmacologique.

Les dosages biochimiques (activité et expression de la PDE2) encore préliminaires devront étre
optimisés. Une alternative a ces techniques seraient la détection des transcrits de la PDE2 par
PCR « quantitative » ou par immuno- marquage de coupes d’artéres ou de cellules isolées

(CMLs, CE) d’artéres mésentériques.

Ces résultats apportent un éclairage nouveau sur le réle de la PDE2 dans certaines réponses

contractiles d’un type d’artere de résistance. Cette contribution semble étre conservée dans I’IC.
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Discussion et
perspectives




L’objectif de mes travaux de these était d’étudier le role des PDE2, PDE3 et PDE4 dans la
régulation du tonus des artéres de résistances, ainsi que les altérations de ces contributions
rencontrées dans un modele physiopathologique d’IC. Cette étude a été réalisée dans deux
modeles, I’artére coronaire et I’artére mésentérique. Le mécanisme par lequel ces PDEs régulent
le tonus vasculaire a été exploré ex-vivo, sur des segments d’artéres isolées puis par des
approches complémentaires a 1’échelle cellulaire et par méthode biochimique (dosage d’activité

enzymatique et Western blot) et immunocytochimique (Proximity Ligation Assay).

Le volet majeur de mon projet de these était d’évaluer un mécanisme par lequel les PDE3 et
PDE4 régulent le tonus de I’artére coronaire. Et plus exactement, I’implication spécifique des
canaux BKca. Cette étude avait aussi pour but d’expliquer les altération de la vasomotricité de

I’artére coronaire rencontrées lors de 1I’IC (Kingsbury et al., 2000; McGoldrick et al., 2007).

Par ailleurs j’ai participé a une autre étude visant a documenter les altérations globales de la
régulation du tonus vasculaire par les PDEs rencontrées au cours de I’IC, sur le modéle de
I’artére mésentérique. Ce travail fait suite a une précédente étude réalisée dans notre laboratoire
(Hubert et al., 2014) sur I’aorte de rats soumis a un modele d’IC identique a celui employé dans
notre étude. De maniére complémentaire, 1’étude de I’artére mésentérique, un vaisseau résistif
aux caractéristiques distinctes, pourrait réveler un impact différentiel de la pathologie sur les
différents types de lit vasculaire. Il a été observé une contribution spécifique de la PDE2 dans
la régulation du tonus de I’artére mésentérique, qui n’avait cependant pas été observée dans

I’aorte. Il était donc nécessaire d’explorer d’avantage le role de la PDE2 dans ce tissu.

« Role des PDE3 et PDE4 dans la régulation de la vasomotricité de
P’artére coronaire : implication des BKca et évolution lors de
Pinsuffisance cardiaque »

Ce travail avait pour but d’étudier, dans I’artere coronaire, I’implication de la PDE3 et PDE4
dans la régulation du tonus contractile ainsi que leur role dans la voie relaxante de 1’AMPc.
Plus particulierement, nous avons cherché a mettre en évidence le mécanisme moléculaire par
I’intermédiaire duquel ces enzymes exercent le controle de la vasomotricité, c'est-a-dire les
effecteurs moléculaires qui en sont leur cible, par analogie a des travaux réalisés dans un autre
modele cellulaire : le cardiomyocyte (Leroy et al., 2011). Ce travail préliminaire a permis
d’expliquer les mécanismes physiopathologiques qui seraient responsables en partie de la

dysfonction coronaire observée dans I’IC.
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- Role de la PDE3 et PDE4 dans la régulation de la vasomotricité de I’artére
coronaire : implication des BKca

L’utilisation d’une approche radioenzymatique pour le dosage de I’activité PDE a permis de
caractériser les principales familles hydrolysant I’AMPc dans ’artére coronaire gauche de rat.
Nous avons donc constaté que les familles de PDE3 et PDE4 contribuaient respectivement a la
moitié et au tiers de I’activité totale. Ces résultats sont en accord avec une précedente étude
réalisée dans notre laboratoire sur 1’aorte de rat avec le méme protocole (Hubert et al., 2014)

ainsi que d’autre études de la littérature (Komas et al., 1991; Lugnier and Schini, 1990).

Par la suite, nous avons mis en évidence le role fonctionnel de ces deux familles de PDEs par
un protocole ex-vivo sur des segments d’ACG isolés. L’application d’une concentration
sélective d’inhibiteur de PDE3 ou PDE4 (Rich et al., 2001; Sudo et al., 2000b), sur les arteres
pré-contractées a 1’'U46619 induit une réponse relaxante, préalablement décrite dans I’artére
coronaire porcine (Kaneda et al., 2010) et humaine (Lindgren and Andersson, 1991b) mais aussi
dans d’autres lits vasculaires comme 1’artére pulmonaire, rénale (Lindgren and Andersson,
1991Db) et I’aorte de rat (Eckly et al., 1994; Komas et al., 1991; Lindgren et al., 1990). Cette
réponse relaxante est potentialisée lors de I’inhibition concomitante de la PDE3 et de la PDE4.
Ceci est cohérent avec les données de la littérature dans lesquelles il a été rapporté une
amplification de la réponse relaxante (Hubert et al., 2014; Komas et al., 1991; Lindgren et al.,
1991b), et une augmentation de la concentration d’AMPc (Eckly and Lugnier, 1994; Schoeffter
et al., 1987) produite par I’inhibiteur de PDE4 lorsque ce dernier est appliqué en présence de
I’inhibiteur de PDE3.

Du fait de la participation des canaux BKca dans la voie de signalisation de I’AMPc contr6lant
le tonus vasculaire au sein de 1’artére coronaire (Price et al., 1996), nous avons évalué leur
implication dans la vasorelaxation induite par I’inhibition pharmacologique des PDE3 et PDE4.
Nous avons montré que I’IBTX, inhibiteur sélectif des BKca (Galvez et al., 1990), abroge la
réponse pro-relaxante a I’inhibiteur de PDE3, de PDE4 ou aux deux simultanément. Ces
résultats suggeérent que, dans notre modéle d’étude, les PDE3 et PDE4 régulent le tonus
contractile en dégradant I’AMPc produit constitutivement, impliqué dans 1’activation les BKca
(Figure 1D). Quelques études ont évalué le role des BKca dans 1’effet relaxant dii a I’inhibition
de la PDE3/PDE4 dans d’autres lits vasculaires. En ce qui concerne I’inhibition de la PDE3, le
role des BKca ne semblent pas étre majeur dans I’artére pulmonaire humaine ou de cochon
d’inde (Bardou et al., 2002; Rieg et al., 2013) alors que dans 1’aorte de lapin, le cilostazol, un

inhibiteur de PDE3 induit un effet relaxant qui est complétement aboli lorsque les BKca sont
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inhibés par la paxilline (Li et al., 2015). L’étude de Kaneda (Kaneda et al., 2010) réalisée dans
I’artére coronaire porcine mentionne que 1’effet prorelaxant du rolipram, inhibiteur de la PDE4
¢tait partiellement aboli en présence d’IBTX. De la méme manicére, ce bloqueur de BKca abolit
I’effet dépresseur du Ro-20-1724 sur la contraction phasique du muscle de la vessie (Brown et
al., 2008; Xin et al., 2014b; Zhai et al., 2014b). Ces résultats soulignent que I’implication des
BKcadans les effets relaxants des inhibiteurs de PDE3/PDE4 varie selon les lits vasculaires et

les espéces.

Les CMLs expriment diverses familles de canaux potassiques susceptibles de participer dans la
voie relaxante de I’AMPc, comme les Ky et les Katp (Morgado et al., 2011; Nelson and Quayle,
1995b). Afin de vérifier si la voie relaxante des inhibiteurs de PDE3 et PDE4 implique
specifiquement les BKca, nous avons réaliseé les mémes expériences de réactivité vasculaire que
précédemment mais en présence du bloqueur des Ky : 4-aminopyridine et Katpr : le
glibenclamide. Ni I’un, ni I’autre n’ont altéré la réponse relaxante induite par 1’inhibition de la
PDE3 et PDE4 ce qui confirme I’implication spécifique des BKca dans cette voie de régulation
(Figure 1D).

Comme il avait déja été démontré dans 1’aorte de rat (Hubert et al., 2014), une disparition de la
réponse relaxante au Ro a €té constatée dans les segments d’ACG sur lesquels I’endothélium
avait été volontairement détérioré. Ceci pourrait s’expliquer par la levée d’inhibition du GMPc
sur I’activité de la PDE3 faisant suite a la suppression de la voie NO/GMPc endothéliale (Eckly
and Lugnier, 1994; Komas et al., 1991). A I’inverse, dans notre modé¢le et dans les précedents
travaux (Hubert et al., 2014) la réponse relaxante au Cil reste préservée en 1’absence
d’endothélium. De plus, I’effet inhibiteur de I'IBTX sur la réponse relaxante du Cil seul ou
combiné au Ro n’est pas affectée par ’absence de 1’endothélium. Ces résultats suggérent que
la contribution des BKca dans le contréle du tonus de I’ACG par les PDE3 et PDE4 est
indépendante de 1’endothélium (Figure 1D).

Par la suite, nous avons étudié cette voie de signalisation a 1’échelle cellulaire par la mesure de
I’activité des canaux BKca dans des cellules fraichement isolées d’ACG. Les expériences que
nous avons menées ont révélé une stimulation claire de I’activité des BKca lors de I’inhibition
concomitante de la PDE3 et PDE4 alors que I’inhibition d’une seule de ces PDE semble
insuffisante pour augmenter la probabilité d’ouverture de ces canaux potassiques. Une récente
étude (Li et al., 2015) a rapporte une activation des BKcapar le cilostazol, inhibiteur de la PDES.
Au vu de la forte concentration utilisée (10 pmol/L), on pourrait suspecter I’implication de la

PDES dans ces effets (Sudo et al., 2000b). C’est pourquoi, il semblerait difficile d’observer un
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effet par I’inhibition d’une seule famille de PDE, probablement a cause de la faible
concentration d’AMPc produite qui parfois peut étre aussi sporadique. Cependant, a 1’échelle
de I’organe, par la sommation de ces effets, il serait possible d’observer un effet physiologique
et de le quantifier. Il serait intéressant d’envisager la réalisation du dosage de la [AMPCc] par
ELISA, au niveau cellulaire afin d’évaluer les amplitudes de variations de sa production basale

dans notre modeéle.

En accord avec des études précédentes réalisées dans I’aorte de rat (Hubert et al., 2014; Komas
et al.,, 1991; Maurice et al.,, 1991; Schoeffter et al., 1987), nos résultats révélent une
potentialisation, par le Ro et le Cil, des réponses relaxantes a des agents élévateurs de la
[AMPc], c’est-a-dire I’isoprénaline, agoniste des récepteurs B-adrénergiques, et le L85,
activateur des adénylates cyclases. De plus les réponses relaxantes a ces agents ont été inhibés
par ’IBTX, donnée préalablement rapportée dans 1’artére coronaire et cérébrale de lapin (Porter
et al., 1998). Il serait intéressant d’évaluer a 1’échelle cellulaire, I’impact d’une stimulation [3-
adrénergique ou au L85, sur la régulation de I’activité du canal par les PDE3/PDE4. En effet,
la mesure de 1’activité du canal BKca par patch-clamp permettrait de confirmer cette voie de

régulation a 1’échelle moléculaire.

A notre connaissance, I’implication des BKca dans 1’effet potentialisateur du Ro et du Cil n’a
jamais été rapportée auparavant. Ceci pourrait s’expliquer par I’existence d’une plateforme
macromoléculaire associant les récepteurs B2-adrénergiques, les BKca, les LTCC ainsi qu’une
protéine d’ancrage AKAP79/150 décrite notamment dans les CMLs d’aorte de rat (Liu et al.,
2004b). Dans d’autres types cellulaires comme le cardiomyocyte, les PDES peuvent s’associer
aux effecteurs de I’AMPc¢ (LTCC, PLB/SERCA...) afin de moduler la réponse B-adrénergique
(revue par Mika et al., 2012). De plus, nos expériences de PLA suggérent une colocalisation
des BKca avec la PDE3 et PDE4. 1l serait donc intéressant d’évaluer ’existence d’une

colocalisation entre les B-ARS et les PDE3/PDE4 ou les BKca dans les CMLs d’ACG.

A T’issue de ces résultats, il est possible de supposer que les PDE3 et PDE4 régulent le tonus
de ’ACG via les BKcaa de faible concentration d’ AMPc, (production basale d’AMPc¢) (Figure
1D) ou lors d’une production d’AMPc suite a une stimulation d’un récepteur spécifique
(stimulation B-adrénergique) (Figure 2D (A)). Tandis que la stimulation des adénylates cyclases
entraine une production massive d’AMPc dans toute la cellule, responsable du recrutement
d’autres effecteurs que les BKca (Figure 2D (B)). Un dosage des [AMPCc] serait envisageable

afin de comparer la quantité d’AMPc produite lors des deux types de stimulation.

138



Il est clairement établi 1’existence, dans les CMLs, d’un couplage entre les canaux BKca et les
RyR (Nelson et al., 1995). De plus, il a été décrit que les déterminants moléculaires (RyR et
PLB/SERCA) a I’origine des sparks calciques dans la CMLV sont des cibles des effecteurs de
la voie AMPc, la PKA mais aussi Epac (Porter et al., 1998; Roberts et al., 2013b). Le couplage
des sparks calciques avec le canal BKca peut notamment étre impliqué dans la voie relaxante
de I’AMPc (Porter et al., 1998). Dans notre modeéle, les RyR ne semblent pas impliqués dans
I’effet relaxant des inhibiteur de PDE3 et PDE4 en condition basale (Figure 1D), tandis que lors
d’une stimulation B-adrénergique, les RyR constituent d’importants effecteurs de cette réponse
mais sont surtout indispensables a I’effet potentialisateur du Ro sur la réponse a 1’isoprénaline
(Figure 2D (A)). Une possible explication serait que la quantité d’AMPc nécessaire a recruter
les RyR soit insuffisante en condition basale mais suffisante lors d’une stimulation B-
adrénergique. Une autre possibilité est I’association spécifique des RyR a certaines PDEs. Des
études realisées dans le muscle lisse de la vessie ont décrit une augmentation de la fréquence
des sparks calciques ainsi que ’activité des canaux BKca par le rolipram (Xin et al., 20144;
Zhai et al., 2014b). Ces résultats soulignent le réle de la PDE4 dans la régulation du couplage
RyR-BKca dans le muscle lisse. La mesure des sparks calciques par microscopie confocale
permettrait d’évaluer [‘implication des RyR a I’échelle cellulaire en condition basale et stimulée

de production d’AMPc.
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relaxation
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Figure 1D : Schéma récapitulatif du rdle des canaux BKca dans la régulation du tonus de
I’artére coronaire basale par les PDE3 et PDE4.

Dans I’artére coronaire de rat, les PDE3 et PDE4 contrdlent les concentrations d’AMPc basales
et leur inhibition entraine la relaxation. La CML exprime de nombreux canaux potassiques tels
que les Ky, Katp et les BKca. Seuls les BKca sont impliqués dans 1’effet relaxant des inhibiteurs
de PDE3 et PDEA4. De plus, leur régulation n’implique pas les sparks calciques.
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AC : adénylate cyclase, CML : cellule musculaire lisse, Kv : canaux potassiques dépendant du
voltage, KaTp : canaux potassiques sensibles a I’ATP, PLB : phospholamban, RS : réticulum
sarcoplasmique, RyR : récépteurs a la ryanodine, SERCA : pompe Ca**ATPase du RS.
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Figure 2D : Schéma récapitulatif du réle des canaux BKca dans la régulation du tonus de
I’artére coronaire par les PDE3 et PDE4 sous stimulation p-adrénergique (A) et activation
des adénylates cyclases (B).

Dans I’artére coronaire de rat, les PDE3 et PDE4 controlent les concentrations d’ AMPc produit
de facon stimulée et leur inhibition potentialise cette réponse relaxante. Les canaux BKca
constituent d’importants effecteurs de I’AMPc produit de fagon stimulée et leur activité peut
étre stimulée par les sparks calciques.

AC : adénylate cyclase, CML : cellule musculaire lisse, PLB : phospholamban, RS : réticulum
sarcoplasmique, RyR : récépteurs a la ryanodine, SERCA : pompe Ca**ATPase du RS.
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- Altération du signalosome PDE3/PDE4-BKca dans I’insuffisance cardiaque

Dans cette deuxieme partie de 1’étude, nous avons évalué le role du signalosome impliquant
PDE3/PDE4 et le BKca dans un modéle d’insuffisance cardiaque chez le rat. Il s’agit d’un
modele ou la pathologie est induite par surcharge de pression, 22 semaines apres sténose de
I’aorte ascendante (Hubert et al., 2014; Joubert et al., 2008). L’artére coronaire étant située en
amont du clip, est soumise a des conditions de pression éleveée, identique a celle du ventricule
gauche, et vraisemblablement responsables d’une grande souffrance tissulaire (Kingsbury et
al., 2000; McGoldrick et al., 2007). Ce modéle pathologique est couramment utilisé car il mime
I’apparition progressive de I’IC en clinique. En effet, il y a d’abord un passage par le stade
d’hypertrophie puis une évolution vers I’IC (Camacho et al., 2016). Un autre modele d’IC est
aussi couramment utilisé car il mime les conditions de développement de I’IC en clinique. Ce
modele consiste en I’induction d’un infarctus par ligature de I’artére coronaire gauche. Il aurait
¢été intéressant de 1’utiliser dans notre étude, cependant cela aurait exigé d’utiliser une autre

branche I’artére coronaire, d’accés plus délicat (Camacho et al., 2016).

La contribution des BKca dans I’effet relaxant des inhibiteurs de PDE3 et PDE4 a été retrouvé
chez les rats controles SHAM tandis qu’elle était absente dans le groupe de rat IC (Figure 3D).
Ceci pourrait s’expliquer par la diminution de I’expression de la sous-unité o du canal BKca
observée au cours de I’IC. Une telle altération a déja été rapportée dans les artéres
mésentériques de souris ayant développé une IC suite a un infarctus du myocarde (Wan et al.,
2013) et dans d’autre modéles de pathologies cardiovasculaires comme le diabéte et
I’hypertension (Hu and Zhang, 2012) dans lesquelles il a été rapporté une diminution de
I’expression de la sous-unité o et/ou B. De plus, il a été constaté une augmentation de
I’expression d’une isoforme de la PDE4B d’une taille de = 70 kDa. Il pourrait s’agir du variant
PDE4B2, décrit précédemment dans I’artére pulmonaire humaine (Millen et al ., 2006). Cette
observation a aussi été retrouvée dans 1’aorte de rat dans le méme modeéle d’IC (Hubert et al.,
2014). La présence d’une autre forme a =~ 100 kDa de la PDE4B dans les tissus d’ACG
indiquerait une possible contamination de la préparation par du tissu cardiaque. En effet,
I’utilisation du méme anticorps n’a pas révélé 1I’existence de cette forme longue dans 1’aorte de
rat, plus aisée a débarasser de tissus non vasculaire (Hubert et al., 2014). Cependant elle a été
détectée dans les cardiomyocytes de rat (Abi-Gerges et al., 2009). L’étude de I’expression de
la PDE4B sur des CMLs isolées permettrait de confirmer les isoformes de PDE4B spécifiques

a ce tissu.
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De maniére intéressante, 1’é¢tude de la proximité protéique indique une diminution de pres de
50% de la colocalisation entre les BKca et la PDE4B dans les CMLs isolées de rats IC. Ce
résultat est en accord avec la diminution de 1’expression des BKca, qui semble alors étre le
facteur limitant dans cette association macromoléculaire (Figure 3D). Le signal du complexe
BKca-PDE3A n’est cependant pas significativement modifié en condition d’IC. Ceci pourrait
étre expliqué par la localisation de ce complexe dans des niches impliquant une faible
proportion de ces protéines et non pas la totalité. De plus, les données de réactivité vasculaire
indiquent un effet relaxant de I’inhibiteur de PDE3, plus important lors de I’IC. Ceci pourrait
suggérer que cette PDE recrute d’autres effecteurs que les BKca. L’augmentation de ’activité
de la PDE3 lors de I’'IC résulterait de la levée d’inhibition par la voie NO/GMPc résultant de la
dysfonction endothéliale (Hubert et al., 2014; Komas et al., 1991).

Enfin, il serait intéressant d’évaluer I’impact de la diminution de I’expression de la sous-unité
o du canal BKca sur l’effet potentialisateur des inhibiteurs de PDE3/PDE4 lors d’une
stimulation B-adrénergique ou activation des adénylates cyclases. Ces expériences pourrait
apporter un éclairage partiel sur la diminution des réponses relaxantes a 1’isoprénaline et au L85
observées dans 1’étude de Kingsbury et McGoldrick (Kingsbury et al., 2000; McGoldrick et al.,
2007) réalisées sur des artéres coronaires de cochon d’inde atteint d’IC (modéle IC par

surcharge de pression).
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Figure 3D : Schéma récapitulatif de la dérégulation du couplage BKca-PDE3/PDE4 dans
P’insufisance cardiaque.

Dans I’artére coronaire de rat, les PDE3 et PDE4 controlent les concentrations basales d’AMPc.
Chez les SHAM, ces PDEs sont couplées aux canaux BKca. Lors de I’IC, I’expression des BKca
diminue ainsi que leur colocalisation avec la PDE4B.

AC : adénylate cyclase, CML : cellule musculaire lisse, PLB : phospholamban, RS : réticulum
sarcoplasmique, RyR : récépteurs a la ryanodine, SERCA : pompe Ca**ATPase du RS.
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« Roéle des PDEs-AMPc dans la régulation du tonus vasculaire au
cours de ’insuffisance cardiaque :
Etude d’un modéle de vaisseau résistif, I’artére mésentérique »

Dans cette deuxieme partie de mon travail, nous nous sommes intéressés au role fonctionnel
des PDE3, PDE4 et surtout la PDE2. Nous avons traité la problématique du role de ces enzymes
dans le controle de la vasomotricité d’une arteére de résistance, et leur altération potentielle en
situation pathologique. Le modele d’IC utilise a été validé préalablement au laboratoire et est
présenté par une publication antérieure (Hubert et al., 2014) ainsi qu’a ’occasion de la
description de notre premiére étude. Il sera ainsi intéressant de comparer nos résultats de ceux
de I’étude précédente effcectuée au laboratoire (Hubert et al., 2014) dans laquelle le dosage
d’activité a été réalis¢ dans des aortes de rat, en utilisant les méme protocole et modele
pathologique. Dans cette étude, I’IC n’a pas eu d’impact sur 1’activité totale ou des PDEs
étudiées. Les résultats obtenus ici montrent au contraire que les artéeres mésentériques isolées
des rats IC présentent une activité totale et un profil d’activité des PDEs diminués a ceux des
artéres mésentériques isolées de rats SHAM. Ceci semble étre expliqué par la diminution de
I’activit¢é PDE3 observée dans le groupe IC. Cependant, ces différences entre les arteres
mésentériques des deux groupes de rats ne sont pas significatives, probablement parce que le
nombre d’expérience est faible (N = 3). Ces résultats devront &tre complétés par des expériences
additionnelles. A I’inverse, une autre étude réalisée dans un modele d’IC développée par
surcharge volumétrique (rat Dahl traité au sel) (Takahashi et al., 2002) a rapporté une
augmentation de I’activité PDE3, sans modification de I’activité PDE4, dans l'aorte rat malade.
Ces résultats suggerent que les altérations d’activité PDE varient selon les lits vasculaires et le
modele pathologique étudié. Ceci pourrait €tre confirmé par I’étude de 1’expression des PDE3,

PDE4 et PDE2 et PDEL1 dans les artéres mésentériques isolées de rat IC et SHAM.

Les PDE3 et PDE4 présentent I’activité majoritaire tandis qu’aucune activité de la PDE2 n’a
été détectee suggérant sa faible contribution dans 1’hydrolyse de I’AMPc, au niveau vasculaire.
Ces résultats sont en accord avec une précédente étude réalisée dans notre équipe sur 1’aorte de
rat avec le méme protocole (Hubert et al., 2014). 1l semblerait que la PDE2 soit tres faiblement
exprimée au niveau vasculaire, comme le rapporte 1’étude de Saeki et Saito (Saeki and Saito,
1993a) réalisée dans 1’aorte porcine dépourvue d’endothélium. L hydrolyse de I’AMPc par la
PDE2 avait alors été mise en évidence par I’utilisation de forte concentration de GMPc (10 uM)

(Saeki and Saito, 1993a). Alors que dans nos expériences, nous avons utilisé une concentration
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plus faible de GMPc (5 uM) ce qui pourrait étre insuffisant pour la mesure de I’activité de la
PDE2. Comme la PDE2 hydrolyse I’AMPc et le GMPc), il semblerait intéressant, dans notre
modele, de mesurer ’activité d’hydrolyse de la PDE2 pour le GMPc, substrat pour lequel elle
a légerement plus d’affinité que I’AMPc¢ (Km pour le GMPc : 10-30 pumol/L, Kmnpour I’AMPc :
30-50 pmol/L) (Omori and Kotera, 2007b).

L’étude de (Saeki and Saito, 1993b) a été 1’une des rares a avoir détecté I’activité de la PDE2
dans les CMLs car cette enzyme est souvent associée a une localisation endothéliale. En effet
les études de Keravis et Souness (Keravis et al., 2000; Souness et al., 1990) rapportent
respectivement une forte expression de la PDE2 dans les CEs d’aorte bovine et porcine en
culture. Il n’est cependant pas improbable que les conditions de cultures changent le phénotype
de CEs et par conséquent impactent sur I’expression des PDES et leur activité. Par conséquent,
la réalisation d’un dosage de I’activité PDE2 de segment d’artére dépourvu d’endothélium en

comparaison a des arteres intactes permettrait de préciser sa localisation.

Ensuite nous avons évalué le role fonctionnel des PDE2, PDE3 et PDE4 dans les artéres
mésentériques des deux groupes SHAM et IC. L’inhibition de la PDE3 et de la PDE4 diminue
la sensibilité de I’agent contractant U46619. Des effets similaires ont été observés dans 1’aorte.
Cependant I’effet de ’inhibition de la PDE2 n’a diminué la contraction a 1’'U46619 que dans
les arteres mésentériques sans altérer la réponse contractile de 1’aorte. Ceci suggere 1’existence

d’une spécificité fonctionnelle de la PDE2 dans les arteres mésentériques.

L’AMPc et le GMPc étant tous deux substrats pour la PDE2, nous avons ensuite évalué
I’implication différentielle de cette PDE dans les voies relaxantes de ces deux nucléotides
cycliques. Nos expériences ont révélé que quel que soit la nature de I’agent €lévateur de la
[AMPc] : isoprénaline (agoniste des récepteurs B-adrénergique) ou L85 (activateur des
adénylates cyclases), I’inhibition de la PDE2 ne modifie pas les réponses relaxantes dans les
deux groupes SHAM et IC. A I’opposé, 1’étude de Bubb (Bubb et al., 2014), réalisée dans un
modeéle in vivo d’HTAP induite chez des rats par exposition a 1’hypoxie, rapporte que
I’inhibition de la PDE2 potentialise la réponse vasorelaxante au treprostinil, un analogue de la
prostacycline, dans I’aorte et ’artére pulmonaire des animaux en hypoxie. Ceci suggere que le
réle de la PDE2 dans la voie AMPc dépend du lit vasculaire étudié et de la pathologie qui y est

associée.

L’impact de I’inhibition de la PDE2 sur la voie de signalisation du GMPc a ét¢ étudié dans deux
conditions, lorsque le GMPc est produit par stimulation des GCp couplées au récepteur des

peptides natriurétiques et lorsque le GMPc est produit par les GCc activées par un donneur de
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NO. La PDE2 ne semble pas impliquées dans ces deux voies de signalisations quel que soit le
groupe de rat, SHAM ou IC. Ces résultats ne sont pas en accord avec 1’étude de Bubb (Bubb et
al., 2014) dans laquelle il est rapporté, par 1’utilisation d’un protocole similaire a celui employé
dans notre étude, que I’inhibition de la PDE2 par le BAY 60-7550 semble potentialiser
préférentiellement la voie de I’ANP dans 1’artére pulmonaire. Néanmoins la voie du NO est
potentialisée de fagon indifférenciée dans 1’aorte et 1’artére pulmonaire. Une explication de
cette incohérence entre les deux études pourrait porter sur I’amplitude de la pré-contraction
obtenue avec 1’'U46619 avant I’application des agents vasorelaxants. En effet, dans 1’étude de
Bubb, les expériences ont été conduites avec une concentration d’U46619 permettant d’obtenir
80% de la réponse contracile maximale. Or, dans notre étude, nous avons utilisé une
concentration plus importante (1uM), correspondant a 100% de la réponse maximale (Figure
3R, p128). Ce degres de contraction plus important pourrait rendre plus difficile 1’observation
d’un effet éventuel du BAY.

De maniére alternative, il pourrait s’avérer que le role fonctionnel de la PDE2 différe d’un lit
vasculaire a un autre. Dans notre mod¢le d’étude, I’artére mésentérique, la PDE2 semble
impliquée dans la régulation de la réponse contractile, mais pas des réponses relaxantes. Ceci
pourrait étre d( a sa trés faible expression dans ce tissu (difficilement détectable par Western
blot) responsable du masquage de son activité par d’autres PDEs lorsque la production de NC
est stimulée. En effet, les PDE3 et PDE4 détectées majoritairement, peuvent étre impliquées
dans la voie de I’AMPc alors que la PDES, largement exprimé dans les CMLs (Rybalkin et al.,
2003), interviendrait majoritairement dans 1’hydrolyse du GMPc. Il apparaitrait donc
intéressant de réaliser des expériences de réactivité vasculaire en incubant les segments d’artere
avec le Cil et le Ro ou le sildénafil (inhibiteur de la PDES) en présence de BAY afin de révéler
une éventuelle activité de la PDE2. Une partie des travaux du précédant doctorant a révélé que
I’effet relaxant de 1’inhibiteur de PDE2 était dépendant de I’activité de la NOS car abrogé en
présence de L-NAME. Ce résultat plaide en faveur d’une localisation endothéliale de la PDE2
dans les arteres mésentériques. Bien que cette hypothese soit soutenue par les études de Keravis
et Souness (Keravis et al., 2000; Souness et al., 1990) dans lesquelles I’activité de la PDE2 a
été quantifiée dans les CEs d’aorte bovine et porcine en culture, il semblerait que I’expression
endothéliale de la PDE2 dans le tissu vasculaire natif, soit restreinte aux petits vaisseaux et
veines mais exclue mais exclue les artéres (Sadhu et al., 1999). Afin d’éclaircir cette
problématique de la quantité et la localisation (endothéliale ou non) de 1’expression de la PDE2

dans notre modele d’étude, la détection des transcrits codant la PDE2 pourrait étre envisagée
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dans les artéres mésentériques intacte et dépourvues d’endothélium fonctionnel. Ces
expériences pourront étre complétées par un marquage immunohistochimique sur coupes
d’arteres. Dans le cas ou la détéction de la PDE2 s’avére difficle par ces techniques, on pourrait
emettre I’hypothése que le BAY agirait sur une autre cible intracellulaire autre que la PDE2.
Une autre hypothése est que 1’expression de cette PDE est peut étre infime dans les artéres
mésentériques mais se concentre dans des espaces subcellulaires jouant un réle clé dans la

contraction.
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Conclusions




Notre étude a permis d’approfondir le mécanisme moléculaire par le quelle certaines familles

de PDE régulent le tonus des arteres de résistances.

L’utilisation d’un modele intégré d’artére coronaire et mésentérique de rat a permis de souligner
la complexité de cette voie de régulation. En effet, deux facteurs semblent y contribuer :

I’endothélium et I’existence d’une pathologie (insuffisance cardiaque).

Nos résultats confirment le rle majoritaire des PDE3 et PDE4 dans les arteres de résistance et

mettent évidence une régulation spécifique des BKca par ces PDES dans 1’artére coronaire.

Bien que le dosage biochimique ne refléte pas les expériences ex-vivo, il semblerait que le réle
fonctionnel de la PDE2, absent dans un modéle d’artére de conductance, soit restreint a 1’artére

mésentérique et ne soit pas altéré par I’insuffisance cardiaque.

L’utilisation d’une approche pharmacologique a permis d’évaluer le role des PDE3, PDE4 et
PDE2 dans la régulation du tonus artérielle. Les limites de cette technique sont liées a la
sélectivité des inhibiteurs utilisés. C’est pourquoi, il serait intéressant d’utiliser des mod¢les de

souris KO pour ces PDEs afin de compléter 1’étude pharmacologique.
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