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Résumeé

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une pathologie affectant
principalement les arteres pulmonaires de petit calibre entrainant une augmentation des
résistances artérielles pulmonaires aboutissant a une défaillance cardiaque droite. La
vasoconstriction, le remodelage pariétal et la thrombose au niveau des arteres pulmonaires
distales sont de facteurs qui contribuent au developpement et & la progression de la
pathogénese de I'HTAP. La dysfonction endothéliale, définie comme étant la perte d’un
équilibre entre les facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs, est un évenement précoce

dans I’initiation et le développement de ’HTAP.

Dans les conditions physiologiques normales, I’endothélium vasculaire joue un role
déterminant dans la régulation de 1’homéostasie vasculaire pulmonaire principalement en
libérant de puissants facteurs vasoprotecteurs comme le monoxyde d’azote (NO) et la
prostacycline (PGI>). Par le biais de ces facteurs, les cellules endothéliales (CE) maintiennent
une surface non thrombogene pour le flux sanguin pulmonaire, inhibent la prolifération des
cellules musculaires lisses (CML) dans la paroi vasculaire pulmonaire, régulent la réponse

inflammatoire, et permettent la vasodilatation.

Dans les conditions pathologiques comme I’HTAP, le dysfonctionnement des CE
entraine une augmentation des facteurs vasoconstricteurs et mitogéniques comme
I’endothéline-1 (ET-1) et le thromboxane Az, (TXAz). Ces facteurs activent I’adhésion des
plaquettes et des monocytes, la prolifération des CML vasculaires pulmonaires et conduisent
a un intense remodelage artériel pulmonaire par épaississement de la paroi vasculaire
pulmonaire. Le stress oxydant, les médiateurs inflammatoires et les facteurs de croissance
sont des acteurs majeurs favorisant le développement de la dysfonction endothéliale et le

remodelage artériel pulmonaire dans ’HTAP.

Les progrés énormes réalisés au cours de ces dernieres années concernant les
thérapeutiques médicamenteuses (les antagonistes des récepteurs de ET-1, les analogues de la
PGIl, et les inhibiteurs de phosphodiestérase 5) n’ont pas permis hélas d’améliorer
significativement la survie des patients atteints d’HTAP. Cette maladie restant incurable, la
transplantation cardio-pulmonaire ou bi-pulmonaire est alors la seule alternative pour

prolonger la survie des patients atteints d’HTAP.
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Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux propriétés des acides gras
oméga-3 pour leurs effets bénéfiques potentiels sur la santé et en particulier sur la réduction
de la mortalité liee aux maladies cardiovasculaires, afin d’évaluer leurs potentiels a prévenir
I’HTAP. En effet, de nombreuses études épidémiologiques et interventionnelles montrent que
la consommation réguliere d’acides gras oméga-3 tels que les acides eicosapentaénoique
(EPA, C20:5n-3) et docosahexaénoique (DHA, C22:6n-3), présents en grande quantité dans
les huiles de poissons gras, réduisent I’hypertension artérielle, les réponses pro-
inflammatoires, les risques d’arythmie cardiaque, protégent les LDL contre 1’oxydation pour
retarder le développement de 1’athérosclérose, réduisent le stress oxydant, inhibent
I’agrégation plaquettaire et protégent la fonction endothéliale en augmentant la disponibilité
du NO. De plus, les récents travaux de notre laboratoire ont permis de mettre en evidence les
effets directs de différentes formulations EPA:DHA sur des coronaires isolées de porc et des
cellules endothéliales de ces mémes vaisseaux. Le rapport EPA:DHA 6:1 a démontré une
supériorité de sa capacité a induire des relaxations dépendantes de 1’endothélium en stimulant
la formation du NO, suite a I’activation redox-sensible de la voie PI3-Kinase/Akt menant a
I’augmentation de ’activit¢é de la NO synthase endothéliale par phosphorylation du site

activateur Ser 1177.

Les effets vasculaires pulmonaires des oméga-3 sont peu étudiés. A notre connaissance,
nous étudions pour la premiére fois I’intérét de la formulation EPA:DHA 6:1 dans ’'HTAP.
Ce travail a pour objectif d’étudier les potentiels de la formulation EPA:DHA 6:1 & prévenir
les altérations cardiovasculaires et pulmonaires induites par ’injection de monocrotaline

(MCT) dans un modéele expérimental d’HTAP chez le rat Wistar.

Nos résultats expérimentaux montrent qu’apres 21 jours suivant 1’injection de MCT, les
rats présentaient une forte augmentation significative de la pression artérielle pulmonaire
moyenne (PAPm) corrélée a une augmentation de la pression systolique du ventricule droit
(RVSP) et une diminution du débit cardiaque (CO). Les tests fonctionnels et histologiques
révelent que la MCT induisait une augmentation significative des résistances vasculaires
pulmonaire (RVP), une hypertrophie de la paroi des artérioles pulmonaires, une dilatation et
une hypertrophie significative du ventricule droit (VD). Les analyses en immunohistochimie
et immunofluorescence montrent une infiltration de macrophages et de lymphocytes T sur la
paroi des artérioles pulmonaires et au niveau des cardiomyocytes du VD, une production
excessive d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS), une surexpression de la NADPH oxydase
(p22°M°% et p47P"%X) des cyclooxygénases (COX-1 et COX-2), de la eNOS découplée, et des
récepteurs de ’ET-1(ETa, ETg) et de I’angiotensine-11 (AT1R).
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Le traitement oral pendant 4 semaines des rats HTAP avec la formulation EPA:DHA
6:1 exerce un effet favorable sur ces différentes modifications et une activité préventive du
développement de ’HTAP dans ce modéle de rat. L’EPA:DHA 6:1 prévient 1’élévation de la
PAPm, la RVSP, la dysfonction endothéliale et réduit significativement le remodelage
artériolaire pulmonaire, les infiltrats périvasculaires artériolaires de lymphocytes et de
macrophages, 1’hypertrophie et la dilatation du VVD. De plus, le traitement avec EPA:DHA
6:1 inhibe la production des ROS suggérant le rble du stress oxydant dans les effets
cardiovasculaires déléteres de ’'HTAP. Ce traitement entraine également une diminution de
la surexpression de la sous-unité p22P"°% et pd7°"* de la NADPH oxydase, la eNOS
découplée, les COX-1 et COX-2 et les ETaet ETg.

En conclusion, I’ensemble des données montre que le traitement per os avec EPA:DHA
6:1 prévient le developpement de I’HTAP par une atténuation des réponses inflammatoires et
du stress oxydant, une inhibition du remodelage des artérioles pulmonaires et du ventricule

droit, et une amélioration de la fonction endothéliale pulmonaire.

La seconde partie de mon travail traite les impacts des émulsions lipidiques utilisées en
nutrition parentérale humaine sur la fonction endothéliale dans un modeéle de vaisseaux
sanguin isolés. En effet, les émulsions lipidiques permettent un apport énergétique derivé des
acides gras lorsque la nutrition orale ou entérale est insuffisante ou contre-indiquée. Bien
qu’améliorant le statut nutritionnel du patient, 1’apport d’acides gras peut induire une
dysfonction endothéliale laquelle peut favoriser le développement de pathologies
cardiovasculaires comme I’athérothrombose. Les émulsions lipidiques en nutrition parentérale
sont connues pour moduler la fonction endothéliale selon la nature des acides gras (AG) qui
les composent, en modifiant notamment le profil phospholipidique des membranes cellulaires,
en augmentant la production de ROS et en induisant une élévation de médiateurs pro-
inflammatoires. Ainsi, un apport élevé en acide linoléique (C18:2n-6), précurseur de 1’acide
arachidonique, oriente préférentiellement la synthese des eicosanoides vers les dérivés
prostanoides vasoconstricteurs et pro-inflammatoires, alors qu’un apport en acides gras
polyinsaturés n-3, EPA, DHA, l’oriente vers des dérives moins déléteres et moins pro-

inflammatoires.

L’objectif de ce travail était d’apprécier, dans un modeéle de vaisseau sanguin isolé, les
voies biochimiques impliquées dans 1’altération de la fonction endothéliale induite par
différentes émulsions lipidiques nutritionnelles et de déterminer si 1’ajout d’oméga-3 aux
émulsions lipidiques est capable de protéger la fonction endothéliale vis-a-vis de leurs effets

déléteres.
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Nos resultats expérimentaux indiquent que I’incubation d’anneaux d’artére coronaire de
porc avec différentes formulations d’émulsions lipidiques comme le Lipidem®, le
Médialipide® ou le SMOFlipide® entraine une diminution significative des relaxations
dépendantes de I’endothélium en réponse a la bradykinine, indiquant I’induction d’une
dysfonction endothéliale. Cette dysfonction endothéliale est en partie associée a une
diminution des composantes NO et EDH de la relaxation et a une augmentation des
prostanoides vasoconstricteurs. Bien que les mécanismes responsables de 1’altération de la
fonction endothéliale soient mal connus, nos travaux soulignent 1’importance du stress
oxydant dans le développement de la dysfonction endothéliale induite par les émulsions
lipidiques. De plus, les acides gras polyinsaturés (omega-3) ont montre un effet protecteur
vis-a-vis de la fonction endothéliale en augmentant la formation de facteurs vasoprotecteurs
NO et EDH. De ce fait, il est vraisemblable que la présence d’acides gras oméga-3 dans les
émulsions lipidiques pourrait non seulement permettre un apport énergétique mais aussi

protéger la fonction endothéliale du patient.

En conclusion, la formulation d’oméga-3 dans un rapport EPA:DHA 6:1 possede des
effets vasoprotecteurs in vitro et in vivo en prévenant la dysfonction endothéliale associée a
I’HTAP et induite par les émulsions lipidiques de nutrition parentérale. La protection de la
fonction endothéliale par les oméga-3 EPA:DHA 6:1 se manifeste par une augmentation de la
formation de facteurs vasorelaxants NO et EDH, et par une diminution de facteurs
vasoconstricteurs et mitogéniques endothéliaux. Ces effets protecteurs impliquent in vivo une
diminution du remodelage vasculaire cardiopulmonaire, une diminution du stress oxydant et
une inhibition des réponses inflammatoires dans la paroi artérielle. Les résultats de ce travail
de recherche sont en accord avec les données cliniques indiquant que la consommation
réguliére des poissons gras riches en oméga-3 diminue le risque cardiovasculaire. De plus, ils
suggerent que la formulation d’oméga-3 EPA:DHA 6:1 pourrait contribuer & protéger la
fonction endothéliale dans 'HTAP et dans la nutrition parentérale impliquant certaines

émulsions lipidiques.
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Résumé en anglais

Pulmonary arterial hypertension is a rare disease of the small pulmonary arteries
characterized by an important vascular proliferation and remodeling. It results in a progressive
increase in pulmonary vascular resistance and, ultimately, right ventricular failure and death.
Despite recent major improvements in symptomatic treatments, no current treatment is able to
cure the patients for the long term. Pulmonary arterial proliferation and remodeling,
endothelial dysfunction, inflammation and oxidative stress promote the development of
pulmonary hypertension. Omega-3 polyunsaturated fatty acids such as eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acids (DHA) have been shown to protect the cardiovascular
system and reduce inflammation and oxidative stress. Polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA)
that exerts anti-oxidant and anti-inflammatory protective effects in the systemic circulation,
but its effects on pulmonary arteries remain poorly defined. Few studies have been shown that
EPA and DHA reduce inflammation and proliferation of pulmonary artery smooth muscle

cells under pathophysiological conditions.

The possibility that EPA:DHA 6:1 a superior omega-3 formulation prevents pulmonary
arterial and right ventricular remodeling and dysfunction was evaluated an experimental
model PAH. We hypothesize that metabolites from Oméga-3 could resolve inflammation and
potentially prevent endothelial dysfunction and cardiopulmonary remodeling in experimental
PAH. In the present study, we used a well-known in vivo model of monocrotaline-induced
PAH in rats, treated with EPA:DHA 6:1 to evaluate the potential of this formulation to
prevent PAH.

Results show that MCT treatment was associated in the pulmonary artery with a
significant increased mean pulmonary arterial pressure (mPAP), vascular resistance, and
blunted endothelium-dependent relaxations to acetylcholine, in pulmonary arterioles with
increased wall thickness and oxidative stress, and in the heart with increased RV systolic
pressure (RVSP), RV hypertrophy and a reduced cardiac output (CO). Compared to the MCT
group, the EPA:DHA 6:1 treatment for 3 weeks following MCT injection significantly
prevented the MCT-induced changes in the morphology and pressure in the pulmonary artery
and the RV, and also prevented the decreased CO. EPA:DHA 6:1 treatment resulted in a
significant improvement of right ventricular hypertrophy by reducing Fulton’s index.
Morphometric analyses revealed that the wall thickness of pulmonary arterioles was
significantly lower in MCT + EPA:DHA 6:1-treated rats compared with controls. EPA:DHA
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6:1 treatment significantly reduced MCT-induced vascular oxidative stress and improved
endothelial function in pulmonary arteries. The protective effect of EPA:DHA 6:1 was
associated with the prevention of the MCT-induced upregulation of NADPH oxidase subunits
(p22P"°% and p47°"x), COX-1 and COX-2, endothelin A and B receptors and uncoupled eNOS
in pulmonary arterioles and a reduced pulmonary infiltration of macrophages and
lymphocytes. The MCT-induced vascular oxidative stress was significantly reduced by N-
acetylcysteine, VAS-2870, NC-nitro-L-arginine and indomethacin.

In conclusion, the present findings indicate that the EPA:DHA 6:1 formulation has a
vascular effect in PAH by preventing RV failure, pulmonary arterioles remodeling and
dysfunction, inhibit inflammation status, most likely by preventing the NADPH oxidase,
COX and uncoupled eNOS-mediated vascular oxidative stress to prevent and potentially cure
pulmonary hypertension induced by MCT. Our studies show that the EPA:DHA 6:1
formulation exerts anti-inflammatory, anti-oxidant and has a protective vascular effect in the
pulmonary arteries, which may contribute to prevent and potentially cure pulmonary
hypertension induced by MCT in rat.
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INTRODUCTION

Les maladies cardiovasculaires par athérosclérose représentent la principale cause de
mortalité dans les pays industrialisés avec plus de 17 millions de décés par an, soit 30 % du
total dans le monde (OMS?). L'évolution de I'athérosclérose dépend de nombreux facteurs,
mais les plus importants sont l'augmentation du taux de cholestérol dans le sang et

I'nypertension artérielle.

Au cours de ce travail, nous avons, dans un premier temps, étudier I’impact de la
formulation optimisée en oméga-3 EPA:DHA 6:1 dans la résolution de la dysfonction
endothéliale, I’inflammation et le stress oxydant pour prévenir I’hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP).

L’HTAP est une pathologie engageant le pronostic vital en aboutissant a une défaillance
cardiaque droite. Elle est définie par une élévation de la pression artérielle pulmonaire
moyenne (PAPm) supérieure a 25 mmHg au repos associée a une pression pré-capillaire
pulmonaire normale (PCP < 15 mmHg) (Galie et al., 2009; Montani et al., 2013). Cette
augmentation de la PAPm est secondaire a plusieurs mécanismes associant a des degrés
variables une vasoconstriction, un remodelage prolifératif de toutes les couches de la paroi
vasculaire et une oblitération thrombotique des artéres pulmonaires de petit calibre (Humbert
et al., 2004). Le principal symptéme est I’intolérance a 1’effort sous la forme de dyspnée

accompagneée le plus souvent a des douleurs thoraciques et a la fatigue musculaire chronique.

Le développement de ’HTAP implique le systéme cardiaque, pulmonaire et vasculaire. En
effet, 'HTAP est une maladie rare mais n’est pas orpheline car il existe des progres
thérapeutiques considérable dans la prise en charge des patients atteints d’HTAP gréce au
développement de nouveaux traitements pharmacologiques ciblant la dysfonction
endotheliale, caracterisée par une biodisponibilité réduite de la prostacycline (PGl2) et du
monoxyde d’azote (NO) et a une surproduction de I’endothéline-1 (ET-1). On distingue les
analogues de la PGI> (époprosténol, tréprostinil), les inhibiteurs de la phosphodiestérase 5

(sildénafil et tadalafil) et les antagonistes des récepteurs de 1’endothéline-1 (bosentan et

! Organisation Mondiale de la Santé : Projet Monica (Multinational MONItoring of trends and determinants in
CArdiovascular disease)
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ambrisentan). En depit de progres thérapeutiques au cours des derniéres années, la survie des
patients n’a été réellement améliorée. Les traitements actuels ne permettent pas de guérir cette
maladie grave. L’HTAP demeure pourtant une maladie incurable dont la survie est de
seulement 50 % a 5 ans (McLaughlin et al., 2015). La transplantation cardio-pulmonaire reste

la seule alternative pour prolonger la survie des patients.

Les patients souffrant d’HTAP présentent une morbi-mortalité élevée principalement
d’origine cardiovasculaire. En effet, il est aujourd’hui établi qu’une dysfonction endothéliale
constitue un élément majeur de la pathogénése de ’'HTAP. La dysfonction endothéliale
pulmonaire est associée a I’inflammation et au stress oxydant vasculaire des le stade précoce
de la maladie (Crosswhite and Sun, 2010).

L’altération du métabolisme énergétique joue un rdéle important dans 1’évolution de la
pathologie. Pourtant peu d’études se sont intéressées au métabolisme lipidique pour une
approche thérapeutique du remodelage artériel et de I’insuffisance cardiaque dans I’HTAP. En
modulant la composition et la structure des membranes cellulaires ainsi que les fonctions
cellulaires et la synthese de médiateurs lipidiques comme les eicosanoides, un complément
alimentaire en acides gras polyinsaturés de type omeéga-3 pourrait étre bénéfique chez les
patients atteints d’HTAP.

De nombreuses études indiquent que la consommation réguliere d’acides gras
polyinsaturés a longues chaines n-3 (EPA, DHA) réduit I’apparition de pathologies
cardiovasculaires (athérome, infarctus du myocarde, hypertension artérielle) (Cottin et al.,
2011; Degirolamo et al., 2010; Shimokawa et al., 1988). Les oméga-3 exercent des effets
antioxydants, anti-inflammatoires, antiprolifératifs et vasodilatateurs sur le systéme vasculaire
(Kromhout et al., 2012; Shimokawa et al., 1988). Les données les plus récentes de notre
laboratoire montrent la supériorité de la formulation EPA:DHA 6:1 a stimuler la production
par I’endothélium du monoxyde d’azote (NO), un puissant vasodilatateur et un inhibiteur de
la prolifération cellulaire, de 1’agrégation plaquettaire et des réponses pro-inflammatoires
permettant ainsi de penser que les oméga-3 pourraient avoir un effet bénéfique chez les

patients atteints d’HTAP par une amélioration de la fonction endothéliale.

Au cours de mon travail de thése, nous nous sommes intéressés a Dl’intérét de la
formulation en oméga-3 EPA:DHA 6:1 a prévenir 1’élévation de la pression artérielle

pulmonaire, les altérations cardiovasculaires et pulmonaires et I’hypertrophie et 1’insuffisance
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ventriculaire droite induite par 1’injection de MCT dans un modele HTAP expérimentale chez

le rat.

Dans un second temps, nous avons étudié la capacité de la formulation EPA:DHA 6:1
a réduire la dysfonction endothéliale induite par les émulsions lipidiques utilisées en nutrition
parentérale, et a préciser le mécanisme lié en particulier au stress oxydant et aux prostanoides
vasoconstricteurs. En effet, en nutrition parentérale, les émulsions lipidiques permettent un
apport énergétique dérivé des acides gras au patient lorsque la nutrition orale ou entérale est
insuffisante ou contre-indiquée (Boisrame-Helms et al., 2015). Bien qu’améliorant le statut
énergétique du patient, I’apport d’acides gras peut entrainer 1’induction d’une dysfonction
endothéliale, qui peut favoriser le développement de pathologies cardiovasculaires comme
I’athérothrombose (Steer et al., 2003).

L’objectif de ce projet est d’étudier, dans un modele d’artére coronaire de porc les
mécanismes responsables de 1’altération de la fonction endothéliale par les émulsions
lipidiquesen mettant en évidence le role du stress oxydant et des prostanoides
vasoconstricteurs, et de déterminer si les oméga-3 sont capables de protéger la fonction

endothéliale vis-a-vis des effets déléteres des émulsions riches en acides gras.
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Chapitre | : Impact de la formulation EPA:DHA 6:1 dans PHTAP

1. Hypertension artérielle pulmonaire

1.1. Définition

L’hypertension pulmonaire que 1’on appelle aussi HTAP est une maladie rare engageant
le pronostic vital du patient. Cette pathologie vasculaire pulmonaire est caractérisée par un
intense remodelage et obstructif des artéres pulmonaires de petit calibre (< 500 um de
diametre), conduisant a I'augmentation des résistances vasculaires pulmonaires (Simonneau et
al., 2013). Ce qui oblige le cceur droit a travailler davantage pour pomper le sang veineux,
pauvre en oxygene vers les poumons. Le cceur droit finit par s’hypertrophier et se dilater suite
a un mécanisme d’adaptation a I’augmentation de la post-charge aboutissant a une défaillance
ventriculaire droite et a terme au déces du patient par arrét cardiaque. Il s’agit d’une €élévation
anormale des résistances vasculaires qui s’opposent a I’écoulement du sang, accompagnées
par un rétrecissement du diameétre de la lumiere des vaisseaux sanguins pulmonaires (Montani
et al., 2013). L’HTAP est caractérisée du point de vue hémodynamique par une élévation de
la PAPm supérieure a 25 mmHg associée a une pression capillaire pulmonaire (PCP)
inférieure a 15 mmHg (téléexpiratoire) et des RVP supérieures a 3 unités Wood au moment
du cathétérisme cardiaque droit au repos (Seferian et al., 2014).

La PAPm est dépendante de la PCP, du débit sanguin pulmonaire (Q) et de la RVP

selon la formule suivante :

PAPm = PCP + (Q X RVP)

Equation 1 : La pression artérielle pulmonaire moyenne

En I’absence d’anomalies et en condition normoxique, la PAPmM est de I’ordre de 14 + 3

mmHg.
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1.2. Symptomes

Chez les patients, la maladie se manifeste par divers symptdbmes comme de
I’essoufflement, car la ventilation est perturbée par 1’obstruction des vaisseaux. Des douleurs
thoraciques peuvent étre ressenties du fait des difficultés a 1’écoulement du sang, et les
échanges gazeux se font moins facilement ce qui provoque des carences en oxygene appelées
hypoxies, qui peuvent causer des étourdissements et des pertes de connaissance fréquentes.
Généralement, la fatigue musculaire chronique se fait ressentir chez les patients rendant alors
difficiles les activités quotidiennes normales (Scarlett et al., 2009). Les symptdmes de
I’HTAP sont aspécifiques et surviennent typiquement a 1’effort incluant dyspnée, asthénie,
syncope, angine de poitrine et toux. La rétention hydrique, en particulier I’ascite et les

cedémes des membres inférieurs apparaissent dans les cas les plus séveres.

1.3. Classification

Afin de mieux comprendre cette pathologie et mieux prendre en charge les patients en
fonction des causes de la maladie, une classification de I’hypertension pulmonaire a été
proposée au 5th World Symposium on Pulmonary Hypertension, a Nice (France) en Octobre
2013 et reprend les cing groupes déja reconnus depuis le Symposium d’Evian en 1998
(McLaughlin et al., 2015; Seferian et al., 2014). Cette classification distingue les types
d’hypertension pulmonaire en cinq groupes différents au sein desquels sont regroupées
différentes pathologies partageant des similitudes anatomo-pathologies et thérapeutiques
(Tableau 1). Dans ces travaux de thése, nous nous sommes particuliérement intéressés au
groupe 1 de la classification correspond a ’'HTAP proprement dite qui englobe divers types

de causes comprenant :

- L’HTAP idiopathique ou HTAP sporadique définie par la survenue de la maladie en
I’absence de facteurs de risque connus ou associés ;

- L’HTAP héréditaire définie par la transmission de la maladie par descendance et/ou
présence chez un patient d’une mutation d’un des génes connus pour prédisposer au
développement de ’HTAP tels que ALK1 (Harrison et al., 2003) et BMPR2 (Cogan et
al., 2006) ;

- IHTAP associée a la consommation de toxines dont la prise d’anorexigeénes (aminorex,
amphétamines) ou de drogue (cocaine) (Montani et al., 2013) ;

- L’HTAP associée a des conditions cliniqgues comme les connectivites, 1’infection par le

virus de I’immunodéficience humaine (VIH) ;
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- L’hypertension portale associée a une dysfonction au niveau des veines et des
capillaires, qui représente 5 % des cas d’HTAP.

Ces situations sont caractérisées par une atteinte des petites artéres pulmonaires d’un
diametre inférieur a 500 um. Les lésions histologiques typiques sont caractérisées par une
hypertrophie de la média, un épaississement de 1’adventice, une prolifération de 1’intima, des
infiltrats inflammatoires périvasculaires qui vont déterminer I’apparition d’un remodelage
artériel pulmonaire avec des lésions plexiformes et de la thrombose in situ (Archer et al.,
2000; Tuder et al., 1994).

1.4. Epidémiologie de PHTAP

L’HTAP est une maladie rare dont I’incidence et la prévalence précise sont difficiles a
évaluer du fait de I’absence de spécificité des symptdmes. La maladie est souvent
diagnostiquée plusieurs mois apres le début des symptémes (2 ans en moyenne), aboutissant a
des diagnostics tardifs a un stade avancé, moins accessible aux thérapeutiques actuelles
(Humbert et al., 2006). Il est ainsi possible que certains cas d’HTAP ne soient pas
diagnostiqués du fait des obstacles pratiques a 1’affirmation du diagnostic par cathétérisme
cardiaque droit. Néanmoins, les progres récents de 1’échocardiographie avec Doppler pulsé

ont grandement facilité le dépistage de la maladie.

Selon le registre national francais ouvert en 2002, I’incidence annuelle d’HTAP est
estimée entre 2 et 5 cas par million d’habitants adultes, ce qui correspond a une prévalence
estimeée entre 15 et 25 cas par million d'habitants adultes pour les HTAP associées a diverses
pathologies, et de 6 cas par million d’habitants pour la forme idiopathique (Humbert et al.,
2006). Cette prévalence a été établie sur une étude multicentrique regroupant 674 cas
d’hypertension pulmonaire (Chin et al., 2008; McGoon et al., 2013). Cette maladie a une
préedominance féminine, elle touche 2 a 4 fois plus de femmes que d’hommes avec un pic de
fréquence qui se situe entre 30 et 50 ans en moyenne pour les HTAP idiopathiques (Humbert
et al., 2006), mais il existe des variations importantes en fonction des pathologies associées
(Vonk-Noordegraaf et al., 2014).

L’HTAP survient le plus souvent sporadiquement, mais il existe des cas familiaux
(Sztrymf et al., 2007). Ces formes sont souvent rapportées a des mutations germinales de
génes codant pour des protéines de la superfamille du transforming growth factor B (TGF B)

regroupant le Bone Morphogenetic Protein Receptor type 2 (BMPR2) (Newman et al., 2001),
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I’ Activin receptor like kinase 1 (ALK1) et I’endogline (ENG). Ces mutations sont retrouvées
dans environ 80 % des formes familiales, mais aussi dans environ 15 % des formes
idiopathiques pour lesquelles d’autres cas familiaux n’ont pas été diagnostiqués (Sztrymf et
al.,, 2008). La fréquence des cas associés a d’autres conditions dépasse celle des cas

idiopathiques et est dépendante de 1’épidémiologie (Simonneau et al., 2009).
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Tableau 1: Classification des hypertensions pulmonaires (HTAP) définie lors du 5th World
Symposium on pulmonary hypertension (WSPH) en Octobre 2013, a Nice, France (Simonneau et al.,
2014)

1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)
1.1 Idiopathique
L.2 Héritable

1.2.1 BMPR2
1.2.2 ALK1, ENG, SMAD-9, CAV1, KCNK3
1.2.3 Inconnue
1.3 Induite par une drogue ou une toxine
1.4 Associee a:
1.4.1 des maladies du tissu conjonctif
1.4.2 une infection par le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH)
1.4.3 une hypertension portale
1.4.4 une cardiopathie congénitale
1.4.5 une schistosomiase
1'. Maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou hémangiomatose capillaire pulmonaire

1"'. Hypertension pulmonaire persistance du nouveau-né

2. Hypertension pulmonaire associée a des maladies du cceur gauche

2.1 Dysfonction systolique du ventricule gauche
2.2 Dysfonction diastolique du ventricule gauche
2.3 Maladie valvulaire
2.4 Obstruction congénitale ou acquise au niveau du tract d’éjection ou de remplissage
du ventricule gauche et cardiomyopathie congénitale
3. Hypertension pulmonaire associée a des maladies pulmonaires et/ou une hypoxémie
3.1 Broncho-pneumopathie chronique obstructive
3.2 Maladie pulmonaire interstitielle (MPI)
3.3 Autres maladies pulmonaires avec pattern restrictif et obstructif mixte
3.4 Troubles respiratoires du sommeil
3.5 Hypoventilation alvéolaire
3.6 Exposition chronique aux hautes altitudes
3.7 Anomalies du développement
4. Hypertension pulmonaire thromboembolique chronique
-
5. Hypertension pulmonaire ayant des mécanismes multifactoriels incertains
5.1 Troubles hématologiques: anémie hémolytique chronique, syndrome
myéloprolifératif, splénectomie
5.2  Troubles systémiques: Sarcoidose, histiocytose a cellules de Langerhans
pulmonaire, lymphangioléiomyomatose
5.3 Troubles métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroidie
5.4 Divers : obstruction tumorale, mediastinite fibrosante, insuffisance rénale
chronique, hypertension pulmonaire
BMPR2: bone morphognetic protein receptor type 2; CAV1: caveolin-1; ENG: endogline.
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1.5. La circulation pulmonaire

La circulation pulmonaire forme un réseau vasculaire & basse pression, basse résistance
et haute distensibilité. La circulation pulmonaire issue du cceur droit permet les échanges
respiratoires dans les poumons. Ces échanges gazeux sont facilités par la vaste surface
d’échange alvéolo-capillaire. En effet, le sang veineux quitte le cceur droit par le tronc
pulmonaire qui se divise en artére pulmonaire droite et gauche puis successivement pour
donner les artérioles pulmonaires donnant naissance aux capillaires pulmonaires autour des
alvéoles pulmonaires dans lesquels le dioxyde de carbone passe avant d’étre expiré (Figure 1).
Le réseau de capillaires pulmonaires tapisse la paroi des alvéoles et assure les échanges
gazeux au travers de la barriére alvéolo-capillaire permettant la réoxygénation du sang. Le
sang riche en oxygeéne (O2) est d’abord collecté dans les petites veines pulmonaires qui
rejoignent ensuite les veines pulmonaires et le ceeur gauche correspondant a la circulation

systémique (Figure 1).

Les arteéres pulmonaires recoivent directement la fraction d’¢jection sanguine venue du VD.
Ainsi, selon la loi de Poiseuille (Prothero et al., 1962; Roos et al., 1962), la PAPm est
influencée par le débit sanguin pulmonaire (Q), le diametre des vaisseaux (r), la longueur des
vaisseaux (L), la viscosité du sang (1) et ’ensemble des résistances vasculaires pulmonaires

(R) qui s’opposent au flux sanguin, avec :

PAPM=Q xR avecR=8.n.L/n.r?

Equation 2. Loi de Poiseuille

OU R est la résistance vasculaire pulmonaire (Pa.s.m™), n est le coefficient de viscosité du

sang (Pa.s), L est la longueur du vaisseau (m), r est le diamétre du vaisseau (m?).

Toute modification importante du débit cardiaque, de la surface du lit vasculaire pulmonaire
ou des pressions post-capillaires (cardiopathie gauche) perturbe donc 1’équilibre
hémodynamique de ce systeme. En cas d’augmentation du flux sanguin, ce systéme peut
recruter un grand nombre de vaisseaux normalement non perfusés. La pression transmurale
des artéres pulmonaires reste toujours basse expliquant la finesse de la paroi de ces arteres
(Perros et al., 2007). Ainsi, une augmentation de la résistance vasculaire diminue la perfusion
sanguine pulmonaire et les échanges gazeux. La circulation pulmonaire s'adapte aux
variations de debit (Dao et al., 2006).
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Figure 1: Circulation pulmonaire et circulation systémique
(Source : http://www.alloprof.qc.ca/BV/pages/s1274.aspx)

Le lit vasculaire comporte différents types de vaisseaux, on distingue : les arteres
¢lastiques (gros calibre) jusqu’au réseau sous-segmentaire, qui par leur propriété élastique
vont se dilater lors de I’HTAP, les artéres distales (jusqu’aux bronchioles terminales), les
capillaires, les veinules et les veines pulmonaires. Les artéres pulmonaires telles qu’il en est

question dans ce manuscrit sont les arteres distales qui sont majoritairement affectées dans

I’HTAP.

La paroi artérielle est constituée de 3 couches individualisées de la lumiére a la

périphérie (Figure 2) : I’intima, la média et I’adventice (Mulvany et al., 1990)
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- L’intima : c’est la couche la plus interne des vaisseaux. Elle est constituée d’une
monocouche de cellules endothéliales (CE) et d’une membrane basale (collagéne de type IV,
laminine, glycoprotéines). L’intima joue un role majeur d’interface entre le sang et la paroi
artérielle. Les CE ont une fonction fibrinolytique, antithrombotique, elles permettent la
modulation de la vasomotricité artérielle par la synthése et la transmission de nombreuses
substances vasoactives vers le muscle lisse sous-jacent. A la différence des veines qui sont

flasques, les arteres ne disposent pas de valves.

- La média: c’est la couche intermédiaire et la plus épaisse de la paroi artérielle. Elle
est constituée essentiellement de cellules musculaires lisses (CML), de fibres élastiques et de
fibres de collagéne. La média des artéres pulmonaires musculaires est plus fine que celle des
arteres systémiques et comporte une limitantes élastiques interne, elle ne possede pas de
limitantes externe contrairement aux artéres systémiques qui comportent deux limitantes

élastique (interne et externe).

- L’adventice : c’est la couche périphérique, elle est constituée de fibroblastes et de

fibres de collagéne, macrophages, terminaisons nerveuses et de vasa vasorum.

Il existe également de nombreuses interactions entre les différentes couches, plus
particulierement entre les CML et les CE, mais également avec les éléments du plasma et

figurés du sang (plaquettes, globules rouges et blancs).
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Figure 2: Structure d’artére et de veine pulmonaire.
(Schéma réalisé par Jérome Harlé, 2009)

2. Anatomo-pathologie de ’HTAP

L’HTAP est caractérisée par une altération structurelle et fonctionnelle des vaisseaux de
la circulation pulmonaire prédominant dans les artéres pulmonaires distales et les artérioles.
Cette altération est associée a une vasoconstriction conduisant a un remodelage des artérioles
pulmonaires et a une obstruction artérielle (Morrell et al., 2009). Ces modifications sont donc
a Dorigine d’une élévation persistante des RVP et d’une diminution du flux sanguin

pulmonaire.

Le remodelage vasculaire pulmonaire est associé a une prolifération anormale des CE et
des CML pulmonaires conduisant a une hypertrophie de la média, une fibrose intimale, des

Iésions plexiformes et des thromboses in situ (Humbert et al., 2002).
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Figure 3: Remodelages de la paroi artérielle conduisant a ’HTAP. (A) Artere normale, (B)
Hypertrophie médiale et épaississement adventicielle, (C) Fibrose intimale, (D) Lésion plexiforme, (E)
Dilatation et lésion plexiforme, (F) Thrombose (Meyrick et al., 2001).

- L’hypertrophie médiale est la premiére des modifications pathologiques observables
dans ’HTAP, elle est caractérisée par la prolifération des CML et par une augmentation de la
matrice conjonctive et des fibres élastiques. L’épaississement de la media des petites arteres
pulmonaires lors d’une hypertension pulmonaire contribue a I’augmentation de la résistance

créée par la vasoconstriction et diminue la capacité des vaisseaux a se dilater passivement.

- La fibrose intimale concentrique, dite Iésion en bulbe d’oignon, résulte de la
prolifération des CE et de fibroses sous-endothéliales. On retrouve la formation de néo-
intima, une couche supplémentaire constituée de myofibroblastes et d’une infiltration
importante des lymphocytes et des macrophages entre 1’endothélium et la limitante élastique
interne. Le néo-intima favorise 1’occlusion des vaisseaux et contribue a la formation des

Iésions plexiformes ou fibrose intimale concentrique.

- La lésion plexiforme est un réseau complexe de canaux vasculaires dans lesquels on
trouve des segments artériels anévrysmaux. Elle est marquée par une prolifération focale des

CE entourées de myofibroblastes, des CML et de matrice extracellulaire.
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- La lésion thrombotique est caractérisée par une fibrose et une fragilisation
conduisant aux dilatations, et par une thrombose locale provoquant des obstructions artérielles

avec des phénomenes de recanalisation.

Ces lésions vasculaires pulmonaires sont aggravées par des infiltrats inflammatoires
périvasculaires et du stress oxydant vasculaire. Des Iésions veinulaires et capillaires peuvent
s’associer a ces atteintes, voire méme prédominer dans certains contextes spécifiques (Jeffery
et al., 2002). Des données expérimentales suggérent qu’il existe une surexpression des
métalloprotéinases matricielles (MMP), essentiellement les MMP-2 et MMP-9, et que ces
protéases sont impliquées dans la migration des fibroblastes adventitiels et la formation du
néo-intima (Humbert et al., 2004; Li et al., 2016).

En résumé, le remodelage de la média et de I’intima marqué par 1’épaississement de la
paroi dii a I’hyperplasie, 1’hypertrophie, la muscularisation chronique et 1’obstruction de la
lumiére des vaisseaux est un phénomeéne irréversible qui a pour conséquence d’augmenter la

pression artérielle pulmonaire et d’aggraver ’'HTAP (Sakao et al., 2011).
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3. Physiopathologie de PHTAP

L’HTAP est caractérisée par un remodelage obstructif et progressif du lit vasculaire
pulmonaire. I1 est aujourd’hui bien établi que la dysfonction endothéliale constitue un élément
majeur de la pathogénése de ’'HTAP. La dysfonction endothéliale résulte d’un défaut de
production de substances vasodilatatrices et antiprolifératives (le monoxyde d’azote et la
prostacycline) et a une production excessive de substances vasoconstrictrices et mitogenes
(endothéline-1, le thromboxane A;), stimulant également la prolifération vasculaire
pulmonaire et la thrombose artérielle. L’ensemble de ces anomalies provoquent un
remodelage vasculaire pulmonaire, exacerbé par I’inflammation et le stress oxydant (Figure
4),
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Figure 4: Voies de signalisations impliquées dans la physiopathologie de 'HTAP. En haut : dans la
cellule musculaire lisse, la vasodilatation est effectuée par le NO, la PGI; et le VIP via le GMPc et
1’AMPc. La vasoconstriction est régulée par I’ET-1, TXA;, 5- HT couplés aux protéines G et I’IP3, et
la voie RhoA/Rhokinase. En bas : la prolifération de la cellule musculaire lisse est sous le contrdle des
cytokines, des facteurs de croissances et du TGF-f. La transcription est effectuéepar les protéines
BMP, ses récepteurs membranaires, et les voies de signalisation des Smad et des MAP kinases (MKK
et ERK) (Duong-Quy et al., 2013).
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3.1. Dysfonction endothéliale pulmonaire dans PHTAP

Les cellules endothéliales (CE) régulent les fonctions vasculaires pulmonaires. En effet,
les CE synthétisent et sécretent des facteurs vasoconstricteurs (TXAz, ET-1, 5-HT) et
vasodilatateurs (NO et PGIl2) modulant le tonus vasculaire, la réponse inflammatoire, la
permeéabilité endothéliale, I’agrégation plaquettaire mais aussi 1’adhésion des plaquettes et des
leucocyte, la prolifération des CML ainsi que la régulation de la fibrinolyse (Chan et al.,
2008; Davignon et al., 2004). Les CE sécretent de plus des médiateurs anti-thrombotiques et
anticoagulants. Elles sont sensibles aux signaux pro- et anti-inflammatoires. Dans ’HTAP,
I’endothélium subit des modifications importantes qui participent directement a 1’aggravation

de la séverité de la maladie (Budhiraja et al., 2004).

La dysfonction endothéliale résulte a une diminution des facteurs vasodilatateurs et
antiprolifératifs (NO et PGIy) et a une surproduction des facteurs vasoconstricteurs et pro-
mitogénes (TXAz, ET-1 et 5-HT) et des facteurs de croissance comme le VEGF (vascular
endothelial growth factor) (Morrell et al., 2009). Ces médiateurs ont des effets directs sur les
CMLV pulmonaires en stimulant la contraction, la migration et la prolifération cellulaires. Ils
possédent aussi la capacité d’altérer le remodelage vasculaire par interaction avec des
fibroblastes et des facteurs de coagulation et/ou d’inflammation (Duong-Quy et al., 2012). La
dysfonction endothéliale vasculaire pulmonaire se caractérise sur le plan pharmacologique par
I’absence de réponse vasodilatatrice a I’acétylcholine (Furchgott and Zawadzki, 1980; Pepke-
Zaba et al., 1991).

3.1.1. Le monoxyde d’azote (NO)

Le NO est un puissant vasodilatateur, possédant des effets anti-inflammatoires,
antiprolifératifs et antiagrégants (Loscalzo et al., 2001). Le NO joue un réle fondamental dans
la régulation du tonus vasculaire. Le NO est synthétisé de maniere endogene par la NO
synthase endothéliale (eNOS) a partir de la L-arginine en présence de ses cofacteurs
(NADPH, BH4) (Moncada et al., 1993). Une fois le NO produit, il diffuse de la cellule
endothéliale vers les CML pulmonaires ou il active la guanylyl cyclase soluble (GCs),
entrainant la production de la guanosine monophosphate cyclique (GMPCc) et I’activation de la
protéine kinase G (PKG). Le NO exerce son action vasodilatatrice et antiproliférative par
I’action de GMPc. L’activation de ces protéines kinases dépendant du GMPc (PKG) provoque
I’ouverture des canaux potassiques avec efflux de potassium (K*) hors de la cellule entrainant

ainsi I’hyperpolarisation de la membrane cellulaire (Figure 5). Il y a aussi une diminution de
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la concentration de calcium intracellulaire responsable de la relaxation des CML pulmonaires.
L’ensemble des mécanismes impliqués converge pour diminuer 1’activité des Kinases des
chaines légéres de la myosine (MLCK), ce qui diminue le niveau de phosphorylation de la
chaine légére de myosine (MLC) et permet la vasodilatation des arteres pulmonaires et
I’augmentation transitoire du flux sanguin dans le poumon (Figure 5). Cependant, le GMPc
est rapidement degradé par la PDE-5, ce qui permet de mettre fin a son action vasodilatatrice
(Michel et al., 2005).

L-Citruline

L-Arginine

4y *

Hyperpolarisation
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GTP

Figure 5: Rdle du monoxyde d’azote dans la vasodilatation de I’artére pulmonaire. Abréviations:
Ca**: calcium ; CaM : calmoduline ; eNOS : NO synthase endothéliale ; NO : monoxyde d’azote ; K*:
potassium ; GCs : guanylyl cyclase soluble; GTP : guanosine triphosphate ; GMPc : guanosine
monophosphate cyclique ; PKG : protéines kinases dépendante du GMPc ; P : phosphate ; MLCP :
phosphatase des chaines légéres de la myosine (Duong-Quy et al., 2012).
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Chez un sujet sain, les vaisseaux pulmonaires se dilatent, permettant une augmentation
du débit sanguin pendant I'exercice, sans élévation des PAP. Il a été démontré que le NO était
impliqué dans la régulation du tonus vasculaire pulmonaire, et qu’il inhibe la prolifération des
CML et I’agrégation plaquettaire de base et permet de s’opposer aussi a la vasoconstriction

induite par hypoxie (Pepke-Zaba et al., 1991).

Les patients atteints d’HTAP souffrent d'une diminution de I'expression de la eNOS, se
basant sur 1’hypothese que la diminution de la synthése de NO contribue a lI'augmentation des
RVP (Giaid et al., 1995). La diminution de la biodisponibilité du NO participe au défaut de
vasodilatation liée a la dysfonction endothéliale des sujets HTAP (Houtchens et al., 2011;
Kaneko et al., 1998). Ceci suggere que la vasoconstriction et la prolifération des CML deux
phénomenes constants impliqués dans le remodelage vasculaire pulmonaire dans ’HTAP,
sont dus a une diminution de I’activation de la NOS endothéliale. De plus, il a été démontré
que ’augmentation de I’apport exogéne de NO permettait de diminuer la pression systolique
du VD et de son hypertrophie dans ’HTAP induite par I’hypoxie chronique chez le rat (Ozaki
etal., 2001).

3.1.2. La prostacycline et le thromboxane Az

La prostacycline (PGI2) et le thromboxane A> (TXA2) sont des métabolites de I’AA
produits par I’endothélium vasculaire par la voie de cyclooxygénase-1 (Gordon et al., 1983;
Gryglewski et al., 1976). lIs sont libérés en réponse aux forces de cisaillement (Macintyre et
al., 1978) (Figure 6).

La PIG2 est un puissant vasodilatateur pulmonaire endogene et un inhibiteur de
I’agrégation plaquettaire et de la prolifération cellulaire qui agit par le biais de 1’activation des
voies dépendantes de 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). En effet, la PIG2 peut
diffuser de la CE vers la CML ou elle se lie a son récepteur spécifique, le récepteur IP1 situé a
la membrane des CML. Ce récepteur appartient a la famille des récepteurs couplés aux
protéines G. Elle active I’AC qui en présence d’ATP, produit de I’AMPc qui active la protéine
kinase A (PKA). La PKA active les voies de signalisation qui favorisent la diminution de
’activation de la MLCK et de la phosphorylation de la MLC, ce qui permet la vasodilatation

des arteres pulmonaires (Figure 6) (Hathaway et al., 1985).
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Figure 6 : Synthése des prostaglandines (PG) et thromboxane A2 (TXA:) a partir de I’acide
arachidonique (AA) par I’action de la cyclooxygénase-1. La PGl agit sur son récepteur IP et permet
I’augmentation d’AMPc grace a I’activation de I’adénylyl cyclase. L’AMPc¢ va activer la PKA qui va
phosphoryler la MLCP et la MLCK. La myosine n’étant plus phosphorylée, elle ne peut plus se lier a
I’actine ce qui conduit a une relaxation des CMLV. Abréviations : IP : récepteur de la PGl,; AC :
adénylyl cyclase ; ATP : adénosine triphosphate ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; PKA :
protéine kinase A ; MLCK : kinase des chaines légéres de la myosine ; MLCP : phosphatase des
chaines légéres de la myosine ; P : phosphorylation (Schéma reproduit par Said Amissi).

Il a été démontré que la synthése de la PGI2 est diminuée dans les CE pulmonaires des
patients HTAP, du fait de la diminution de I’expression de la prostacycline synthase dans ces
cellules (Budhiraja et al., 2004; Tuder et al., 1999). Une altération des fonctions des CE dans
I’HTAP provoquerait un déséquilibre dans le métabolisme de I'AA avec une diminution de la
synthése en PGly, une activation plaquettaire et une augmentation de la synthese en TXA:
(Christman et al., 1992). Cette diminution de la disponibilité locale en PGl pourrait favoriser

la croissance cellulaire et le remodelage vasculaire (Voelkel et al., 1995).

Le TXA: produit par les CE, est un puissant vasoconstricteur et un agrégant
plaquettaire. Le TXA: se lie spécifiquement aux récepteurs TP présents a la surface des CE et
surtout des CML. Les récepteurs TP appartiennent a la famille des récepteurs couplés aux
protéines G. Au niveau des CML, ils provoquent la libération du calcium stocké dans le

réticulum endoplasmique via les récepteurs a I’'IP3 et 1’ouverture des canaux calciques, ce qui
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permet 1’entrée du calcium dans la cellule. La concentration intracellulaire de Ca®* libre est
ainsi augmentée. D’autre part, 1’activation des récepteurs TP active la voie PKC/CPI-17 et la
voie RhoA-GTP/ROCK (Figure 4). L’ensemble de ces phénoménes contribue au maintien du
niveau de phosphorylation de la chaine légére de myosine (MLC), ce qui permet de maintenir
le tonus et la vasoconstriction (Aburima et al., 2013; Smith et al., 1981). Il a été démontré
dans I’HTAP, que le TXA: est associ¢ a l’aggravation de la vasoconstriction et de
I’agrégation plaquettaire (Cave et al., 1993). De plus, I’expression des récepteurs du TXA; est
significativement élevée chez les patients atteints d’HTAP (Duong-Quy et al., 2012).

3.1.3. L’endothéline-1

L’endothéline-1 (ET-1) est un vasopeptide synthétisé par les CE ayant un effet
vasoconstricteur sur les CML, possédant également des fonctions hypertrophiques et
mitogénes favorisant la prolifération et la migration cellulaire. 1l aggrave 1’inflammation
vasculaire pulmonaire et la fibrose pulmonaire (Channick et al., 2004). L’action mitogénique
de I’ET-1 sur les CMLV pulmonaires se fait par I’intermédiaire de deux récepteurs ETa et
ETs couplés aux protéines G contribuant & la vasoconstriction et au remodelage des artéeres
pulmonaires dans I’HTAP (Jasmin et al., 2001) (Figure 7). L’ET-1 présente une trés forte
affinité pour le récepteur ETa présent uniquement sur les CMLV et une affinité moindre pour
le récepteur ETg présent sur les CE mais aussi sur les CMLV (Motte et al., 2006). Lorsqu’elle
se lie aux récepteurs ETa et ETg au niveau des CMLYV, elle active la phospholipase C (PLC)
qui permet le maintien du niveau de phosphorylation de la MLC et augmente la
vasoconstriction, la prolifération et la résistance a 1’apoptose (Jeffery et al., 2002; Wynne et
al.,, 2009). Par contre, en stimulant les récepteurs ETg des CE, I’ET-1 provoque
I’augmentation de la sécrétion de NO et de PGIz, ce qui contribue & induire la relaxation des
CMLV (Figure 7). Dans les conditions physiologiques, il y a une régulation fine entre
vasoconstriction et vasorelaxation pour permettre le passage normal du flux sanguin a travers
les arteres (Agapitov et al., 2002). Par conséquent, I’ET-1 issue de I’endothélium est un acteur
essentiel du déséquilibre entre vasodilatation et vasoconstriction caractéristique de ’'HTAP
(Yildiz et al., 2009).

Il a été démontré que les patients atteints d’HTAP présentent des concentrations
anormalement élevees en ET-1 dans le sang. De plus, I’ET-1 est impliqué dans
I’augmentation de I’agrégation plaquettaire, la prolifération et la migration cellulaire ainsi que

la réponse inflammatoire (Giaid et al., 1993). Ces observations indiquent que I’ET-1 est
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probablement la composante vasoactive de I’HTAP, contribuant au développement et a la

sévérité du remodelage pulmonaire dans ’HTAP (Montani et al., 2007).
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Figure 7: Régulation de la synthése de I’ET-1 : les voies de production, les récepteurs ainsi que 1’effet
sur les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires (CMLVP). La synthése d’ET-1 débute avec
la transcription de préproET-1 qui est clivé par une endopeptidase pour former le précurseur proET-
1(Big ET-1). Big ET-1 est ensuite transformé en peptide mature par la métalloprotéinase endothelin-
converting enzyme-1 (ECE-1). Deux récepteurs d’ET ont été identifiés, ETa que 1’on retrouve sur les
CMLYV, son activation permet une vasoconstriction et prolifération cellulaire, alors que les récepteurs
ETe se situent sur les cellules endothéliales et les CMLV et conduisent principalement a une
vasodilatation (Remuzzi et al., 2002).

Les résultats thérapeutiques obtenus avec 1’utilisation chronique des inhibiteurs des
récepteurs ETA/ETg, tel que le bosentan, ont démontré leur efficacité a diminuer 1’action de
I’ET-1 et donc a limiter le remodelage pulmonaire, permettant ainsi I’amélioration des
paramétres hemodynamiques chez les patients atteints d’HTAP. L’ET-1 et le TXA2 ont une
influence sur ’expression des génes et des voies de signalisations directement impliquées
dans la prolifération et la migration cellulaire tels que le VEGF, les MMP2 et MMP9 (Wang
et al., 2006).
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3.1.4. La sérotonine

La sérotonine (5-HT) est un neuromédiateur de la famille des indolamines ayant pour
précurseur commun le tryptophane. Elle agit par I’intermédiaire des récepteurs 5-HTA et 5-
HTg et de son transporteur 5-HTT (MacLean et al., 2000). En se fixant sur son récepteur situé
sur la CML vasculaire pulmonaire, elle peut activer une voie de signalisation menant a la
vasoconstriction et la prolifération cellulaire. Il a par ailleurs été montré une inhibition de
I’apoptose des CML vasculaires pulmonaires par la 5-HT (Liu et al., 2013). Ses taux
circulants sont augmentés en cas d’HTAP alors que le taux plaquettaire est diminue.
Soulignons que c’est par un dysfonctionnement direct de métabolisme de 5-HT que certains
médicaments anorexigénes dont la fenfluramine, ont ét¢é a 1’origine de cas d’HTAP
(Abenhaim et al., 1996). En effet, la prise d’anorexigénes conduit a une augmentation des
taux de 5-HT en provoquant la libération de 5-HT plaquettaire et en diminuant sa recapture
(Houtchens et al., 2011).

3.1.5. Les facteurs de croissance

Plusieurs facteurs de croissance ont été impliqués dans la genése de I’HTAP. La plupart
de ces facteurs se lient a des récepteurs possédant une activité tyrosine kinase, a 1’exception
du TGF-B. On peut citer le vascular endothelial growth factor (VEGF), le platelet derived
growth factor (PDGF), le bone morphogenetic protein (BMP) et I’epidermal growth factor
(EGF) (Schermuly et al., 2005a; Tuder et al., 2002).

3.1.6. Les canaux ioniques

Il existe plusieurs types de canaux ioniques a la surface des CMLV, qui assurent le
passage des ions K*, Ca®*, CI, HCO3 et contribuent & la modulation des fonctions

membranaires et a la stabilité des conditions physiologiques.

Les canaux potassiques se divisent en 6 types : Les BKca (Big Potassium Channel), les SKca
(Small Potassium Channel), les Ky, les Katp, les Kir, les K. L’altération de leur expression
ou de leur activité peut causer des anomalies hémodynamiques chroniques (Yuan et al.,
1998). Les canaux potassiques dépendants du potentiel (Kv) jouent un réle important dans la
régulation du potentiel transmembranaire. Dans I’HTAP, il a été montré que les Ky peuvent
subir des modifications de leur expression et de leur activité (probabilité d’ouverture) a la
membrane des CML et participent a la vasoconstriction et au remodelage vasculaire

pulmonaire (Figure 8) (Hiram et al., 2016).
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Figure 8: Dysfonction des CMLV conduisant a ’HTAP. Représentation des principaux canaux,
récepteurs et voies de signalisation qui sont anormalement activés et qui contribuent a 1’aggravation de
I’HTAP (Hiram et al, 2016).

La diminution de I’expression ou le dysfonctionnement des Kv induit une dépolarisation
membranaire et une augmentation de 1’ouverture des canaux calciques voltage dépendants.
L’influx calcique favorise la contraction des CMLV pulmonaires. Ce phénomene a été mis en
évidence chez des patients atteints d’HTAP idiopathique et familiale (Michelakis et al., 1997;
Yuan et al., 1998).

Les canaux calciques sont de type L-VDC (Low-Voltage dependent Ca?* channel),
ROC (receptor operated channel) et SOC (store operated channel). Ils permettent 1’influx de
calcium pour assurer la contraction des artéres. Les VDC dépendent des variations du
potentiel membranaire et constituent les principaux déterminants de 1’entrée de calcium. Dans
I’HTAP, le phénoméne d’hypoxie conduit a la dépolarisation des membranes et modifie
’activité normale des VDC. L’HTAP s’accompagne d’une production anormalement élevée
de vasoconstricteurs dérivés de I’endothélium, qui sont capables d’activer les ROC.
L’ensemble permet d’élever la concentration intracellulaire en Ca®* et augmente le niveau de

contraction des CML vasculaires pulmonaires (Leblanc et al., 2015) (Figure 8).
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3.2. Inflammation et HTAP

De récentes études cliniques et expérimentales mettent en évidence le role clé de
I'inflammation dans la physiopathologie de ’'HTAP (Pullamsetti et al., 2011; Wrigley et al.,
2011).
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Figure 9 : Principaux facteurs inflammatoires dans le remodelage vasculaire pulmonaire.
Abréviations : IL-1: interleukine-1; IL-6: interleukine-6; CX3CL1: la fractalkine; MCP-1:
monocyte chemoattractant protein-1 (Pullamsetti et al., 2011).

Dans I’HTAP, I’adventice est la principale tunique des artéres pulmonaires ou s’effectue un
recrutement accru des cellules immunitaires et pro-inflammatoires. Elle subit un remodelage
et s’epaissit significativement par rapport aux conditions normales. L’adventice est composée

de fibroblastes et de cellules de I’immunité innée et acquise telles que les lymphocytes B et T,
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les cellules Natural Killer T, les cellules dendritiques, les cellules cytotoxiques T, les

macrophages, les monocytes, les mastocytes et les granulocytes (Dorfmuller et al., 2003).

Ces cellules sécrétent des cytokines, des chimiokines et des facteurs de croissance qui se
retrouvent dans la circulation sanguine pour répandre leurs effets, au niveau de 1’endothélium
et des CML des artéres pulmonaires (Hassoun et al., 2009). Les patients atteints d’HTAP ont
des concentrations sanguines anormalement élevées en cytokines telles que I'IL-1§
(Interleukine-1pB), I’'IL-6, I’IL-8, le TNF-a et en chimiokines telles que CCL2 (Chimiokine C-
C motif ligand 2), CCL5 aussi appelée RANTES (regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted) et CX3CL1 (Chimiokine C-X3-C motif ligand 1) (Figure 9)
(Dorfmuller et al., 2003; Price et al., 2012). Les cytokines et chimiokines stimulent les
différents types cellulaires qui composent la paroi des arteres pulmonaires et provoquent leur
prolifération, migration, hypertrophie et différentiation, ce qui conduit a un ensemble de
transformations morphologiques et fonctionnelles responsables du développement, de

’aggravation et de la severite de 'HTAP (Hassoun et al., 2009).

Expérimentalement, plusiecurs modéles animaux d’HTAP reproduisent les
caractéristiques histologiques inflammatoires au niveau des arteres pulmonaires (modeles de
HTAP induite par I’injection de MCT, ou I’exposition a I’hypoxie chronique) (Huertas et al.,
2014). L’analyse histologique des poumons et du cceur droit révéle la présence d’infiltrats
inflammatoires (macrophages, lymphocytes B et T, mastocytes et cellules dendritiques)
(Watts et al., 2009). Les patients immunodéprimés (infection par le VIH) ou ceux souffrant
d’une pathologie inflammatoire chronique ont un risque de développer une HTAP (ElI Chami
et al., 2012). Il semble néanmoins que le développement de nouvelles approches
thérapeutiques permettant de moduler la réponse immunitaire innée représente un grand
intérét dans I’HTAP chronique associée a des lésions vasculaires pulmonaires severes
(Rabinovitch et al., 2014).

3.3. Stress oxydant et HTAP

Le remodelage et la prolifération des cellules musculaires décrits dans la pathogénese de
I’HTAP est une réponse a un stress oxydant associ¢ a des réponses inflammatoires. Le stress
oxydatif et ’inflammation sont deux processus étroitement liés et qui sont présents dans tous
les désordres vasculaires associés a I’HTAP. Ces deux éléments agissent dans un cercle
vicieux, puisque le stress oxydatif stimule 1’inflammation via la production des cytokines,

I'adhésion moléculaire ainsi que l'activation et la prolifération des lymphocytes. Quant a
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I'inflammation, elle peut étre a I'origine d'un stress oxydatif en favorisant la production des
radicaux libres oxygénés (ROS) (Barton et al., 2000 ; Ni et al., 2004).

Le stress oxydant est caractérisé par une augmentation des ROS, pouvant étre produites
par les tissus pulmonaires de patients souffrant d’HTAP en réponse a une inflammation ou
une hypoxie chronique et jouant un role important dans 1’induction et le développement de
I’HTAP (DeMarco et al., 2008). Le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre entre
la production de radicaux libres et la capacité a les neutraliser. Ce déséquilibre altere la
relaxation endothélium-dépendante des arteres pulmonaires et active ’apoptose et les
fonctions mitogénes menant a la prolifération des CML conduisant a 1’épaississement de la
paroi vasculaire pulmonaire et au développement de 1’obstruction vasculaire par la formation
de thrombose in situ (Tabima et al., 2012).

Initial Injury:e.g endothelial domage, shear stress, inflammation etc

¥eNos T PDE Inflammatory infiltrates4 Chemokine/cytokine
¥ no § GM5P  NADPH ox T L ymphocytes IL-1,IL-6, CXCRA1,
¢ 4 Mito, ROS, COX  Monocytes 4 cLxcL

macrophages rows factors, PDGF
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Figure 10 : Monoxyde d’azote, inflammation et stress oxydant dans I’HTAP. Les forces de
cisaillement au niveau de la paroi vasculaire et les infiltrats inflammatoires conduisent a un stress
oxydatif incluant la NADPH-oxydase et les chaines mitochondriales (Crosswhite et al., 2010).
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L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement par les cellules phagocytaires activées. Ces cellules sont soumises a un
phénomene appelé explosion oxydative qui consiste en I’activation du complexe de la
NADPH oxydase qui est alors capable d’utiliser de 1’oxygéne pour produire de grandes
quantités d’anion superoxyde dans la membrane cellulaire (Demarco et al., 2010; Mermis et
al., 2011; Tabima et al., 2012) (Figure 10). D’autres cellules comme les lymphocytes B
posseédent sur leur membrane des systemes NADPH oxydase similaires qui produisent des
radicaux en quantité plus faible comme médiateurs intercellulaires. De plus, les cellules
inflammatoires et immunes peuvent produire des cytokines comme le TNFa qui est capable

de faire produire des radicaux par la mitochondrie des cellules cibles.

OH
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\ OH
OH
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Figure 11: NADPH oxydase, source majoritaire des espéces réactives de I’oxygéne dans I’HTAP.
(Schéma réalisé par Said Amissi)
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Les principaux radicaux libres impliqués dans le remodelage vasculaire pulmonaire et
I’hypertrophie du cceur droit sont 1’anion superoxyde (O2”), le radical hydroxyle (OH) et le

peroxyde d'hydrogéne (H202). Les ROS agissent soit directement, en tant que
vasoconstricteurs (Katusic et al., 1993), soit indirectement en potentialisant les réponses
contractiles par la réduction de la biodisponibilité du NO (Crosswhite et al., 2010; Rubanyi et
al., 1986) ou par activation des COXs dans les CMLV (Vanhoutte et al., 1988). Divers
systemes enzymatiques incluant les cyclooxygénases, la eNOS decouplée, ainsi que la

NADPH oxydase produisent des ROS dans les vaisseaux pulmonaires.

4. Répercussion du ceeur droit dans P’HTAP

L’importance du ventricule droit (VD) dans le pronostic de I’HTAP a largement été
confirmée dans des études de survie ou différents parametres hémodynamiques reflétant la
fonction du VD, ont été identifiés comme prédictifs de mortalité : pression dans I’oreille
droite, débit cardiaque et index cardiaque (Benza et al., 2010; Humbert et al., 2010).
L’ensemble des mécanismes étudiés précédemment conduisent a une augmentation de la PAP
et donc a une augmentation de la post-charge du VD. Ces perturbations hémodynamiques ont
des répercussions sur la morphologie ainsi que sur le fonctionnement du ceeur droit. En effet,
I’augmentation de la PAP induit une augmentation du travail du cceur droit, qui se traduit au
niveau lésionnel par une hypertrophie concentrique du VD. La defaillance du VD constitue la
cause principale de mortalit¢ chez les patients porteurs d’HTAP. Cette hypertrophie

adaptatrice va progressivement évoluer vers la défaillance du VD (Champion et al., 2009).

4.1. Physiologie du cceur droit

Le r6le du VD a longtemps été considéré comme négligeable, simple conduit passif
entre la circulation veineuse systémique et la circulation pulmonaire. En fait, les progrés dans
la compréhension de la physiologie cardiovasculaire ont permis d'établir le réle prédominant
du VD dans le maintien de basses pressions dans la circulation artérielle pulmonaire. Le VD
est un acteur majeur de la physiologie circulatoire comme en atteste son réle pronostique dans
de nombreuses situations cliniques telles que I’HTAP chronique, les cardiopathies
congénitales, ou bien encore la transplantation cardiaque et 1’assistance circulatoire

mécanique.

Le VD a une architecture particuliere completement différente de celle du VG,

constituée principalement de fibres longitudinales expliquant en partie les mécanismes
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d'adaptation. La géométrie du VD normal est complexe et présente 3 faces (inférieure

concave, interne convexe et antérieure) et d’apres Lillehei, elle se décompose en :

- une chambre d’entrée ou sinus comprenant la valve tricuspide, les muscles papillaires et
le chordae tendineae;

- une chambre apicale trabéculée ;

- une chambre de chasse ou conus arteriosus ou infundibulum présentant une paroi

myocardique interne lisse (Brittain et al., 2012; Ho et al., 2006) (Figure 12).

Chambre |
trabéculée
apicale

Figure 12: Macroscopie du ventricule droit en coupe sagittale représentant ses 3 chambres : la
chambre d’entrée ou sinus, la chambre apicale trabéculée et la chambre de chasse ou conus (Guihaire
etal., 2014).

De part sa structure myocardique plus fine et extensible et surtout grace a sa géométrie
particuliere, le VD s’adapte facilement aux variations de volume résultant des retours
veineux, de la position ou des variations respiratoires, assurant ainsi le maintien d’un débit
cardiaque relativement constant (Haddad et al., 2008; Selton-Suty et al., 2009). Lorsqu'il se

contracte, le VD se deforme, se raccourcit et peut se décomposer en trois mouvements :

- La contraction transversale (déplacement de la paroi libre du VD vers la cavité

ventriculaire droite)
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- La contraction longitudinale (raccourcissement du long axe du VD par ascension de
I'anneau tricuspide vers l'apex)

- Le mouvement de traction circonférentielle due a la contraction du VG.

La fonction du VD est d’éjecter le sang pauvre en oxygene vers les artéres pulmonaires
afin qu’il soit réoxygéné dans les poumons. Habituellement, les débits du VD et du VG sont
égaux, mais le VD a une charge de travail bien moindre (20 % du travail total du VG) en
raison des faibles RVP au niveau des arteres pulmonaires (Haddad et al., 2008).

La fonction systolique est déterminée par six facteurs principaux : la pré-charge, la post-
charge, la contractilité, la fréquence, la synchronisation et I’apport d’oxygene. Le volume
d'éjection systolique et le débit cardiaque, habituellement utilisés pour évaluer la fonction
cardiaque, sont des variables dépendantes de ces facteurs. Chez le patient HTAP, les
interactions cardio-pulmonaires sont affectées principalement par I'état de remplissage intra-

pulmonaire et son impact sur le remplissage du VD.

4.1.1. Pré-charge du ventricule droit

La pré-charge est une pression qui réduit I'entrée de sang dans le VD lors des diastoles
en conséquence a une augmentation du volume du VD par dilatation. Physiologiquement, la
pression diastolique du VD est comprise entre 0 et 8 mmHg (Greyson et al., 2008). Le VD est
exposé a de fréquentes variations du retour veineux, principalement influencé par la cinétique

ventilatoire et par les conditions pathologiques affectant les conditions de charge.

4.1.2. Post-charge du ventricule droit

La post-charge est la force de résistance que rencontrent les fibres myocardiques lors de
leur contraction. Pour le cceur, cette force est définie comme la tension de paroi ventriculaire
maximale en cours de systole. La post-charge est une pression qui réduit la sortie de sang du
ceeur lors des systoles provoqué par 1’épaississement des parois par augmentation de la force

d'éjection. L’augmentation de la post-charge est a I’origine de 1’adaptation initiale du VD.

4.2. Conséquences sur le cceur droit

Une augmentation de la pression artérielle pulmonaire (PAP) a des répercussions
hémodynamiques puis fonctionnelles sur le cceur droit ainsi que sur I’ensemble des structures

cardiaques. Ces modifications cardiovasculaires reposent sur des mécanismes cellulaires et
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moléculaires complexes au centre de la physiopathologie clinique de I’HTAP (Vonk

Noordegraaf et al., 2011). Chez un patient atteint d'HT AP, on observe successivement :

4.2.1. L’hypertrophie ventriculaire droite

Chez le sujet atteint d’'une HTAP, les RVP augmentent et les arteres pulmonaires
perdent leur élasticité. Par conséquent, le ceeur est amené a pomper davantage pour essayer de
maintenir un débit sanguin constant. L’augmentation de la post-charge est a 1’origine de
’adaptation initiale du VD. La relation pression-volume fait que le VD répond a la majoration
de la post-charge par une augmentation de la contractilité. Chez les patients HTAP, cette
majoration chronique de la post-charge due a une augmentation des résistances vasculaires,
conduit a une hypertrophie concentrique du VD, ce qui permet de maintenir un index
cardiaque et des pressions de remplissage corrects (Figure 13). Cette adaptation se fait en
compensation a une augmentation de la PAPm. L’hypertrophie ventriculaire droite
concentrique déclenchée par I’augmentation du stress pariétal, va progressivement compenser
I’augmentation d’impédance pulmonaire grace a [’allongement des sarcomeres et a
I’augmentation de la synthese protéique accrue au sein des cardiomyocytes (Klotz et al.,
2005). Le stress mécanique est traduit en signaux chimiques intracellulaires par des intégrines
(récepteurs d’adhésions cellulaires situés entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette) et
a travers des canaux ioniques situés au niveau des cellules cardiaques (myocytes, fibroblastes
et cellules endothéliales) (Bogaard et al., 2009; Mann et al., 2004). Ce phénomene est
renforcé par les influences neuro-hormonales (comme le systeme rénine-angiotensine et le
systeme sympathique) autocrine et paracrine. L hypertrophie de cardiomyocytes nécessite le

soutien de la matrice extracellulaire et de la vascularisation (Ingle et al., 2015).

4.2.2. La dilatation ventriculaire droite

Contrairement au ventricule gauche (VG), le VD ne peut pas maintenir trés longtemps
I’hypertrophie adaptative face a une augmentation soutenue de la post-charge. Nous avons
montré que les RVP élevées sont responsables d’une hypertrophie physiologique du VD.
D’apres la relation de Laplace, toute élévation de la pression endocavitaire s’associe a une
augmentation du stress pariétal compensée par une hypertrophie de la paroi. A un stade
avancé de I’HTAP, lorsque les RVP et le stress pariétal continuent d’augmenter, le VD va se
dilater. La dilatation du VD est un phénomene compensatoire de l'altération de la fraction

d'éjection du VD et I'élévation de la post-charge. Cette dilatation progressive du VD a pour
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effet direct de réduire la tension s’exercant sur la paroi libre, et a ce stade, la contractilité

n’augmente plus, c’est ce qu’on appelle le découplage du VD (Kret et al., 2007).

4.2.3. La dysfonction ventriculaire droite

Le VD devient progressivement plus sphérique, s'élargit (hypertrophie et dilatation) et
le septum interventriculaire s'aplatit jusqu'a devenir paradoxal, ce qui comprime le cceur
gauche a cause de I’interdépendance bi-ventriculaire et favorise la dysfonction diastolique du
VG. En revanche, une altération de la fraction d'éjection du VG est bien que possible
relativement rare (Stool et al., 1974). Les mécanismes possibles impliqués dans la progression
de la dysfonction du VD sont I'ischémie, des modifications de I'expression des génes codant
pour les protéines des sarcomeres et I'activation du systéme rénine-angiotensine (Franco et al.,
2012). Le stress pariétal chronique favoriserait la surexpression de métalloprotéinases
matricielles résultant en un remodelage de la matrice extracellulaire avec un élargissement des
espaces entre les cardiomyocytes (Kret et al., 2007). Toutefois, I'élévation anormale de la
post-charge reste le principal déterminant du dysfonctionnement du VD chez les patients
atteints d'HTAP.

4.2 4. L’insuffisance ventriculaire droite

Il a été également observé chez les sujets atteint d’HTAP, une augmentation de la pré-
charge, une élévation des pressions de remplissage du VD et une dysfonction diastolique. Le
VD ne peut plus amortir les variations du retour veineux en maintenant le débit pulmonaire
constant. L’hypovolémie conduit & une baisse du débit pulmonaire et a une hypoxémie. La
diminution du débit cardiaque est également due a l'apparition d'une insuffisance tricuspide
provoquée par la dilatation du VD et donc de I'anneau tricuspide (Vonk Noordegraaf et al.,
2011).

4.2.5. Le remodelage du ventricule droit

La transition structurale depuis I’hypertrophie concentrique compensatrice jusqu’a la
dilatation ventriculaire inadaptée est illustrée dans la Figure 13. Les mécanismes moléculaires
de cette transition montre que la réorganisation du cytosquelette jouerait un role clé dans
I’hypertrophie compensatrice (Ryan et al., 2014). Dans I’insuffisance ventriculaire droite,
I’accumulation des ROS associée a 1’élévation de la concentration de calcium intracellulaire
par étirement prolonge des sarcomeres et va en revanche déclencher la voie mitochondriale de
I’apoptose (Watts et al., 2010).

Page 48




RV normal RV Hypertrophy RV dilation

Figure 13 : Représentation schématique du remodelage morphologique du ventricule droit (VD) dans
I’hypertension pulmonaire (HTAP). L’épaisseur de la paroi du VD augmente au stade compensé de
I’HTAP (hypertrophie concentrique compensée). A un stade plus avancé de la maladie, un remodelage

inadapté apparait sous la forme d’une dilatation du VD pouvant aller jusqu’a restreindre le volume du
ventricule gauche (VG) (Champion et al., 2009).

Short axis

Apical 4-chamber

Le remodelage des cardiomyocytes et de la matrice extracellulaire participe a la
dysfonction progressive du VD. L’augmentation du taux de fibrose myocardique a été
rapportée dans les modéles expérimentaux d’insuffisance cardiaque droite, mais également

chez les patients souffrant d’HTAP chronique (Lambert et al., 2015).

5. Diagnostic de PHTAP

La symptomatologie de I’HTAP est peu spécifique. Sa mise en évidence repose sur
I’utilisation d’examens complémentaires (radiologie, échographie, analyses sanguines,
électrocardiographie, angiographie). Les manifestations cliniques reflétent les conséquences
cardiaques de 1’augmentation de post-charge ventriculaire droite. Le diagnostic d’HTAP
repose sur une démarche clinique rigoureuse comportant trois étapes incluant les données de

I’interrogatoire, de I’examen clinique et les résultats d’explorations complémentaires :
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Détection et confirmation d’HTAP (diagnostic positif) ;
Elimination des autres causes d’HTAP et classement en fonction ou non de la présence
d’une pathologie associée (diagnostic étiologique) ;

Evaluation de la sévérité.

5.1. Echographie cardiaque transthoracique

Une échocardiographie transthoracique de bonne qualité est indispensable dans

I'évaluation de ’HTAP (Bossone et al., 2007). Elle présente de nombreux avantages car elle

est non-invasive, accessible, relativement peu codteuse et n'a pas d'effets secondaires. C'est

donc I'examen de choix dans la pratique clinique pour I'évaluation de la morphologie et de la

fonction du VD (Selton-Suty et al., 2009). C’est effectivement un examen de réalisation

rapide, qui peut étre répété au besoin et parfaitement anodin. On retrouve donc I'échographie

cardiaque a toutes les étapes de la prise en charge de 'HTAP :

Le dépistage dont on connait I'importance de la précocité : c'est ici I'examen de premiére
ligne ;

Le diagnostic positif avec mesure de la PAP systolique, PAPm et PAP diastolique ;

Le diagnostic de gravité avec une évaluation du retentissement VD et une approche de
la fonction VD associant des paramétres morphologiques, hémodynamiques (utilisant le
Doppler conventionnel ou des technologies plus récentes comme le Doppler tissulaire,
I'imagerie de déformation ou I'échographie tridimensionnelle) ;

L’ETT permet la plupart du temps d'orienter vers le caractere pré ou post capillaire de
I’'HTAP ;

Enfin, elle est partie prenante dans le suivi du patient puisqu'elle permet une
réévaluation non invasive 3 a 4 mois apres l'instauration ou modification du traitement
spécifique seule ou en association avec le cathétérisme cardiaque droit en fonction de la
clinique du patient.

Malgré tous ces avantages, I'échocardiographie ne se substitue absolument pas au

cathétérisme cardiaque droit : c'est lui et lui seul qui pose le diagnostic d'HTAP et qui permet

d'instaurer un traitement spécifique. Il est souhaitable gu'il soit réalisé dans un centre de

compétence ou un test de vasoréactivité doit systématiquement étre réalisé.
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5.2. Cathétérisme cardiaque droit

Le cathétérisme cardiaque droit est I'examen de référence dans le diagnostic d'une
HTAP, mais son caractére invasif limite la répétition de cet examen. Il permet de mesurer
avec certitude les PAPm, PAPs, la pression de I’oreillette droite (PAPO), le débit cardiaque et
les RVP. Les mesures issues des cathéters se font a débit constant. L’atteinte précapillaire est
définie par une PAPm > 25 mmHg sans élévation de la PAPO (< 15 mmHg), valeur de la
pression capillaire.

Cette mesure peut étre affinée par un test de remplissage afin de démasquer une
dysfonction gauche diastolique. Dans le cas d’une HTAP confirmée, il est nécessaire
d’effectuer un test de vasodilatation par le NO inhalé ou la PGl intraveineuse (époprosténol).
En effet, ce test de vasodilatation lorsqu’il est positif (diminution de la PAPm de plus de 10
mmHg avec une PAPm < 40 mmHg et un débit cardiaque normal et/ou éleve) permet de
caractériser un sous-groupe de patients qui peuvent bénéficier d’un traitement prolongé par

les antagonistes calciques (Galie et al., 2009).

5.3. Evaluation de la sévérité

L’importance de la dyspnée dans ’'HTAP est évaluée par la classe fonctionnelle de la
New York Heart Association (NYHA) (Tableau 2). Cette classification NYHA permet une
estimation de la sévérité du pronostic, puisque les patients en classe fonctionnelle 111 et IV ont
une survie tres inférieure a celle des patients en classe fonctionnelle | ou 1l. Elle représente un
outil fondamental au suivi du traitement (Barst et al., 2013). Les autres méthodes d’évaluation
de la dyspnée sont le test de marche de 6 minutes avec une distance parcourue inférieure a
332 metres, la mesure continue de I’oxymétrie (épreuve a ’effort), la fréquence cardiaque et

I’évaluation par le patient d’un score de dyspnée.
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Tableau 2 : Classification fonctionnelle selon la New York Heart Association (OMS, Evian
1998- version modifiée de la classification NYHA) (Cottin et al., 2009)

Classe | Absence de limitation fonctionnelle pour les activités physiques habituelles; ces
activités ne causent pas de dyspneée, de fatigue, de douleur thoracique ou de

malaise.

Classe Il | Limitation fonctionnelle légere pour les activités physiques, il n’y a pas
d’inconfort au repos, mais des activités physiques normales causent de la

dyspnée, de la fatigue, des douleurs thoraciques ou des malaises.

Classe 111 | Limitation fonctionnelle importante pour les activités physiques ; il n’y a pas
d’inconfort au repos, mais des activités physiques peu importantes causent de la

dyspnée, de la fatigue, des douleurs thoraciques ou des malaises.

Classe IV | Incapacité a réaliser toute activité physique et/ou signes d’insuffisance cardiaque
droite. La dyspnée et la fatigue peuvent étre présentes au repos et accentuées par

toute activité physique.

6. Prise en charge actuelle des patients HTAP

Généralement les patients atteints d’HTAP sont diagnostiqués tardivement. Or, a un
stade avancé, ’'HTAP est irréversible. Bien que la prise en charge ait considérablement
évoluée ces derniéres années, il n’existe malheureusement aucun traitement curatif connu a ce
jour. Néanmoins, les thérapies actuelles permettent de ralentir nettement la progression de la

maladie et d’améliorer le bien-étre des patients.

6.1. Traitements conventionnels

Les patients atteints d’HTAP doivent éviter toute augmentation excessive du débit
cardiaque. L'activité physique importante est donc contre-indiquée dans I’HTAP sévére, car
elle peut aggraver les symptomes (dyspnée, fatigue, douleur thoracique, syncope) (Naeije et
al., 2001). La pratique d'un exercice physique minimal est recommandée et une réadaptation a
I'effort peut étre indiquée (Mereles et al., 2006).

Pour les mémes raisons, la grossesse est contre-indiquée en raison des modifications
hémodynamiques qu'elle induit (Bedard et al., 2009; Jais et al., 2012). L’hypoxémie entraine
une vasoconstriction pulmonaire majorant ainsi ’'HTAP (Galié et al., 2009). Les anesthésies
générales ne doivent étre réalisées qu’en cas de nécessité absolue, et avec une équipe

spécialisée. La vaccination antigrippale et antipneumococcique est fortement conseillée.
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A coté des médicaments ciblant la dysfonction endothéliale (antagonistes des récepteurs
de ’ET-1, dérivés de la PGly, inhibiteurs de la PDE-5) qui seront développés dans le
paragraphe 6.2, d’autres types de traitements comme les inhibiteurs calciques, les

anticoagulants, les diurétiques sont disponibles (Naeije et al., 2001).

6.1.1. Anticoagulants

Les phénomeénes de dysfonction endothéliale et le ralentissement du flux sanguin
favorisent la thrombose in situ dans les petites artéres pulmonaires remodelées. Un traitement
anticoagulant est donc recommandé pour diminuer le risque de thrombose in situ (Johnson et
al., 2006; Olsson et al., 2014). De plus, il a été montré que le traitement anticoagulant
permettait de diminuer la mortalité dans ’HTAP idiopathique (Olsson et al., 2014; Rich et al.,
1992). En conséquence, les anti-vitamines K, seuls anticoagulants administrables par voie
orale et utilisables en traitement de longue durée, sont proposées de maniere systématique

dans ’HTAP idiopathique lorsqu’il n’existe pas de contre-indications.

6.1.2. Diurétiques

Les diurétiques (furosémide et spironolactone) en association avec un régime sans sel
permettent de réduire la volémie, de diminuer la surcharge de pression du VD et d’améliorer

la symptomatologie. La posologie doit étre adaptée (Naeije et al., 2001).

6.1.3. Oxygénothérapie

Théoriquement, 1’hypoxie peut aggraver I’HTAP par augmentation de la
vasoconstriction hypoxique. Une oxygénothérapie doit donc étre envisagée chez les patients
dont I’oxygénation du sang est perturbée, ayant une hypoxie sévere (PaO. < 55-60 mmHg) et
surtout nécessaire pour la dyspnée d’effort. Cependant, ce traitement est essentiellement
symptomatique et ne concerne qu’environ 15 a 20 % seulement des patients atteints d’HTAP

(Naeije et al., 2001).

6.1.4. Inhibiteurs calciques

Les inhibiteurs calciques (le diltiazem, la nifédipine ou I’amlodipine) peuvent s’opposer
a la vasoconstriction, mais ils n’ont que peu d’effets sur le remodelage vasculaire pulmonaire.
Chez certains patients, les phénomeénes de vasoconstriction prédominent largement sur les
phénomenes de remodelage vasculaire et les inhibiteurs calciques peuvent apporter un réel

bénéfice clinique. Les inhibiteurs calciques sont prescrits uniquement chez les patients ayant
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répondu positivement au test de vaso-réactivité lors du cathétérisme cardiaque droit (Montani
et al., 2010). Ces patients montrent une baisse de la PAPm d’au moins 10 mmHg jusqu’a un
niveau inférieure @ 40 mmHg avec un débit cardiaque normal ou augmenté au cours de
I’inhalation de NO (Sitbon et al., 2014).

En parallele a ces recommandations générales, plusieurs traitements plus spécifiques de

I’HTAP peuvent étre proposés comme décrit ci-dessous :

6.2. Traitements spécifiques

Le traitement de ’'HTAP tente de s’opposer aux effets délétéres de la vasoconstriction,
de I’obstruction vasculaire pulmonaire par remodelage et thrombose, et de I’insuffisance
cardiaque droite (Sitbon et al., 2014). Les innovations thérapeutiques médicamenteux de ces
derniéres années (antagonistes des récepteurs de I’ET-1, dérivés de la PGl», inhibiteurs de la
PDE-5) découlent d’une meilleure compréhension des anomalies physiopathologiques de
I’HTAP, en particulier de la dysfonction endothéliale caractérisée par un défaut de production
de substances vasodilatatrices et antiprolifératives (PGl2 et NO) et un exces de production de
substances vasoconstrictrices (ET-1 et TXA2) qui stimulent également la prolifération des
CMLV. Les traitements actuels ont pour cible la dysfonction (Figure 14) (Humbert et al.,
2004; O'Callaghan et al., 2011).
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Figure 14 : Principales cibles thérapeutiques dans 'HTAP. Partie supérieure : Coupe transversale
d’une artére pulmonaire de petit calibre (diameétre < 500 um) d’un patient souffrant d’'une HTAP
sévere montrant une prolifération intimale et une hypertrophie de la média. Partie inférieure : La
dysfonction des cellules endothéliales des artéres pulmonaires qui se traduit par une diminution de la
production de PGI; et de NO associée a une augmentation de la production d’ET-1. Ces modifications
conduisent a une vasoconstriction et une prolifération des cellules musculaires lisses au niveau des
artéres pulmonaires. Abréviations : AMPc : Adénosine monophosphate cyclique ; GMPc : Guanosine
monophosphate cyclique ; ET : Endothéline ; ETaes : Récepteur A et B de I’endothéline-1; PDE-5:
Phosphodiestérase de type 5 (Humbert et al., 2004).

6.2.1. Antagonistes des récepteurs de I’endothéline-1

L’ET-1 est un puissant vasoconstricteur qui favorise la prolifération des CML,
contribuant ainsi a I’augmentation du tonus vasculaire pulmonaire et a 1’hypertrophie des
parois artérielles pulmonaires. Les antagonistes des récepteurs de I’ET-1 sont des
médicaments utilisables par voie orale qui s’opposent aux effets déléteres de I’ET-1. Ces
médicaments inhibent 1’activation des récepteurs ETa et ETs des CML des arteres
pulmonaires et des récepteurs ETs des CE vasculaires pulmonaires (Channick et al., 2004).
Une diminution de D’activation des récepteurs de I’ET-1 provoque une réduction de la
libération de calcium intracellulaire et par consequent de la vasoconstriction des artéres

pulmonaires. En plus de ses effets vasoconstricteurs, I’ET-1 a des fonctions mitogénes et
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favorise la prolifération des CMLV pulmonaires (Channick et al., 2004). Les antagonistes des
récepteurs de I’ET-1 réduisent aussi les effets pro-mitogéniques de I’ET-1 sur les CMLV

pulmonaires.

Le bosentan (Tracleer®) est un antagoniste mixte des récepteurs ETa et ETg de ’ET-1.
Deux essais controlés versus placebo (étude BREATHE-1) ont démontré son efficacité chez
des patients ayant une HTAP idiopathique ou associée a une sclérodermie en classe
fonctionnelle 11l ou IV de la NYHA (Channick et al., 2001; Rubin et al., 2002). Ainsi, le
bosentan améliore apres 12—-16 semaines de traitement, les capacités a I’effort évaluées par la
distance parcourue au test de marche de 6 minutes (TM6) et I’hémodynamique, et allonge le
délai avant aggravation clinique (Channick et al., 2001; Rubin et al., 2002). L’évaluation a
long terme des patients inclus dans les deux essais controlés est en faveur d’'une amélioration
de la survie sous bosentan par rapport a la survie théorique (McLaughlin et al., 2005). Un
autre essai controlé (étude EARLY) a montré son efficacité sur la baisse des résistances
vasculaires pulmonaires et le délai avant aggravation clinique chez des patients moins
symptomatiques, en classe fonctionnelle 1l de la NYHA (Galié et al., 2008). La dose
recommandée est de 62,5 mg deux fois par jour pendant quatre semaines puis 125 mg deux
fois par jour. Le principal effet secondaire est une cytolyse hépatique toujours réversible,
survenant dans environ 7 % des cas, ce qui nécessite une surveillance mensuelle des

transaminases (Sitbon et al., 2014).

L’ambrisentan (Volibris®) est un antagoniste sélectif des récepteurs ETa de I’ET-1. Il a
été évalué dans deux essais controlés (études ARIES-1 et ARIES-2) avec un effet bénéfique
observé sur la distance parcourue au TM6, les paramétres hémodynamiques et le délai avant
aggravation clinique (Galie et al., 2005; Galié et al., 2008). L’ambrisentan est approuvé dans
I’HTAP de classes fonctionnelles II et III de la NYHA. Les résultats a long terme sont
encourageants avec un maintien a deux ans des améliorations observées dans les études
ARIES-1 et ARIES-2 (Oudiz et al., 2009).

Le macitentan (Opsumit®) est un antagoniste mixte des récepteurs ETa et ETg de I’'ET-1
dont la particularité est d’avoir une treés forte affinité tissulaire (Sitbon et al., 2014). Le
macitentan a été testé dans la premiére étude de phase Il (étude Séraphin) ayant comme
critere principal de jugement le premier événement de morbi-mortalité (déces, transplantation,
atrioseptostomie, nécessite de traitement par prostacycline IV ou SC, aggravation clinique de
I’HTAP), tous ces événements devant étre valides en aveugle par un comité indépendant

(Pulido et al., 2013). Les résultats ont montré une réduction de 45 % de survenue du premier
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événement de morbi-mortalité (majoritairement une aggravation clinique de ’HTAP) avec la
dose de 10 mg une fois par jour par rapport au placebo (Pulido et al., 2013). Le macitentan est

approuvé dans le traitement de ’HTAP de classe fonctionnelle 11 ou Il1.

6.2.2. Dérivés de la prostacycline

La PGl est produite par les cellules endothéliales et entraine une relaxation du muscle
lisse vasculaire et une inhibition de I’agrégation plaquettaire, par le biais d’une augmentation
de la concentration intracellulaire d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). C’est
surtout pour ses effets antiproliferatifs sur les CML que la PGl et ses analogues sont utilisés
dans le traitement de ’'HTAP (Humbert et al., 2004; O'Callaghan et al., 2011).

L’époprosténol est indiqué dans I’HTAP idiopathique, familiale ou associée aux
connectivites, en classe fonctionnelle 111 ou IV de la NYHA. Le traitement par 1’époprosténol
a prouvé qu’il apportait une amélioration significative des symptomes, des capacités a I’effort
évaluées par la TM6, des paramétres hémodynamiques ainsi qu’une réduction de la mortalité
(Barst et al., 1996; Sitbon et al., 2002). Du fait de sa trés courte demi-vie (3 minutes), la PGl»
ou I’époprosténol (Flolan® ou médicaments génériques) doivent étre administrés par voie
intraveineuse continue a 1’aide d’une pompe connectée a un cathéter sous-clavier tunnelisé
(Sitbon et al., 2002). Ce médicament reste le traitement de référence et le seul recommandé
pour les formes d’HTAP les plus séveres (classe fonctionnelle IV ou classe 111 avec critéres
hémodynamiques de gravite (Galié et al., 2009). Les effets secondaires du traitement les plus
fréquents sont : douleurs des méachoires, céphalées, diarrhées, flushs, douleurs des membres

inférieurs, nausées et vomissements (Barst et al., 1996; Sitbon et al., 2002).

D’autres analogues de la PGl, comme le tréprostinil (Remodulin®), administré en
continue par voie sous-cutanée a I1’aide d’une mini-pompe, ou administré par voie
intraveineuse continue et 1’iloprost (Ventavis®) administré par inhalation ont des effets

inférieurs a 1’époprosténol (Ewert et al., 2007; Hiremath et al., 2010; Simonneau et al., 2002).

6.2.3. Inhibiteurs de la phosphodiestérase de type 5

L’inhibition de la PDE-5 est a l'origine d’une augmentation de la concentration
intracellulaire de la guanosine monophosphate cycliqgue (GMPc), avec pour conséquence une
relaxation du CMLV pulmonaire et une inhibition de la prolifération des CML. Ces
médicaments ont permis d’améliorer les symptdmes, la tolérance a 1’effort, ainsi que la survie

(Chaumais et al., 2013). Les inhibiteurs de la PDE-5 comme le sildénafil (Revatio®) ou le
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tadalafil (Adcirca®) ont I’avantage d’une administration par voie orale et de ’absence d’effets

secondaires hépatiques.

6.2.4. Activateur/stimulateur de la guanylyl cyclase soluble

A coté des inhibiteurs de la PDE-5, d’autres moyens ont été développés pour réguler la
voie de signalisation du NO. Le riociguat (Adempas®) médicament par voie orale, fait partie
d’une nouvelle classe thérapeutique, qui stimule la synthése du GMPc par activation directe
de la guanylyl cyclase soluble (GCs) indépendamment de la production endogéne de NO qui
est altérée dans ’HTAP. Ce médicament a montré une amélioration significative de la DM6
apres douze semaines de traitement aussi bien dans ’'HTAP que dans I’HTP post-embolique
(Ghofrani et al., 2013).

6.3. Transplantation cardiaque/cardiopulmonaire

Les traitements actuels sont inefficaces, en cas de dégradation de 1’état de santé du
patient malgré sa prise en charge, la transplantation cardio-pulmonaire ou bi-pulmonaire est
alors la seule alternative pour prolonger la survie des patients (Norfolk et al., 2013). La
transplantation cardiopulmonaire peut étre nécessaire pour des patients ayant une insuffisance
cardiaque droite terminale ou une cardiopathie congénitale complexe (Gupta et al., 2015).
Selon les dernieres données du registre de 1’International Society for Heart and Lung
Transplantation (ISHLT), la survie actuelle aprés une transplantation pulmonaire est
d’environ 80 % a 1 an et de 60 % a 5 ans (Christie et al., 2012; Dikalov et al., 2007).

Cependant, il existe une forme d’HTAP, accessible a un traitement chirurgical. Cette

forme est due a des obstacles dans les artéres macroscopiques par des embolies pulmonaires

chroniques. L’endartériectomie peut entrainer une guérison compléte.

Page 58




7. Modéles animaux d’HTAP

Un bon modéle animal d'étude de 'HTAP devrait réunir idéalement un ensemble de
caractéristiques comprenant entre autres :

- Une évolution progressive/chronique et sévere ;

- Des atteintes structurelles et fonctionnelles des artérioles pulmonaires résistives (< 500
pMm) avec un remodelage intense associé a une hypertrophie médiale, des nécroses
fibrinoides, des micro-thromboses et des lésions de type plexiformes ;

- Une inflammation chronique avec des infiltrations périvasculaires ;

- Des anomalies biologiques du méme ordre que chez ’Homme : diminution des voies de
signalisation du NO, de la PGl2, du BMPR2, avec une augmentation de la production
d'ET-1, de facteurs clés de croissance comme PDGF, FGF2, EGF, 5-HT ;

- Une réponse similaire aux traitements.

Plusieurs mod¢les animaux de la maladie ont été¢ développés et ont permis d’importants
progrés aussi bien dans la compréhension de la physiopathologic de 'HTAP que dans la
maitrise et le développement de différentes molécules (Maarman et al., 2013; Stenmark et al.,
2009). Comme décrit précédemment, ’HTAP est une pathologie multifactorielle et les
modeles actuels ne permettent pas de reproduire tous les aspects de la pathologie avec
exactitude, mais chaque modele permet de mimer un ou plusieurs aspects de la maladie afin

de reproduire un type d’HTAP d’intérét par rapport a un autre.

7.1. HTAP induite par la monocrotaline

Le modéle d’HTAP induite par la monocrotaline (MCT) est le plus utilisé depuis 30 ans
et il présente des avantages par sa reproductibilité, son codt et la rapidité de son évolution.
Nous avons utilisé ce modéle dans ce travail de thése afin d’évaluer 1’intérét du traitement
chronique de la formulation d’oméga-3 (EPA:DHA 6:1) sur les parametres hémodynamiques
et les altérations cardiovasculaires et pulmonaires induite par I’injection de MCT. La mise en
place de ce modéele consiste en 1’administration unique sous-cutanée de MCT a la dose de 60
mg/kg chez le rat avec un suivi sur 3 a 4 semaines. La MCT est un alcaloide toxique de la
famille de la pyrrolizidine extraite des graines d’une plante la Crotalaria spectabilis (famille
des Fabacées) (Figure 15), une plante a floraison annuelle qui pousse dans les régions
tropicales et subtropicales (Kay et al., 1967). La toxicit¢ de MCT est essentiellement

hépatique (Copple et al., 2004; Meyrick et al., 2001) et a une dose unique plus faible induit
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une HTAP chez le rat (Wilson et al., 1992). Les animaux intoxiqués a la MCT présentent des

Iésions hépatiques nécrotiques et de cirrhose avec cedéme hémorragique et de fibrose.

Crotalaria spectabilis Monocrotaline
3% \ HO OH

Figure 15 : La plante de Crotalaria spectabilis et la molécule de monocrotaline

https://www.emaze.com

Le(s) mécanisme(s) précis de la mise en place de cette HTAP expérimentale reste
encore trés obscur (Gomez-Arroyo et al., 2012). 1l serait admis que la MCT est tout d’abord
métabolisée dans le foie par les cytochromes P450 mono-oxygénase en MCT pyrrole (MCTP)
qui serait le métabolite actif responsable des lésions vasculaires pulmonaires et du
développement de ’'HTAP expérimentale (Stenmark et al., 2009). Les métabolites actifs de la
MCT produisent initialement une nécrose endothéliale (multiples altérations fonctionnelles et
structurales des cellules endothéliales) accompagnée d’un cedéme pulmonaire de perméabilité
visible dans les deux semaines suivant I’injection. L’cedéme pulmonaire est associé a une
forte inflammation périvasculaire, suivie d’une hypertrophie médiale des artérioles
pulmonaires et une muscularisation des artérioles pulmonaires distales conduisant a
I’augmentation des RVP et d’une défaillance cardiaque droite (Jasmin et al., 2001; Wilson et
al., 1992; Wilson et al., 1989). Il n’y a pas de lésions plexiformes, ni de sclérose intimale
(Molteni et al., 1984). L’examen anatomopathologique du cceur montre une cardiomégalie par
hypertrophie et dilatation du VD, des degrés variables de fibrose et parfois de congestion
pulmonaire ainsi que de la congestion hépatique avec des plages de nécrose centrolobulaire
(Miyauchi et al., 1993; Naeije et al., 2007). Une augmentation significative des PAPm est
constatée deés la deuxiéme semaine suivant I’administration de cette drogue qui s’aggrave trés
rapidement chez des rats de 100-150 g : 30 a 50 mmHg a la 3éme/4eme semaine contre 16-18

mmHg chez les rats contrles. Une importante hypertrophie ventriculaire droite avec
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doublement de l'indice de Fulton est constatée (Figure 16). Des la fin de la 3éme/4éme
semaine suivant I’injection de MCT, une importante mortalité est souvent notée.

Le modéle d’HTAP induite par I’injection de MCT est un des modeles classiques
d’étude de la maladie car elle ressemble a la forme humaine de par sa gravité
hémodynamique, son histopathologie et par sa mortalité naturelle particulierement élevée.
Plusieurs anomalies biologiques similaires a 'HTAP humaine ont été décrites avec des
altérations de la voie du NO, de I’ET-1, de la 5-HT et des facteurs de croissance (PDGF,
FGF2). Cependant, cette HTAP expérimentale differe de I'HTAP humaine par sa forte
composante inflammatoire, la présence d’anomalies multi-organes avec une toxicité hépatique
majeure, une perte précoce de la barriere endothéliale, une évolution tres rapide sur quelques
semaines et 1’absence de lésions plexiformes. Ce mod¢le animal d’HTAP reste un modéle trés
utilisé bien que tres imparfait de par sa forte composante inflammatoire et de sa grande
variabilité. D’importantes variations existent en fonction du lot et de 1’age des animaux
utilisés, sachant que des animaux jeunes développent des HTAP plus séveres que des animaux

plus agés.

PAPm (mm Hg) RV/ LV + S
601 0.60 1
504 Gt 0.50 1 —L
40+ 0.40 1 x.
L
30 _'L 0.30 1
204 0.20
10 - HHHH 0.10 |
(0] o}
O 051 5 10 16 21 O 051 5 10 15 21
Temps (jours) Temps (jours)

JO J1 J2 J7 J14 J21

Figure 16: La monocrotaline induit chez le rat une élévation de la PAPm et de I’indice de Fulton, une
hypertrophie de la paroi artérielle pulmonaire et ventriculaire droite (Tu et al., 2012).
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L’HTAP induite par I’injection de MCT chez le rat peut étre prévenue et/ou améliorée
par une large gamme de traitements incluant les corticoides (Hilliker et al., 1984; Langleben
et al., 1985), les analogues de la PGI> (Schermuly et al., 2005), I'inhalation continue de NO
(Roberts et al., 2000), les inhibiteurs de la PDE-5 (Ghofrani et al., 2004) et les antagonistes
pour le récepteur ETa de ’ET-1 (Jasmin et al., 2001).

7.2. HTAP induite par une hypoxie chronique chez les rongeurs

Ce modéle consiste en I’exposition a I’hypoxie (10 % fiO2) normobarrique ou
hypobarrique de maniére chronique (3 semaines au minimum). Il s’agit d’un modéle
particulier d’HTAP expérimentale puisqu’il est réversible en quelques semaines (3 a 4
semaines) lors de la remise des animaux dans un environnement normoxique. La réponse
vasculaire pulmonaire a 1’hypoxie varie d’un sujet et d’une espéce a I’autre. Elle est intense
chez le porc, le cheval et le bovin, modérée chez le rongeur, et minime chez le chien, le
cobaye, le yak et le lama. Le modéle expérimental d’HTAP hypoxique le plus souvent utilisé

recourt chez les petits rongeurs (Grover et al., 2014; Naeije et al., 2007).

L’hypoxie se traduit par une vasoconstriction des CML des arteres avec la fermeture des
canaux potassiques dépendants du potentiel (dépolarisation de la membrane plasmique) et
’entrée des ions calcium Ca®'. L’exposition & 1’hypoxie induit une vasoconstriction
pulmonaire suivie d’un remodelage artériolaire conduisant & une augmentation de la pression
systolique du ventricule droit (Benzing et al., 1997). Le remodelage artériolaire se limite a une
hypertrophie médiale avec quelques proliférations adventitielles mais peu ou pas
d’épaississement intimale et peu d’infiltrat inflammatoire. Sur le plan hémodynamique, la
pression systolique s’¢léve modérément a des valeurs de 1’ordre de 30-40 mmHg selon la
souris. Les animaux en croissance sont les plus sensibles, tandis que les animaux agés sont
relativement préservés de I’HTAP hypoxique. Sur le plan biologique, ’HTAP hypoxique se
caractérise par une surexpression intimale d’endothéline-1 et de son récepteur ETg (Zaidi et
al., 2002), de la eNOS (Tyler et al., 1999) et de la synthése de la PGl (Abe et al., 2001).

7.3. Modéle d’HTAP induite par le Sugen 5416/Hypoxie (SuUHx)

Ce modeéle consiste en 1’administration unique de 20 mg/kg de SU5416 (un
antagoniste du VEGF récepteur) avant une exposition a I’hypoxie (10 % fiO2) de maniére

chronique (2 a 3 semaines) suivi d’un retour en normoxie (3 a 4 semaines au minimum)
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(Taraseviciene-Stewart et al., 2001). 11 s’agit d’un modéele sévére d’HTAP expérimentale qui

démontre un remodelage intense des artérioles pulmonaires (Figure 17).

A Normoxia™. = -~ -“.‘/.:}’3\. B Hypoxia 2

Figure 17 : Comparaison du remodelage des artéres pulmonaire sur deux modéles entre I’hypoxie et
hypoxie/SU5416

Encore tres peu de données sont disponibles concernant ce modele et sa
physiopathologie reste trés obscure. Des lésions trés sévéres avec un remodelage intense
touchant aussi bien la media, ’adventice et 1’intima sont clairement visibles. Une forte
hypertrophie cardiaque est aussi constatée. Cependant, le manque de reproductibilité, des
atteintes de plusieurs organes et une mortalité quasi absente sont parmi les principaux points

faibles de ce modéle expérimental.

7.4. Modeéles animaux d’HTAP sur shunt

L’HTAP sur cardiopathie a shunt est le plus souvent réalisé avec des animaux de grande
taille: porc, agneau et veau, bien que quelques travaux soient reportés chez le rat (Ryan et al.,
2011; Stenmark et al.,, 2009). Les HTAP expérimentales sur shunt se limitent a une
hypertrophie médiale avec peu ou pas de modifications intimales ou adventicielles. Celles-ci
paraissent liées a des durées d'observations limitées a 2 a 4 mois, imposées par la croissance
rapide d'animaux de grande taille, tels que le porcelet ou I'agneau, difficile a gerer dans la
plupart des animaleries. Une anastomose aorto-pulmonaire synthétique chez le porcelet
reproduit en 3 mois d'évolution une HTAP sévere avec hypertrophie médiale. Cette HTAP
experimentale est clairement liée a I’hyper-débit. Comme le diamétre du shunt possiblement
réalisable est limité, une anastomose entre I'artere innominée sur le tronc commun des artéeres
pulmonaires ou une ligature d’une des artéres pulmonaires peut étre également effectuée
(modification du shunt de Blalock et Taussig) (Tu et al., 2012). L’ajout du shunt qui va
grandir avec I’animal, expose la circulation pulmonaire a des agressions mécaniques

croissantes qui permettent d’obtenir des HTAP modérées a graves en 3 a 4 mois (30 a 40
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mmHg) (Cao et al., 2015). Quelques travaux ont signalé la présence de lésions complexes
proche de lésions plexiformes dans ces modéles. Cependant ces modéles dits d”hyper-débit ne
sont généralement pas trés inflammatoires et sont des hypertensions pulmonaires réversibles
(Huertas et al., 2013).

7.5. Animaux Transgéniques et HTAP

Plusieurs travaux ont signalé des HTAP spontanées chez des animaux génétiqguement
modifiés. Les rats «fawn-hooded rat» qui présentent un désordre hérité dans le stockage de la
5-HT dans les plaquettes développent lentement une HTAP. Le développement de ’'HTAP
peut étre accéléré par une exposition a I’hypoxie/altitude. De méme, les rats transgéniques
surexprimant 1’angiopoiétine-1 développent une hypertrophie intimale et une HTAP (Chu et
al., 2004). A I’inverse, le transfert génique d'un antagoniste du récepteur Tie-2 chez le rat
prévient ’HTAP induite par la MCT ou par surexpression de l'angiopoiétine-1, mais ne
prévient pas 'HTAP hypoxique (Kido et al., 2005). Des souris surexprimant le 5-HTT, le
facteur S100A4(MTS1), I’IL-6 ou des souris déficientes en PPARYy, VIP, endogline, et ALK1
développent spontanément une HTAP en conditions normoxiques (Jerkic et al., 2011;
Toporsian et al., 2010). Plusieurs autres types de souris transgéniques ont été reportées
comme soient plus sensibles, soient plus résistantes au développement de I'HTAP
expérimentale induite par exemple a 1’hypoxie chronique : souris déficientes en BMPR2, en
TPH1, en PKC-epsilon, PGIl2, eNOS, Smad8 et MCP1 (Ryan et al., 2011; Stenmark et al.,
2009). De maniéere surprenante, les souris transgéniques pour le BMPR2 ne développent pas
d’HTAP de maniére spontanée. Cependant, ces souris déficientes en BMPR2 sont plus
susceptibles a développer une HTAP lorsqu’elles sont soumises a une deuxiéme
«challenge/hit», comme une administration de 5-HT ou de I’hypoxie chronique (Long et al.,
2006; Song et al., 2008). Les observations effectuées au travers de ces animaux transgéniques
sont informatives puisqu’elles permettent de valider I’importance fonctionnelle d’un facteur
ou d’une voie de signalisation dans la physiopathologie de ’'HTAP. A quelques exceptions
pres (souris SI00A4(MTS1)), aucune de ces souches de souris ne peut étre considérée comme
un modele d’étude de ’HTAP mais plutét comme des outils d’étude de la maladie, car tous

les aspects de la maladie ne sont clairement pas présents dans la méme souris.
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7.6. Modéle in vitro

Bien que les modéles animaux présentent de nombreux avantages pour observer le
développement d’un ou plusieurs aspects de ’'HTAP, un mod¢le original in vitro a été décrit
dans la littérature (Guibert et al., 2005; Morin et al., 2011b). Ce modele consiste a utiliser des
arteres pulmonaires humaines saines, disséquées, cultivées a I’incubateur et sur lesquelles une
hyperréactivité et/ou une inflammation est induite par un traitement pharmacologique. Ces
artéres sont ensuite soumises a une stimulation par des agents vasoactifs tels que ’'ET-1, le
TXA20u la 5-HT afin d’évaluer leur pouvoir contractile (Hiram et al., 2014). Des molécules
candidates pour induire la vasodilatation et/ou la résolution de I’inflammation peuvent alors
étre testées en traitement ou en aiglie pour évaluer leur capacité a normaliser la tension
isométrique des artéres. Ce modeéle a permis de mettre en évidence des voies de signalisation
au niveau endothélial et au niveau des CML, impliquées dans la mise en place et le maintien
de 'HTAP (Morin et al., 2011b). La limite principale est que ce type d’expérience ne
reproduit pas le caractére chronique de la maladie ce qui ne permet pas d’observer le
développement d’un remodelage de la paroi ou I’apparition de 1ésions plexiformes. De plus,
s’ajoute la difficulté de travailler avec des artéres pulmonaires humaines viables, issues de
patients déja atteints d’HTAP.
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8. Impacts des oméga-3 dans ’HTAP

8.1. Les acides gras polyinsaturés a longue chaine n-3 (AGPI n-3)

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) de type oméga-3 et oméga-6 sont indispensables a
I’organisme. lls sont dits essentiels car ils ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent
par conséquent lui étre intégralement fournis par I’alimentation. Parmi les oméga-3, on
distingue 1’acide eicosapentaénoique (EPA, C20:5n-3) et I’acide docosahexaénoique (DHA,
C22:6n-3) présents en grande quantité dans les poissons gras (le maquereau, le saumon et la
sardine) alors que les oméga-6 sont en général présents dans les huiles alimentaires d’origine
végétale (Figure 18). Les précurseurs de synthése des oméga-6 et oméga-3 chez I’animal sont

I’acide linoléique (LA, C18:2n-6) et I’acide a-linolénique (ALA, C18:3n-3) respectivement.

Plant n-6 PUFA Plant n-3 PUFA Seafood n-3 PUFA

Linoleic acid
(LA, C18:2n-6)
OH

v

Arachidonic acid
(AA, C20:4n-6

6 B 2@

Alpha-linoenic acid  Eicosapentaenoic acid Docosapentaenoic acid Docosahexaenoic acid
(ALA, C18:3n-3 (EPA, C20:5n-3) (DPA, C22:5n-3) (DHA, C22:6n-3)

Figure 18: Structure des acides gras polyinsaturés (PUFA) de type oméga-6 et oméga-3 (Mozaffarian
etal., 2011).

8.2. Structure et métabolisme des acides gras polyinsatureés

Les AGPI sont identifiés par leur nombre de carbones et de doubles liaisons. Ils ont une
extrémité méthylée (-CH3) dite position oméga et une extrémité carboxylée (-COOH) dite
position alpha. En fonction de la position de la premiére double liaison, on distingue les

omega-6 si la double liaison est placée sur le sixieme carbone a partir de 1’extrémité méthyle
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terminale et les oméga-3 si la double liaison est placee sur le troisieme carbone en partant de
I’extrémité méthyle terminale.

Parmi les oméga-6, I’acide arachidonique (AA; 20:4n-6) est le précurseur des eicosanoides
comme les prostaglandines de série 2 (PGE», PDG2, PGF.), le thromboxane de série 2 (TXAz)
et les leucotrienes de séries 4 (LTBs, LTDs4) ayant des effets vasoconstricteurs, pro-
inflammatoires et mitogéniques (Figure 19) (Schmitz et al., 2008). L’EPA et le DHA sont les
précurseurs des eicosanoides comme les prostaglandines de série 3 (PGEs, PGD3, PGF3), le
thromboxane de série 3 (TXA3) et les leucotrienes de série 5 (LTAs, LTBs, LTDs,) qui ont des
effets plutdt anti-inflammatoires et vasodilatateurs, antiagrégants et contribuent ainsi a la
protection des artéres et du ceeur (Adkins et al., 2010; Davidson et al., 2013).

Les oméga-6 et oméga-3 sont métabolisés par les mémes types d’enzymes par une succession
de désaturation et d’élongation (A4-, AS- et A6-). Les cyclooxygénases (COX) produisent les
prostaglandines et les TXA>, les lipoxygénases (LOX) conduisent aux leucotrienes et aux
lipoxines (Adkins et al., 2010; Morin et al., 2009).
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Figure 19: Voies métaboliques des oméga-6 et oméga-3 et biosynthése des eicosanoides et des
résolvines. COX : cyclooxygénase ; LOX : lipoxygénase ; LT : leucotriéne ; TXA; : thromboxane A,
(Balanza-Martinez et al., 2011).
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8.3. Voie de signalisation des oméga-3

Les acides gras oméga-6 et oméga-3 sont une part intégrale de la membrane cellulaire,
et impactent significativement la fluidité membranaire et la fonction cellulaire. Ils servent de
constituants majeurs des phospholipides, des triglycérides et des esters de cholestérol (Spector
et al., 1999). Les acides gras oméga-3 s’incorporent dans les phospholipides des membranes
plasmiques cellulaires et entrent en compétition avec les oméga-6. L’EPA et le DHA peuvent
affecter le trafic ou le métabolisme de ces phospholipides ou produire des changements

structurels dans la bicouche lipidique membranaire.
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Figure 20 : Voies de signalisations moléculaires possibles de I’acide eicosapentaénoique (EPA) et
docosahexaénoique (DHA). PMN : polymorphonucléaires neutrophiles ; PLA : phospholipase A ;
AA : acide arachidonique; COX': cyclooxygénase; LOX: lipoxygénase; CYP: cytochrome
(Mozaffarian et al., 2011).
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8.4. Oméga-3 et les maladies cardiovasculaires

De trés nombreux études épidémiologiques, fondamentales et cliniques ont démontré
que la consommation réguliere d’acides gras polyinsaturés a longue chaine type oméga-3 tels
que EPA et DHA exercent des effets bénéfiques potentiels sur la santé en particulier dans les
maladies cardiovasculaires (Alter et al., 2011; Auger et al., 2016; Shimokawa et al., 1988). En
effet, il a été montré que les oméga-3 ont la capacité dans des modeles animaux de réduire le
développement de la maladie athéromateuse (Degirolamo et al., 2010; Shimokawa et al.,
1988). De plus, chez I’homme plusicurs études menées avant 1’avénement des statines ont
¢galement montré que l’administration d’oméga-3 diminuait en prévention secondaire le
risque de survenue d’un infarctus du myocarde ou de maladies cardiovasculaires (Kromhout
etal., 2012).

Les mécanismes sous-jacents a de tels effets bénéfiques des oméga-3 sont nombreux,
notamment 1’inhibition compétitive avec I’AA pour sa conversion en eicosanoides pro-
inflammatoires. Les récentes données de la littérature indiquent que I’effet bénéfique des
omeéga-3 a été attribué a plusieurs mécanismes et en particulier a leur action favorable sur le
profil lipidique, en diminuant la concentration en triglycérides, les risques d’arythmie
cardiaque, la réponse pro-inflammatoire, 1’agrégation plaquettaire et la pression artérielle
ainsi qu’une protection de la fonction endothéliale (Abeywardena and Head, 2001; Cottin et
al., 2011; Kromhout et al., 2012).
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Figure 21 : Effets bénéfiques des oméga-3 (EPA, DHA) sur le systéme cardiovasculaire. TG :
triglycérides ; RLP : lipoprotéines résiduelles ; RBC : globules rouges (Kromhout et al., 2012).

En plus, I’effet bénéfique des oméga-3 sur la réduction de la mortalité cardiovasculaire
pourrait étre expliqué, au moins en partie, par leur capacité a améliorer la fonction
endothéliale jouant un rble précoce dans I’initiation et le développement des maladies
cardiovasculaires (Thioub et al., 2009; Wang et al., 2012). En effet, les oméga-3 sont capables
d’induire des relaxations endothélium-dépendantes en stimulant la formation de monoxyde
d’azote (NO) suite a DI’activation de la voie PI3-kinase/Akt menant a 1’augmentation de
I’activité de la NO synthase endothéliale aprés phosphorylation du site activateur Serl177
(Shimokawa et al., 1988; Zgheel et al., 2014). Le NO est un puissant vasodilatateur et
prévient les réponses pro-inflammatoires, pro-athérosclérotiques et la réactivité plaquettaire.
Une étude récente réalisée dans notre laboratoire a montré que la formulation EPA:DHA 6:1 a
une activité protectrice sur la fonction endothéliale en augmentant la production de NO, bien
supérieure a celle de la formulation EPA:DHA 1:1 (Zgheel et al., 2014).
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8.5. Oméga-3 et HTAP

De trés nombreuses études ont clairement démontré le réle bénéfique des oméga-3 sur
la fonction cardio-respiratoire et la fonction pulmonaire. Ils réduisent I’apparition de
pathologies cardiovasculaires (athérome, infarctus, hypertension artérielle) et améliorent la
mortalité du syndrome respiratoire aigué (SDRA) de 1’adulte (Simopoulos et al., 1999). La
balance entre les eicosanoides dérives des acides gras oméga-6 (TXAz, LTBa4) et ceux des
oméga-3 (PGlz, TXAsz LTBs) influence ’homéostasie, le tonus vasculaire et 1’agrégation
plaquettaire au cours de I’agression. Les omeéga-3 peuvent ainsi réduire les processus
inflammatoires par inhibition des cascades de Toll-Like Receptor (TLR4) et Nuclear Factor
kappa B (NF-kB). Les bénéfices des oméga-3 sont liés a 1’amélioration de la fonction
endothéliale, par accentuation notamment de la vasodilatation endothélium-dépendante
(Abeywardena and Head, 2001), et aux effets anti-inflammatoires par modulation de la
synthese des médiateurs lipidiques, de la libération des cytokines et de I’activation des
leucocytes, et par ses effets antioxydants. Le DHA a été montré comme pouvant prévenir
I’inflammation et 1’hyperréactivité bronchique dans le contexte de 1’asthme (Morin et al.,
2011a). De plus le 19,20-époxydocosapenténoique (un métabolite du DHA obtenue par
I’époxygénase du cytochrome P450), et MAG-DHA (monoacylglycéride du DHA) diminuent
la sensibilité calcique et la prolifération induites par ’ET-1 dans les arteres pulmonaires
(Morin et al., 2007; Morin et al., 2009). Il a aussi été montré que I’EPA pouvait résoudre

I’inflammation dans un mod¢le allergique d’asthme (Morin et al., 2013).
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Chapitre 1. Emulsions lipidiques et fonction endothéliale

1. Acides gras

Les acides gras (AG) sont des molécules hydrophobes, acides carboxyliques
aliphatiques. Ils sont composés d’une chaine linéaire carbonée allant de 4 a 28 carbones
portant une extrémité méthyle (-CH3) et une extrémité carboxyle (-COOH). On distingue 3
types d’acides gras en fonction de leur degré d’insaturation : les acides gras saturés (AGS),
dont tous les atomes de carbone sont saturés en hydrogéne, les monoinsaturés (AGMI), qui
comportent une seule double liaison et les polyinsaturés (AGPI), qui possédent au moins 2
doubles liaisons. Les acides gras sont des principaux constituants des membranes cellulaires,
impliqués dans la synthése des hormones, la signalisation cellulaire, le transport des vitamines
liposolubles, interféerent avec les processus immunitaires et inflammatoires (Guesnet et al.,
2005).

2. Indication des différentes émulsions lipidiques

Les lipides constituent la seconde source d’énergie disponible pour la nutrition
parentérale. Leur rendement calorique est plus important que celui des glucides : 1 g de lipide
apporte 9 kcal. De plus, ils n’ont pas la propriété d’étre hyperosmolaires comme les glucides.
Les lipides assurent 20 a 40 % des apports énergétiques nécessaires (Thuong et al., 2003). Les
acides gras sont administrés sous forme de triglycérides émulsifiés par des phospholipides,
d’ou la dénomination d’émulsion lipidique. Les émulsions lipidiques (ELI) sont classées selon
leurs concentrations en triglycérides de 10 a 30 %. L’administration de mélanges lipidiques

est contre-indiquée en cas d’hypertriglycéridémie.

Les ELI ont permis d’améliorer la qualité de la nutrition parentérale. Les ELI permettent
un apport de lipides, dont les acides gras essentiels de série oméga-6 et oméga-3, dans le
cadre de la nutrition parentérale humaine, lorsque la nutrition orale ou entérale est impossible,
insuffisante ou contre indiquée (Chambrier et al., 2006). En effet, les ELI permettent un
apport énergetique important en évitant un apport glucidique exclusif et les complications
associées dont I’hyperglycémie et la sténose hépatique (Deckelbaum et al., 2004). L apport
d’ELI nutritionnelles s’applique a des patients ayant fréquemment des affections graves (choc

septique, malnutrition, infection bactérienne, hypoxie). Ils sont susceptibles d’engager leur
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pronostic  vital  (thrombose, complications  meétaboliques,  hypertriglycéridémie,
hypercholestérolémie) et d’entrainer une morbi-mortalité importante en réanimation

(Boisrame-Helms et al., 2013; Boisrame-Helms et al., 2015; Hasselmann et al., 2009).

3. Concept des émulsions lipidiques

Les premiéres ELI & usage clinique (Intralipide®) contenaient des triglycérides & chaine
longue (TCL) dérivés de I’huile de soja, composés principalement d’acides gras polyinsaturés
n-6. Les TCM sont des acides gras a chaine moyenne de 6 a 12 carbones, naturellement
présents dans certains aliments comme la noix du coco. De méme, les LTC sont des acides

gras a chaine longue de 14 a 18 carbones, présents majoritairement dans 1’huile de soja.

Depuis les années 1980, le clinicien dispose de mélanges associant des TCL et des
triglycérides a chaine moyenne (TCM) dérivé de I’huile de coco (Médialipide® et Lipidem®)
reflétant la volonté de diminuer la teneur en TCL riche en oméga-6, capable de perturber la
réponse immunitaire, puisqu’ils sont métabolisés en eicosanoides dérivés de I’AA
(prostaglandines et TXA:), pro-inflammatoires. (Boisrame-Helms et al., 2015; Calder et al.,
2010; Hasselmann et al., 2009). Ces triglycérides ont 1’avantage d’étre trés rapidement oxydés
avec une meilleure affinité pour la lipoprotéine lipase, une enzyme qui hydrolyse les
triglycérides contenus dans les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL) et les
chylomicrons. lls sont stockés en moindre quantité dans les tissus, améliorant ainsi leur apport

énergétique (Chambrier et al., 2006).

Plus récemment encore, des émulsions lipidiques remplacant partiellement les acides
gras polyinsaturés n-6 par I’huile d’olive, un acide gras monoinsaturé n-9 (ClinOleic®) ou
d’huile de poissons & base d’oméga-3 comme EPA et DHA (Omegaven®) sont disponibles
(Goulet et al., 2010; Waitzberg et al., 2006). A la différence des acides gras polyinsaturées n-
6, ’EPA et le DHA entrent en compétition avec le métabolisme de ’AA au niveau
enzymatique (cyclooxygénase, lipoxygénase) et donnent des eicosanoides de la série 3 moins

pro-inflammatoires.

4. Controverse des émulsions lipidiques

En effet, les ELI de nutrition parentérale, connues pour moduler les réactions
inflammatoires et I’immunité de fagon plus ou moins marque selon la nature des acides gras
qui les composent, pourraient avoir un effet bénéfique chez les patients en état d’agression,

tandis que d’autres émulsions seraient au contraire délétéres (Calder et al., 2013). Bien que
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tres utilisée, la nutrition parentérale par les ELI comporte de nombreuses complications qu’il
est nécessaire de connaitre. Nous nous sommes intéressés aux complications métaboliques
liées a la composition des ELI apportées. Ainsi, ’apport des lipides est potentiellement
responsable d’hypertriglycéridémie, d’hypercholestérolémie et de thrombose et contribue a
remodeler les artéres coronaires. L’altération de la fonction endothéliale résulte a une
diminution de la production du NO, associée a une exacerbation des réponses inflammatoires,

du stress oxydant (Gosmanov et al., 2012; Steinberg et al., 1997).

5. Intérét des oméga-3 dans la nutrition parentérale

L’arrivée des ELI a base d’oméga-3 a révolutionné la nutrition parentérale. Les ELI sont
utilisées pour fournir d’énergie dans la nutrition artificielle des malades en état d’agression.
La plupart de ces patients présentent un état hyper-inflammatoire comme dans le cas du
sepsis, responsable d’un déséquilibre des défenses anti-oxydantes, d’une altération de la
fonction immunitaire et vasculaire. Dans ce contexte, 1I’immuno-nutrition consistant en
I'administration par voie parentérale de nutriments spécifiques, comme les acides gras oméga-
3, en quantité supérieure a la normale dans le but d’améliorer les fonctions immunitaires et
endothéliale, pourrait avoir un intérét (Calder et al., 2012). En effet, les AGPI n-6 sont ainsi
métabolisés en eicosanoides pro-inflammatoires dérivés de I’AA, tandis que les AGPI n-3,
comme I’EPA et le DHA entrent en concurrence avec le métabolisme enzymatique de I'AA.
Les eicosanoides dérivés de I'EPA sont donc moins pro-inflammatoires que ceux synthétises a
partir de ’AA. Les AGPI n-3 diminuent la production de cytokines pro-inflammatoires,
augmentent la synthése de cytokines anti-inflammatoires (Calder et al., 2013), diminuent la
production leucocytaire de ROS et conduisent a la libération de résolvines qui participent au
contr6le endogene de l'inflammation (Wanten et al., 2006). Enfin, les oméga-3 stabilisent le
complexe NF-xB/IxB supprimant ainsi I'activation des génes impliqués dans le processus
inflammatoire (Zhao Y et al., 2004).
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OBJECTIF DES ETUDES EXPERIMENTALES

1. Hypothése

Nous avons vu a travers ce travail bibliographique que la dysfonction endothéliale et le
remodelage vasculaire pulmonaire sont deux concepts majeurs au cceur de la recherche des
nouveaux médicaments dans ’HTAP. L’inflammation et le stress oxydant sont des acteurs
déterminants a Dorigine de I’altération fonctionnelle et structurelle du lit vasculaire
pulmonaire menant au développement de I’HTAP, mais qui ne sont actuellement pas
systématiquement ciblés dans les traitements proposés aux patients. Les réponses pro-
inflammatoires associées au stress oxydant activent la prolifération des CMLV pulmonaires et

induisent une dysfonction endothéliale pulmonaire.

L’EPA et le DHA présentent des effets protecteurs de la fonction endothéliale dans un modele
d’asthme in vitro et des effets anti-inflammatoires dans un modele d’HTAP a I’hypoxie
chronique. L’EPA et le DHA possédent un potentiel thérapeutique considérable dans les
maladies cardiovasculaires par une diminution de la pression artérielle et une amélioration de
la fonction endothéliale attribuées a leurs propriétés vasoprotectrices, anti-inflammatoires et

anti-oxydantes.

2. Objectif du projet

L’HTAP est marquée par une hyperréactivité des vaisseaux, une augmentation de la la
prolifération et migration cellulaire, un remodelage intense des artérioles pulmonaires et une

forte expression de marqueurs de 1’inflammation et du stress oxydant.

Mon travail de thése a pour premier objectif d’évaluer le potentiel de la formulation
EPA:DHA 6:1 a prevenir 1’¢lévation des pressions pulmonaires et les altérations
cardiovasculaires et pulmonaires dans un modele d’HTAP expérimentale induite par
I’injection de MCT chez le rat. Par conséquent, nous rechercherons a déterminer les
mécanismes sous-jacents en particulier liés a la vasoprotection par la production de monoxyde

d’azote (NO) et a I’inhibition des réponses inflammatoires et du stress oxydant.

Un deuxieme objectif de notre étude est évaluer I’impact des émulsions lipidiques de la
nutrition parentérale sur la fonction endothéliale dans un modéle de vaisseau sanguin isolé et

de déterminer si le rdle du stress oxydant et des prostanoides vasoconstricteurs.
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MATERIELS ET METHODES

Etude 1

1. HTAP induite par injection de monocrotaline chez le rat

Toutes les expérimentations ont été approuvées par un comité d’éthique local et
conduites avec des rats méles de souche Wistar d’un poids compris entre 100 a 120 g (Janvier,
Le Genest-Saint-Isle) maintenus dans des conditions d’¢élevage standard. Les animaux sont
élevés dans des conditions constantes de température et d’humidité avec des cycles de 12
heures de jour/12 heures de nuit ; ils recoivent de 1’eau et sont nourris ad libitum.

Les rats ont été randomisés et repartis en 4 groupes (n= 7-13 rats) (control, EPA:DHA 6:1,
MCT, MCT + EPA:DHA 6:1).

NaCl 0.9% injection

week: 1 ' 2 3 4

Corn oil (500 mg/kg/d) O control
2\
EPA:DHA 6:1 (500 mg/kg/d) @ EPA:DHA 6:1
J .
5
‘,
Male Wistar rats MCT injection
60 mg/kg,
S.C
1 v‘ 2 3 4
Corn oil (500 mg/kg/d) ® vcr
EPA:DHA 6:1 (500 mg/kg/d) @ mCT+
EPA:DHA 6:1
Treatment: s

Figure 22 : Protocole expérimental pour le traitement préventif de I’'HTAP induite par la MCT chez le
rat.

Page 76



Les rats sont traités pendant 4 semaines par gavage suivant leur groupe de randomisation soit
avec I’huile de mais soit avec le mélange EPA:DHA 6:1 a 500 mg/kg/j (équivalent a 5.6 g/j
chez ’lhomme de 70 kg). Aprés un prétraitement d’une semaine, une injection unique sous-
cutanée de 60 mg/kg de MCT ou de NaCl 0.9 % est réalisée chez les rats, suivie d’un post-
traitement de 3 semaines des rats per os avec les mélanges d’huiles. La MCT est diluée dans
une solution d’un volume équivalent d’HCI 1M et de NaOH 1 M pH 7,4. Les animaux sont
pesés toutes les semaines pour ajuster les traitements.

Au 21°™ jour suivant I’injection de MCT, 1’évaluation de 'HTAP a nécessité :

e L’étude des parametres hémodynamiques avec la mesure de la pression systolique du
VD (RVSP) et de la PAPmM ;

e La quantification de I’hypertrophie du VD par le calcul de I’indice cardiaque de Fulton :
rapport du poids du VD sur la somme de poids du ventricule gauche (VG) + septum
(S) [VDI/(VG + 9S)];

e L’étude immunohistochimique et d’immunofluorescence sur des coupes de poumons et
de cceur avec la quantification du remodelage des artérioles pulmonaires d’un diametre
inférieur a 50 um et des cardiomyocytes du VD, de I’inflammation et du stress oxydant
associes au remodelage cardio-pulmonaire ;

e L’¢tude de la réactivité vasculaire de I’artére pulmonaire principale et I’artére
mésentérique secondaire pour apprécier la fonction endothéliale vasculaire pulmonaire

et systémique.
1.1. Les parametres d’hémodynamiques
1.1.1. Echocardiographie transthoracique (ETT)

L'échocardiographie avec Doppler est l'examen non invasif de référence pour
diagnostiquer I’HTAP. Il permet de déterminer les modifications fonctionnelles et
morphologiques du cceur et de I’artére pulmonaire par la mesure des épaisseurs pariétales et
des diametres cavitaires. Il permet également d’estimer 1’estimation les pressions artérielles
pulmonaires, le débit cardiaque et les résistances vasculaires pulmonaires. Les données
morphologiques et fonctionnelles du VD et de I’artére pulmonaire sont d'une importance
primordiale pour évaluer ’'HTAP. Elles sont recueillies en échocardiographie (Sonos 5500,
Philips, USA) avec une sonde classique de 12 MHz. L’ETT eétait réalisée sous anesthésie des
rats avec le pentobarbital (50 mg/kg). Des boucles correspondant & 3 cycles cardiaques

consécutifs ont été enregistrées en télé-diastole et télé-systole. Nous avons enregistré en
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modes d’acquisition 2D, TM, Doppler pulsé, Doppler continu et Doppler couleur en incidence

- Coupe parasternale grand axe et petit axe ;

- Coupe apicale 2 et 4 cavités centrée sur le VD ;

- Mode Doppler pulsé au niveau de la chambre de chasse du VG sous-aortique ;

- Mode Doppler pulsé et couleur au niveau de la valve tricuspide permettant de quantifier
I’insuffisance tricuspidienne ;

- Mode Doppler continu permet 1’analyse du flux d’insuffisance tricuspidienne ;

Mode TM permet la mesure des épaisseurs de paroi cardiaque et de diameétres des
cavités ventriculaires sur un cycle de temps, comme les diameétres télésystoliques et
télédiastoliques permettant la mesure de la fraction de raccourcissement surfacique du VD ou

les diameétres de la veine cave inférieure ;
A partir de ces acquisitions, nous avons déterminé :

e Des parametres d’évaluation de la fonction ventriculaire droite :

- Les dimensions cavitaires du VD et du VG a partir d’une coupe parasternale petite-
axe ;

- La fraction de raccourcissement surfacique : Fractional area change du VD (FAC),
calculée a partir de la surface télé-diastolique et de la surface télé-systolique obtenues en
coupe 4 cavités : FAC (%) = [(Surface télé-diastolique du VD — Surface télé-systolique du
VD)/Surface télé-diastoligue du VD]. Il s’agit d’un indice de fonction systolique
reproductible qui est bien corrélé a la survie des patients dans ’'HTAP ;

- Le gradient de la vélocité maximale de la régurgitation tricuspidienne (TRV) a partir
du Doppler continue et couleur.

e Des paramétres d’évaluation du remodelage de I’artére pulmonaire :

- Le flux d’¢jection pulmonaire ;

- L’intégrale temps-vitesse (ITV, cm), le temps d’accélération de I’artére pulmonaire
(PAAP, ms), la pulsatilité¢ (%), et les RVP calculées suivant la formule: RVP =
Vmax/ITV sous-pulmonaire (unité wood).

e Un paramétre d’évaluation de la fonction ventriculaire gauche :
- Debit cardiaque indexé (en ml/min) a partir de I’ITV sous-aortique mesuré en Doppler

pulsé au niveau de la chambre de chasse en coupe apicale 5 cavités.
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La sévérité de ’HTAP est déterminée en utilisant le Doppler continue et couleur pour
estimer la pression artérielle pulmonaire systolique (PAPs) en mesurant la vélocité maximale
de I’insuffisance triscupidienne (VmaxIT) au niveau la valve tricuspide. La Vmax d’une IT
permet de calculer la différence de pression qui régne entre le VD et 1’0OD en systole par
I’équation simplifiée de Bernoulli : AP = 4 x VmaxIT2. Le Vmax est mesuré sur le tracé
spectral qui présente la valeur la plus élevée et ’enveloppe la mieux définie. La pression
systolique du ventricule droit (PVDs ou RVSP) est évaluée en ajoutant a ce gradient une
estimation de la pression auriculaire droite (POD). La POD est déterminée en évaluant le %
de cooptation de la veine cave inférieure (VCI) en inspiration (collapsibilité de la VVCI). En
I’absence de sténose pulmonaire, la PAPs =. PVDs = 4 (VmaxIT)? + POD. On considére qu’il
existe une hypertension pulmonaire lorsque la PAPs est supérieure a 35 mmHg au repos avec
des pressions de remplissage VG basses.

1.1.2. Cathetérisme cardiaque droit

La PAPm est mesurée par un cathétérisme cardiaque droit. Les rats sont anesthésiés par
une injection intrapéritonéale de pentobarbital (50 mg/kg). La PAPm a été mesurée grace a un
cathéter relié a un capteur de pression externe. Le cathéter est introduit dans la veine
jugulaire, puis remonté a travers 1’oreillette droite et le VD et placé dans I’artére pulmonaire
ou la mesure de la PAPm a été réalisée. Le cathéter a éte retiré et réinséré une deuxiéme fois
dans I’artére pulmonaire afin d’obtenir des mesures sur deux plages d’au moins une minute.
La PAPm a ensuite été moyennée sur ces deux plages de mesures. Les pressions artérielles

systémiques sont mesurées par cathétérisme de 1’artére fémorale.

1.2. Etude de I’hypertrophie du ventricule droit

L’hypertrophie du VD est un marqueur de severité de ’'HTAP induite par la MCT.
L hypertrophie du VD est déterminée par la majoration de /’indice de Fulton qui s’établit en
calculant le rapport du poids du VD sur la somme des poids du ventricule gauche (VG) et
septum (S) : [VD/(VG + S)] et du rapport VD sur le poids corporel de 1’animal [VDW/BW]

(en comparant aux animaux témoins).

1.3. Immunohistochimie

Les poumons sont insufflés avec une solution de formaldéhyde a 4 % via la trachée et
incubés avec cette méme solution pendant 48 h. Ils sont ensuite déshydratés dans des

solutions d’alcool et de toluéne successivement puis inclus en bloc de paraffine. Des coupes
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histologiques de 4 um d’épaisseur sont colorées a I’hématoxyline et a 1’éosine (H&E). Les
noyaux apparaissent en noir, tandis que le cytoplasme, les muscles, les fibres de collagénes et
les érythrocytes sont colorés en rose.

Les marquages immunohistochimiques avec I’anti-a-actine (1/20000), anti-CD68
(1/1000) et anti-CD3 (1/500) sont effectués sur des coupes paraffinées de 4 um. Les lames
sont d’abord déparaffinées puis réhydratées. Le démasquage d’antigénes se fait dans une
microonde 2 x 5 min dans un tampon citrate. L’activité de la peroxydase endogene est
bloquée par de ’cau oxygénée a 3 % (peroxyde d’hydrogéne). Les coupes sont incubées en
présence de 1’anticorps primaire dilu¢ dans du sérum bloquant (sérum du cheval 2 % dans du
PBS-triton) pendant la nuit a température ambiante ; puis en présence d’anticorps secondaire
biotinylé pendant deux heures. Le complexe streptavidine biotine peroxydase est incubé
pendant 30 min, le chromogene utilisé est le VIP (Vector Laboratories). Les coupes sont

contre-colorées au vert de méthyle, séchées et montées en Eukitt.

1.4. Marquages immunofluorescence

Des sections transversales de 7 a 14 um d’épaisseur sont obtenues a 1’aide d’un cryostat
a — 20°C puis récoltées sur des lames silanisées. Les lames sont ensuite placées a température
ambiante dans une chambre humide et fixées avec du paraformaldéhyde a 4 % pendant 30
min, puis lavées avec du PBS (phosphate buffered saline). Les coupes sont incubées en
présence de I’anticorps primaire pendant la nuit a 4 °C apres saturation au BSA a 5 % (Bovine
serum albumin). Apres lavages, un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome est utilisé
pour reconnaitre la protéine cible. Les sections sont montées avec du DAKO et examinées
avec un microscope confocal (Leica TCS SP2 UV DM IRBE ; Leica microsystems, Wetzlar,

Germany).

1.5. Mesures de la formation d’espéces réactives de I’oxygene (ROS)

Des sections transversales de 25 um d’épaisseur sont récoltés sur les lames silanisées a
I’aide de cryostat a -20 °C & partir des poumons congelés. Les lames sont ensuite placées a
température ambiante dans une chambre humide. La sonde fluorescente dihydroéthidium
(DHE) a 2.5 mM est appliquée durant 30 min. Afin de caracteriser les sources potentielles des
ROS, nous avons utilisé différents inhibiteurs enzymatiques 30 minutes avant et durant

I’application de la DHE.
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1.6. Résonance paramagnétique des électrons (RPE)
1.6.1. Principe

La RPE est une méthode de spectroscopie sous champ magnétique permettant d’obtenir
des informations concernant la nature des espéces magnétiques d’un échantillon, ainsi que des
informations sur leurs concentrations. Son principe est analogue a celui de la résonance
magnétique nucléaire (RMN), a la différence prés qu’en RPE, ce sont les électrons qui sont
excités plutdt que les noyaux atomiques. Grace a sa specificité et sa grande sensibilité, elle
permet une détection directe des espéces magnetiques (radicaux libres, sels et complexes de
métaux de transition etc.) caractérisées par la présence d’un électron non apparié sur la couche

de valence.

1.6.2. Utilisation de sonde (« SPIN PROBE »)

Récemment, des sondes de la famille des hydroxylamines ont été développées, dont le
1-hydroxy-3-méthoxycarbonyl-2,2,5,5-tétraméthylpyrrolidine ou CMH (Figure 23). Les
hydroxylamines présentent 1’avantage de réagir beaucoup plus rapidement avec I’anion
superoxyde que les spin trap de la famille des nitrons (Dikalov et al., 2007). De plus, cette
sonde a la propriété d’étre liposoluble, elle permet donc de mesurer 1’anion superoxyde extra
et intracellulaire. Le radical nitroxyde produit (CM) est par ailleurs trés stable et présente

I’avantage de produire un signal en spectroscopie RPE (Figure 23).

CMH CO.CH, cMm CO.CH,
e 1.210° Mg
-+ 02 S + H202
) )
OH (o)
Pas de signal en RPE Radical nitroxyde:

Produit un signal en RPE

Figure 23 : Réaction spontanée entre la sonde CMH et 1’anion superoxyde aboutissant a la production
de radical nitroxyde (CM)

1.6.3. Mesure de I’anion superoxyde

L’oxydation du CMH par I’anion superoxyde étant le marqueur de la quantité d’anion
superoxyde en présence, le CMH ne doit pas étre oxydé par d’autres voies. Les expériences se

déroulent donc en présence de deux antioxydants : la déféroxamine et le DETC. La
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déféroxamine étant un chélateur de fer, elle va empécher I’auto oxydation du CMH catalysée
par les traces de métaux de transition présents dans la préparation. Quant au DETC, il s’agit
d’un chélateur de cuivre, il va donc également empécher 1’auto oxydation du CMH mais va
aussi inhiber la dégradation de 1’02 par la Cu/Zn-SOD présente dans les tissus. Les 3
substances composant le mélange doivent étre préparées dans la glace et les poudres doivent
impérativement étre dissoutes dans du Krebs-Hepes bullé a 1’azote, gaz inerte qui va éliminer
toute trace d’oxygene dans le Krebs-Hepes. Ces précautions doivent étre prises pour éviter
toute auto-oxydation du CMH. Les segments de poumons sont incubés dans le mélange
contenant le CMH (500 uM, Noxygen), la déféroxamine (25 uM, Sigma) et le DETC (5 uM,
Sigma) pendant 45 minutes & 37°C dans I’incubateur & 5 % de CO.. A la fin de I’expérience,
les segments de poumons sont congelés a 1’azote liquide puis stockés a - 80°C jusqu’a la

lecture au spectrometre.

1.6.4. Mesure du NO

Le fer et le DETC composant le piégeur de spin sont pesés et dissous séparément dans
d’H20 (fer) et le DS (DETC) bullé a I’azote placé dans la glace. Les deux composants sont
mélangés précautionneusement et de facon extemporanée afin de former le colloide
Fe(DETC)2. Les segments de poumons sont placés dans 750 pl de DS (auparavant filtré et
bullé a I’azote), puis, 250 pl de piégeur de spin y sont ajoutés pendant 45 minutes a 37 °C
dans I’incubateur & 5 % de CO2. A la fin de I’expérience, les segments de poumons sont

congelés dans I’azote liquide puis stockées a -80°C jusqu’a la lecture au spectrometre.

1.7. Etude de la fonction endothéliale : la réactivité vasculaire en chambre a organes
isolés

Les études de la réactivité vasculaire sont réalisées sur des anneaux d’artére pulmonaire
principale et d’arteres mésentériques secondaires de rat pour la premicre étude, et sur des
anneaux d’artére coronaire de porc sur la deuxieme étude. Les anneaux sont montés entre
deux mini-crochets eux-mémes montés sur deux crochets, le premier étant fixe et le second
relié a un capteur de tension lui-méme relié a un amplificateur et a un ordinateur permettant la
visualisation et I’enregistrement des variations de tension isométrique. Le tout est placé dans
des cuves a organes isolés contenant 10 ml de solution de Krebs bicarbonate a 37 °C et
oxygénée par un melange de 95 % O, et 5 % de CO: (Figure 24). Les annecaux d’artére
pulmonaire sont équilibrés au début de I’expérience contre une tension initiale de 1 g, et de 5

g pour les anneaux de coronaire de porc. Les anneaux sont contractés avec du chlorure de
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potassium (KCI, 80 mM), permettant par une dépolarisation maximale de tester la réactivité
du muscle lisse vasculaire. Aprés obtention de I’effet maximal, des lavages successifs sont
effectués. Afin de vérifier la fonctionnalité de 1’endothélium, les anneaux sont contractés a la
phényléphrine (PE 10® M) ou avec le U46619 (un analogue du TXA:) et au plateau de
contraction, I’acétylcholine (ACh 10 M) ou la bradykinine (BK 3 10" M) est ensuite ajoutée.

Lorsque I’endothélium est présent et surtout fonctionnel, alors I’ACh ou la BK va induire une

relaxation des anneaux.

Force o Recorder
transducer | - ‘
1 stimulator
Electrodes

Organ
chamber

: 1 N
| PE10SM .76
U46619 . Acetylcholine,-log M

Figure 24 : Représentation et fonctionnement des chambres & organes isolés (Luscher and Vanhoultte,
CRC Press, 1990)

En revanche, lorsque pour les besoins expérimentaux, on enléve mécaniquement
I’endothélium ou dans les cas pathologiques associées a une dysfonction endothéliale, cette
relaxation sera partiellement ou totalement inhibée. Aprés des lavages et une période
d’équilibration de 30 minutes, Différents modulateurs pharmacologiques sont ajoutés au

Krebs afin d’étudier I’implication des différentes composantes de la relaxation.
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- L’indométacine (10 uM), un inhibiteur des cyclooxygénases, afin d’exclure la
production de prostanoides vasoactifs, notamment la PGl> : révélant la composante (NO +
EDH (hyperpolarisation dépendante de 1’endothélium) ;

- Une combinaison indométacine + N® -nitro-L-arginine (L-NA, 300 uM), un inhibiteur
de la NO synthase, révélant la composante EDH de la relaxation ;

- La combinaison indométacine + charybdotoxine (CTX, 0.1 uM) + apamine (APA, 0.1
MM), deux inhibiteurs des canaux potassiques calcium-dépendant de moyenne et de faible
conductance (IKca, SKca, respectivement) révélant la composante NO de la relaxation ;

- Une condition contrdle ne contenant aucun inhibiteur.

Pour caractériser 1’origine redox-sensible de la dysfonction endothéliale induite par
les émulsions lipidiques, différents antioxydants sont utilisés avec un temps de pré-incubation
de 30 minutes avant de contracter avec le U46619 :

- Le superoxyde dismutase (SOD, 500 Ul) dismutant 1’anion superoxyde ;

- Le MnTMPyP (manganese(lll) tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porphyrin pentachlorure,
100 uM) un analogue perméant membranaire du SOD permettant de mettre en évidence la
présence d’anions superoxydes ;

- La Catalase (CAT, 500 Ul) catalysant la dismutase de peroxyde d’hydrogéne ;

- Le PEG-catalase (500 Ul), un analogue perméant membranaire de la
catalase, permettant de mettre en évidence la présence du peroxyde d’hydrogéne.

- La N-acétylecystéine (NAC, 100 puM) un antioxydant non spécifique.

Apres 30 minutes, les anneaux sont contractés avec la PE ou au U46619 avant de d’appliquer
une gamme croissante et cumulative d’ACh (1071° M - 10°° M) ou bradykinine pour les artéres
coronaires de porc (BK 102 M - 10% M) afin de déterminer la capacité de relaxation des
artéres saines et pathologiques. Ensuite, une gamme de nitroprussiate de sodium (donneur
exogeéne de NO, SNP 1071 M - 10° M) a été réalisé sur des anneaux dépourvu d’endothélium

de maniere mécanique, afin de pouvoir tester I’intégrité du muscle lisse vasculaire.

1.7. Analyses Statistiques

Les résultats sont représentés en valeur moyenne +/- 1’écart standard a la moyenne
(SEM). La différence entre les moyennes est déterminée par une analyse de variance
(ANOVA), suivi d’une comparaison post hoc en utilisant la méthode Bonferroni (version 5.04
for Windows, GraphPad software, Inc., San Diego, CA, USA). Une valeur de P < 0.05 est

considérée comme statistiquement significative.
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PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES

Article 1

La formulation EPA:DHA 6:1 prévient la dysfonction endothéliale, et le remodelage
vasculaire et ventriculaire droit dans 1’hypertension artérielle pulmonaire chez le rat.

The omega-3 EPA:DHA 6:1 superior formulation prevents the monocrotaline-induced
pulmonary hypertension, endothelial dysfunction and vascular remodeling, and right
ventricular failure in rats

Amissi Said, Zahid Rasul Niazi, Mélanie Burban, Romain Kessler, Mathieu Canuet, Florence
Toti, Laurent Monassier, Nelly Boehm, Cyril Auger, Ferhat Meziani and Valérie B. Schini-
Kerth

L’HTAP est une maladie rare, définie par une PAPm supérieure a 25 mmHg au repos. Elle est
caractérisée par un remodelage des artérioles pulmonaires exacerbées par des infiltrats
inflammatoires et le stress oxydant, aboutissant a une augmentation des résistances
vasculaires pulmonaires et a I’insuffisance ventriculaire droite. Les nouveaux traitements
pharmacologiques ciblent la dysfonction endothéliale, caractérisée par une biodisponibilité
réduite de la prostacycline et du monoxyde d’azote et & une surproduction de 1’endothéline-1.
Malgré les avancées récentes dans la prise en charge des patients atteints d’HTAP, la survie
des patients n’a pas été réellement améliorée. Les traitements actuels ne permettent pas de
guérir cette maladie grave. 1l y a donc un fort besoin de nouvelles approches thérapeutiques
sur la prise en charge des patients HTAP. C’est ainsi que nous nous sommes intéressés aux
oméga-3 connus dans la littérature pour leurs effets bénéfiques potentiels sur la santé et en
particulier la réduction de la mortalité liée aux maladies cardiovasculaires, afin d’évaluer leurs

potentiels a prévenir ’HTAP.

Nous avons émis I’hypothése que le stress oxydant associé a I’inflammation jouerait un réle
déterminant dans la sévérité de la vasoconstriction et le remodelage anormale observée dans
I’HTAP. L’injection de MCT induit chez des rats des Iésions vasculaires pulmonaires, de la
fibrose suivie d’un cedéme pulmonaire de perméabilité et un remodelage des petites arteres

pulmonaires associées la prolifération et a I’inflammation vasculaire pulmonaire aboutissant a
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une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires et une insuffisance ventriculaire

droite.

L’évaluation de ’'HTAP induite par I’injection de MCT a nécessité la réalisation de :

L’échocardiographiec et le cathétérisme cardiaque pour déterminer les parameétres
hémodynamiques (PAPm, RSVP, débit cardiaque), le remodelage artériel pulmonaire et
du VD;

La determination de I’hypertrophie du VD par la majoration de I’indice de
Fulton correspondant au rapport du poids du VD sur la somme du poids VG + septum ;
Les analyses histologiques pour quantifier le remodelage des artérioles pulmonaires et
des cardiomyocytes du VD ;

Les quantifications d’immunohistochimie et d’immunofluorescence pour évaluer 1’effet
du traitement sur les infiltrations de macrophages et de lymphocytes,

L’évaluation du stress oxydatif au niveau des sections des poumons en utilisant la sonde
fluorescente dihydroéthidium (DHE) et la caractérisation du stress oxydant par le niveau
d’expression de NADPH oxydase, des cyclooxygénases, et de la eNOS, les récepteurs
ETa et ETg de ’ET-1, et AT1R de I’angiotensine II ;

La réactivité vasculaire de I’artére pulmonaire en réponse a I’acétylcholine et a la

phényléphrine.

Les principaux résultats montrent que le traitement per os pendant 4 semaines des rats MCT
avec ’EPA:DHA 6:1 prévient :

L’¢lévation de la PAPm, la pression systolique du VD et la diminution du débit
cardiaque ;

La dilatation et I’hypertrophie du VD ainsi que les infiltrats de macrophages au niveau
du VD

L’augmentation des RVP, le remodelage artériolaire pulmonaire en empéchant
complétement 1’épaississement de la paroi des artérioles et les infiltrats de
macrophages et de lymphocytes ;

La production accrue des ROS et I’expression des sous-unités de la NADPH oxydase
(p22PM°% p47Phox) " des cyclooxygénases et de la eNOS découplée ;

La dysfonction endothéliale en améliorant la relaxation dépendante de 1’endothélium

en réponse a I’acétylcholine au niveau de I’artére pulmonaire principale.
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The omega-3 EPA:DHA 6:1 formulation prevents the monocrotaline-induced

pulmonary hypertension, endothelial dysfunction and vascular remodeling in rats

Amissi Said®, Zahid Rasul Niazi!, Mélanie Burban®, Romain Kessler?, Mathieu Canuet?,
Florence Toti!, Laurent Monassier*, Nelly Boehm?®, Cristina Antal®, Cyril Auger!, Ferhat

Meziani? and Valérie B. Schini-Kerth?

IUMR CNRS 7213, Laboratoire de Biophotonique et Pharmacologie, Faculté de Pharmacie, Université de
Strasbourg ; EA 7293, Stress Vasculaire et Tissulaire en Transplantation 3Pneumologie-addictologie Clinique,
5101 Nouvel Hopital Civil, Hopitaux Universitaires de Strasbourg ; “EA 7296, Laboratoire de Neurologie et
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ABSTRACT

Background: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized elevated pulmonary
arterial resistance leading to right heart failure. Pulmonary arterial proliferation and
remodeling, endothelial dysfunction, inflammation and oxidative stress promote the
development of pulmonary hypertension. Omega-3 polyunsaturated fatty acids such as
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acids (DHA) have been shown to protect
the cardiovascular system and reduce inflammation and oxidative stress. The possibility that
EPA:DHA 6:1 a superior omega-3 formulation prevents pulmonary arterial and right

ventricular remodeling and dysfunction was evaluated an experimental model PAH.

Methods: Male Wistar rats received 500 mg/kg/day of either EPA:DHA 6:1 or corn oil by
daily gavage. After one week, PAH was induced by a single subcutaneous injection of
monocrotaline (MCT, 60 mg/kg). After three weeks, cardiac function and morphology were
assessed by echocardiography, vascular morphometry by histology, lymphocyte/macrophage
infiltration by immunofluorescence, oxidative stress using dihydroethidium and EPR were
determined in the pulmonary small artery wall, and pulmonary artery reactivity using organ

chambers.

Results: MCT treatment was associated in the pulmonary artery with a significant increased
mean pulmonary arterial pressure (mPAP), vascular resistance, and blunted endothelium-
dependent relaxations to acetylcholine, in pulmonary arterioles with increased wall thickness
and oxidative stress, and in the heart with increased RV systolic pressure (RVSP), RV
hypertrophy and a reduced cardiac output (CO). Compared to the MCT group, the EPA:DHA
6:1 treatment prevented the MCT-induced changes in the morphology and pressure in the
pulmonary artery and the RV, and also prevented the decreased CO. EPA:DHA 6:1 treatment
also reduced the MCT-induced pulmonary artery endothelial dysfunction, and the level of
oxidative stress in pulmonary arterioles. The MCT-induced vascular oxidative stress was
significantly reduced by N-acetylcysteine, VAS-2870, N®-nitro-L-arginine and indomethacin.
The protective effect of EPA:DHA 6:1 was associated with the prevention of the MCT-
induced upregulation of eNOS, angiotensin type 1 receptors, endothelin A and B receptors,
COX-1 and COX-2, and the NADPH oxidase subunits (p22phox and p47phox) in pulmonary

arterioles, and a reduced pulmonary infiltration of macrophages and lymphocytes.

Conclusion: The present findings indicate that the EPA:DHA 6:1 formulation has a vascular

effect in PAH by preventing RV failure, pulmonary arterioles remodeling and dysfunction,
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and inflammation in lungs, most likely by preventing the NADPH oxidase-, COX- and
uncoupled eNOS-mediated vascular oxidative stress.

KEY WORDS: Omega-3 . pulmonary vascular remodeling . right ventricular hypertrophy .

inflammation . oxidative stress
Introduction

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is defined by a mean pulmonary arterial pressure
(mPAP) > 25 mmHg at rest (1). It is a chronic and progressive lung disease characterized by
pronounced small pulmonary artery remodeling leading to chronic elevation of pulmonary
vascular resistance and subsequence right ventricular failure (1-3). It is also characterized by
an endothelial dysfunction involving decreased NO and thrombosis (4). Moreover, oxidative
stress and inflammatory responses have been shown to play a critical role in both human and
experimental PAH (5-7). Indeed, pro-inflammatory cytokines including interleukin (IL)-1p
and IL-6 and intense lung perivascular infiltrates of macrophages and lymphocytes are
observed in human idiopathic PAH (8, 9) and monocrotaline (MCT)-induced PAH (5, 10).
High levels of oxidative stress are observed in pulmonary vascular lesions of patients with
severe PAH as a consequence of tissue hypoxia (11), ischemia (12) and possible also

involving of inflammatory response (13, 14).

Several studies have reported that long chain polyunsaturated omega-3 fatty acids including
eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) and docosahexaenoic acids (DHA, 22:6n-3) have a
beneficial effect on the cardiovascular system (15-17). Their potential protective effects
include the antioxidant, anti-inflammatory, anti-proliferative and the endothelial formation of
NO, a vasoprotective factor (18-22). Indeed EPA:DHA 6:1 a superior oméga-3 formulation
caused pronounced endothelium-dependent relaxations of porcine coronary artery rings, and
increased the endothelial formation of NO subsequent to the redox-sensitive activation of the
PI13-kinase/Akt pathway leading to the phosphorylation of eNOS at Ser 1177 (15, 22).

Therefore, the aim of the present study was to determine the ability of EPA:DHA 6:1 to
prevent the development of PAH using MCT-induced PAH in rats. To test this hypothesis, we
investigated the chronic efficacy of oral EPA:DHA 6:1 treatment in MCT-treated rats, and, if
so to characterized the underling mechanism. The MCT-induced PAH is a well-established
experimental model of PAH causing similar morphologic damage as that observed in humans
with idiopathic PAH (23, 24). The MCT-induced PAH is associated with endothelial cell
injury followed by an inflammatory response and vascular oxidative stress (25, 26).
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Materials and methods
Animals

Experiments were conducted according to the European Union regulations (Directive 86/609
EEC) for animal experiments, and complied with our institution's guidelines for animal care
and handling. This study was approved by the Strasbourg Regional Committee of Ethics in
Animal Experimentation and with the French law for the protection of animals.

The monocrotaline (MCT) model of pulmonary arterial hypertension

Adult male Wistar rats (150 to 200 g) were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, France) and maintained in a temperature-controlled room with a 12:12 light-dark cycle.
Rats were randomly divided into 4 groups: control (n = 7), EPA:DHA 6:1 (n = 7), MCT (n =
13) and MCT + EPA:DHA 6:1 (n = 13). Rats received daily by oral intake gavage 500
mg/kg/d of either EPA:DHA 6:1 (Pivotal Therapeutics, Inc Wood-bridge, ON, Canada) or
corn oil as control. One week after the beginning of gavage, rats received a single
subcutaneous injection of either an isotonic saline solution (control groups) or MCT (60
mg.kg?). The pyrrolizidine toxic alkaloid MCT (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) was dissolved in 1 N HCI and neutralized to pH 7.4 with 1 N NaOH. Thereafter, the
oral intake of either corn-oil or EPA:DHA 6:1 was continued for 3 weeks. Body weight was

measured weekly to adjust the dose accordingly.
Echocardiographic and hemodynamic studies

Three weeks after MCT-injection, transthoracic two-dimensional, M-mode, and Doppler
pulse wave images were obtained in rats anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg
ip) to evaluate the progression of PAH. Both long- and short-axis views at the papillary
muscle level and apical-4 chamber views were done with a Sonos 5500 (Philips, USA)

equipped with 12-MHz sectorial transducer.
M-mode measurements

Pulmonary artery diameter is obtained in the parasternal long-axis. The left ventricular (LV)
and right ventricular (RV) end-diastolic and end-systolic diameters were measured in the
parasternal short axis view. The fractional area change (FAC) for the RV was measured at the
apical 4-chamber view and calculated as [(end-diastolic - end-systolic area)/end-diastolic
area] (27). Cardiac output and stroke volume were obtained from the B-mode long axis

according to Simpson’s method (28).
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Doppler imaging

Pulse-wave Doppler of pulmonary outflow was recorded in the parasternal long-axis view at
pulmonary valve leaflets. In addition, to characterize the pulmonary outflow Doppler
envelope, the pulmonary artery acceleration time (PAAT) and the velocity time integral (VTI)
were measured. The VTI was obtained by tracing the outer edge of the pulmonary outflow
Doppler profile. PAAT was measured from the time of onset of systolic flow to peak
pulmonary outflow velocity. The tricuspid valve was used to determine the tricuspid
regurgitation velocity (TR) with color flow and pulsed-wave Doppler in the apical 4-chamber
view so that the tricuspid and mitral valves could be clearly visualized. If TR was observed,
the transducer was aligned to achieve the maximal peak velocity. The RV systolic pressure
was calculated using the peak TR velocity (Vmax) in the modified Bernoulli (RVSP = 4 x
Vmax?) (29, 30). The pulmonary vascular resistance was calculated as [PVR = Vmax
(m/s)/IVTI (cm)] of flow wave of pulmonary artery. Right atrial area from the 4-chamber
apical view and the inferior vena cava diameter and collapsibility were measured. All

measurements and calculated indexes are presented as the average of three cardiac cycles.

Hemodynamic measurements and tissue preparation

Following echocardiography, the mean pulmonary arterial pressure (mPAP) was monitored
with a heparinized saline catheter inserted into the RV through the jugular vein and placed in
the lumen of the pulmonary artery. The systemic arterial blood pressure was monitored with a
pressure catheter inserted into the femoral artery, and steady-state hemodynamic was recorded
using a blood pressure transducer (EMKA Technologie, Paris, France). Subsequent to
hemodynamic measurements, rats were euthanized and the hearts and lungs were isolated, the
left lungs lobe and some group of hearts were in fixated in 4% paraformaldehyde for 48 h for
morphology study. The RV and right lungs were embedded in Tissue-Tek® O.C.T. and snap-

frozen on liquid nitrogen and quantitative as immunofluorescence and Western blot analysis.
Assessment of right ventricular hypertrophy and remodeling

Subsequent to hemodynamic measurements, rats were euthanized and the hearts were isolated
to separate the right ventricle (RV) wall from the left ventricle wall and the septum (LV +S)
and then weighed. The RV hypertrophy was assessed by the weight ratio of RV to LV plus
the septum [RV/LV + S] as a Fulton’s index (Mam et al. 2010). Cardiomyocytes cross-

sectional area and interstitial collagen content were determined in the RV and LV to
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determine cardiac ventricle tissue remodeling. Four um sections of heart were stained with
hematoxylin and eosin (H-E) or Gomori’s trichrome to assess fibrosis. 50 cardiomyocytes in

each ventricle per rat were determined on transversely cut myocardial.

Assessment of pulmonary arteriolar wall thickness

The left lung lobe from each rat was isolated, harvested and perfused via the trachea with a
4% paraformaldehyde solution, and then immersed in the fixative solution for 48 h. Following
dehydration, lungs were embedded in paraffin blocks and cut into 4 um thick sections. Lungs
sections were stained with H-E for morphology analysis (Olympus camera and microscope).
The images of terminal arterioles were captured with magnification 20X and measured using
Image] Software. Pulmonary vascular remodeling was evaluated by determining the
percentage wall thickness (%WT) in H-E stained sections and wall areas were measured in
smooth muscle a-actin-stained sections (% WA). A minimum of 16 arterioles of comparable
size (< 50 pum) per lung sections were examined for each group. The percent WT of
pulmonary arterioles was calculated as follows: % WT = [(2 x medial thickness/external
diameter) x 100] and the percent wall area, %WA = [(vessel wall area /vessel lumen ratio) x
100].

Immunohistochemistry

The antibodies against smooth muscle a-actin (mouse monoclonal, 1:20000; Santa Cruz) to
assess the degree of muscularization of small peripheral pulmonary arterioles, CD68 (mouse
monoclonal [ED1], 1:1000; Abcam) for macrophages and CD3 (rabbit monoclonal [SP7],
1:100; Abcam) for lymphocytes staining were used for this study. Microwave antigen
retrieval (10 mM citrate buffer, pH 6.0) of 4 um paraffin sections was followed by incubation
in blocking buffer. Endogeneous peroxidases were blocked (3% H202> for 10 min) before
incubation with a primary antibody overnight at 4°C. Thereafter, sections were incubated with
a secondary biotinylated antibody for 2h, and then streptavidin-biotin-peroxidase complex
linked to HRP (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, AbCys, Paris, France) for 30
min. VIP peroxidase substrate kit (Vector Laboratories) was used as chromogen. Sections
were counterstained with methyl green, air-dried and cover slipped with Eukitt (Labonord,
Templemars, France). Ten photographs were taken from each lung sample, and the fraction
area occupied by the macrophages and the number of lymphocytes was evaluated from each

photograph using the ImageJ software (National Institutes of Health, http://rsweb.nih.gov/ij/).
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Immunofluorescence studies

Right lung lobes were embedded in Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek,
Villeneuve d’Ascq, France), frozen in liquid nitrogen bath and cryosectioned at 14 um. Lung
sections were first fixed with 4% paraformaldehyde, washed and treated with 5% bovine
serum albumin in PBS containing 0.1% Triton X-100 for 1 h at room temperature to block
non-specific binding. Lung sections were then incubated overnight at 4°C with an antibody
directed against either eNOS (mousse monoclonal, 1/1000, Santa Cruz), angiotensin 1l type 1
receptor (rabbit polyclonal AT-1, 1/500; Santa Cruz), endothelin-1 type A and B receptors
(rabbit polyclonal ETa, ETg, 1/1000; Abcam), cyclooxygenase (rabbit monoclonal COX-1
and COX-2, 1/1000, Abcam) or the NADPH oxidase subunits (p22°" and p47P"*, 1/500,
Santa Cruz). Sections were then washed with PBS, incubated with the secondary antibody
(1/400, immunoglobulin G coupled to Alexa 488- or 633) for 2h at room temperature in the
dark before being washed with PBS and mounted in Dako fluorescence mounting medium
(Dako France SAS, Les Ulis, France) and cover-slipped. All samples for immunofluorescence
studies were observed using a confocal laser-scanning microscope (Leica SP2 UV DM IRBE;
Leica, Heidelberg, Germany) with a 20X magnification lens. Quantification of fluorescence

levels was performed using the ImageJ software.

Determination of vascular oxidative stress

The redox-sensitive fluorescent dye dihydroethidium (DHE, 2.5 uM) was applied onto 25 um
unfixed lung cryosections for 30 min at 37°C in a light protected humidified chamber to
determine the in situ formation of ROS. To characterize the source of ROS, sections were
incubated with either N-acetylcysteine (NAC, antioxidant 1 mM,), VAS-2870 (VAS, NADPH
oxidase inhibitor, 10 uM), N-nitro-L-arginine (L-NA, NO synthase inhibitor, 300 uM),
indomethacin (Indo, cyclooxygenase inhibitor, 10 pM), or MRK (inhibitors of the
mitochondrial respiration chain ( myxothiazol, 0.5 UM + rotenone, 1 uM + potassium cyanide
(KCN), 1 pM) for 30 min at 37°C before DHE staining. Sections were then washed three
times, mounted in DAKO and cover-slipped. The level of fluorescence in each section was
examined under a confocal laser-scanning microscope (Leica SP2 UV DM IRBE; Leica,
Heidelberg, Germany) with a 20X magnification lens. Quantification of fluorescence levels

was performed using the ImageJ software.
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Evaluation of Oz and NO levels

The levels of NO and Oz" in lungs was determined by electron paramagnetic resonance (EPR)

in frozen tissues at liquid nitrogen temperature.
Nitric oxide (NO) determination

Lung samples were incubated for 30 min in Krebs-Hepes buffer containing bovine serum
albumin (20.5 g/L), CaCl> (3 mM), and L-arginine (0.8 mM). NaDETC (3.6 mg) (DETC:
diethyldithiocarbamate) and FeSOs, 7H20 (2.55 mg) were separately dissolved under nitrogen
gas bubbling in 10-mL volumes of ice-cold Krebs-Hepes buffer. These compounds were
rapidly mixed to obtain a pale yellow-brown opalescent colloid Fe(DETC), solution (0.4
mM), which was used immediately. The colloid Fe(DETC). solution was added to the
incubation solution of lungs for 45 min at 37°C. The level of NO was determined using a
table-top x-band spectrometer Miniscope (Magnettech, MS200, Berlin, Germany). The
quantification of the signal is based on the mean of the height (amplitude) of the three signals.

Values are expressed in signal amplitude (amplitude, arbitrary units).
Superoxide anion (O2)

Lung samples were allowed to equilibrate in deferoxamine-chelated Krebs-Hepes solution
containing 1 hydroxy-3 methoxycarbonyl 2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin (CMH, Noxygen,
Germany, 500 uM), deferoxamine (25 uM), and DETC (5 uM) under constant temperature
(37°C) for 1 h. The reaction was stopped by freezing the samples in liquid nitrogen before
EPR spectroscopy analysis. Values were expressed as arbitrary units per milligram weight of
dried tissue (A/Wd).
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Vascular reactivity studies

Vascular reactivity studies are performed in main pulmonary artery and secondary mesenteric
artery rings. Briefly, the arteries were excised, carefully cleaned of connective tissue in Krebs
bicarbonate solution and cut into rings (3 mm length). Rings were suspended in organ
chambers containing oxygenated (95% O2; 5% CO2) Krebs bicarbonate solution (mM: NaCl
119, KCI 4.7, KH2PO4 1.18, MgSO4 1.18, CaCl2 1.25, NaHCO3 25, and D-glucose 11, pH 7.4
at37°C) for the determination of changes in isometric tension. After an equilibration period,
rings were subjected to functional test before construction of either a concentration-
contraction curve to phenylephrine, or a concentration-relaxation curve to acetylcholine on
rings precontracted with phenylephrine (10 puM). The concentration-response curves were
constructed both in absence or presence of an eNOS inhibitor (L-NA, 300 puM) to assess the

role of the basal endothelial NO formation.

Statistical analysis

All values are expressed as the mean £ SEM of n different rats. Statistical analysis was
performed using either a one-way or a two-way analysis of variance test (ANOVA), followed
by Bonferroni’s post-hoc test as appropriate using GraphPad Prism software (version 5.04 for
Windows, GraphPad software, Inc., San Diego, CA, USA). A P value < 0.05 was considered

to be statistically significant.
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RESULTS

EPA:DHA 6:1 prevents the MCT-induced increase in mPAP and RVSP

Three weeks after MCT injection, hemodynamic parameters were monitored by
echocardiography and right ventricular catheterization. MCT-treated rats consistently
developed pulmonary hypertension associated with a significant increase in mPAP from 16 +
0.3 to 35.2 = 0.7 mmHg and RVSP from 17.4 £ 0.5 to 40.5 = 1.9 mmHg (Fig. 1A, B). In
addition, CO was significantly decreased in the MCT group compared with the control group
(124 = 7.4 to 67.7 £ 3.7 ml/min) (Figure 1C). Oral intake of EPA:DHA 6:1 significantly
reduced mPAP to 29.6 £ 0.8 mmHg and RVSP to 31.9 £ 0.8 mmHg and also improved CO to
90.2 £ 4.4 mL/min (Fig. 1A, C).

The heart rate was slightly but significantly lowered from 392.7 = 8.1 bpm to 333.2 £ 4.9
bpm by the MCT treatment and the mean systemic arterial pressure is not significantly

different in the four groups (Fig. 1D, E).

EPA:DHA 6:1 prevents the MCT-induced RV remodeling and hypertrophy

RV morphology and function were evaluated by echocardiography. The MCT group
presented a significant dilatation of the RV indicated by the increased RV area, end-diastolic
and systolic diameters compared to the control group. The dilatation of the RV was associated
with a decreased of the RV fractional area chance (RVFAC %) (control vs MCT: 42.4 + 1.6
vs 27.6 = 3.1). Oral intake of EPA:DHA 6:1 prevented RV remodeling by improving RV
morphology and function (Fig. 2A-D).

Right ventricular hypertrophy was assessed by the weight ratio of RV/(LV+S). The MCT
group developed severe RV hypertrophy manifested by an RV/(LV+S) ratio of 0.54 £ 0.03
compared with 0.22 + 0.01 in the control group (Fig. 2E). Similarly, the ratio of RV weight to
body weight was significantly higher in the MCT-treated group compared to the control
group. The marked MCT-induced RV hypertrophy was reduced significantly to 0.33 + 0.01
by the EPA:DHA 6:1 treatment indicating that chronic oral intake of EPA:DHA 6:1 was able
to prevent PAH-induced RV hypertrophy.
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EPA:DHA 6:1 prevents the MCT-induced RV cardiomyocytes hypertrophy and

macrophages infiltration

In the RV, representative H-E staining showed that the MCT treatment induced a significant
cardiomyocytes hypertrophy as compared to the control group (Figure 3A). The RV
cardiomyocytes hypertrophy was associated with enhanced perivascular infiltration of
macrophages detected by anti-CD68 staining (Figure 3B). The EPA:DHA 6:1 treatment
prevented the MCT-induced RV cardiomyocytes hypertrophy by restored RV area and
reduced infiltration of macrophages (Fig. 3A, B). In contrast, in the left ventricle,
cardiomyocytes size was similar in all group studied, and only a low level of infiltration of

macrophages was observed.
EPA:DHA 6:1 prevents MCT-induced pulmonary arterial remodeling

Pulmonary vascular remodeling was assessed by pulse-wave Doppler of pulmonary outflow.
MCT significantly increased the pulmonary artery diameter and pulmonary vascular
resistance (control vs. MCT: 0.37 £ 0.03 vs. 0.84 + 0.05 unite wood), indicating hypertrophy
and stiffness of the pulmonary artery, and reduced the velocity-time integral (VTI) and
pulmonary artery acceleration time (43.05 + 2.39 vs. 26.06 + 0.91 ms), indicating an
increased pulmonary arterial pressure. EPA:DHA 6:1 treatment significantly prevented the
MCT-induced changes on pulmonary artery diameter, PVR, PAAT, and pulsatility (Fig. 4).
Indeed, to examine the level of pulmonary vascular remodeling, morphometric analysis was
performed on lung tissue sections stained with H-E or a-actin. Quantitative morphometric
analyses showed pulmonary arterioles remodeling in MCT group (Figure 5). The medial
thickness of pulmonary arterial was markedly increased in arterioles with external diameter <
50 um in the MCT group (control vs. MCT: 25.9 £ 0.6 vs. 73.7 £ 0.5). The medial wall
hypertrophy was accompanied with muscularization of small pulmonary arteries evidenced by
enhanced a-actin staining (Fig. 5). The EPA:DHA 6:1 treatment significantly attenuated the
MCT-induced increase in wall thickness and pulmonary arterioles muscularization. In
addition, an increased collagen deposition in MCT group as assessed by Gomori’s Trichrome,
which was prevented by the EPA:DHA 6:1 treatment (Fig. 5).

To determine the perivascular inflammatory cell infiltration, immunohistochemical staining
was performed in lung sections with CD68 for macrophages and CD3 for T lymphocytes. The

MCT-treatment was associated with a significantly macrophages and lymphocytes infiltration
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surrounding pulmonary remodeled arterioles. The EPA:DHA 6:1 treatment significantly

prevented the MCT induced infiltration of macrophages and lymphocytes (Fig. 5B).

EPA:DHA 6:1 treatment prevents MCT-induced vascular oxidative stress involving

several sources in pulmonary arterioles

Reactive oxygen species (ROS) have been proposed as a pathogenic mechanism underlying
the vascular remodeling observed in MCT-induced PAH (5). The pulmonary vascular level of
oxidative stress was assessed using the redox-sensitive fluorescent probe DHE. The MCT
treatment increased the formation of ROS as indicated by the markedly increased the DHE
fluorescence signal throughout the medial wall in comparison to the control group. These
effects were significantly prevented by EPA:DHA 6:1 treatment (Figure 6A). In order to
determine the source of ROS, lung sections were treated with different inhibitors major
vascular sources of ROS. The MCT-induced formation of ROS in the pulmonary arterioles
wall was significantly inhibited by N-acetylcysteine (NAC, antioxidant), VAS-2870 (an
NADPH oxidase inhibitor and antioxidant), L-NA (an eNOS inhibitor), indomethacin (a
cyclooxygenase inhibitor) and by a combination of inhibitors of the mitochondrial respiration
chain (MRK: myxothiazol, rotenone and KCN) suggesting the involvement of NADPH
oxidase, COXs, uncoupled eNOS and the mitochondrial respiration chain (Fig. 6B). The
levels of NO™ and O2 in lungs was determined by electron paramagnetic resonance (EPR) in
frozen tissues at liquid nitrogen temperature. The MCT treatment increased NO™ and O
production in lungs. EPA:DHA treatment significantly prevented the increased of NO™ and Oy
production (Fig. 6 C, D).

To obtain further evidence for a role of eNOS, NADPH oxidase and COXs. Their expression
level was determined by immunofluorescence staining in the pulmonary arterioles. A
significantly increased immunofluorescence signal of the NAPDH oxidase subunits p22°hox,
p47P"°% and of COX-1 and COX-2 was observed in pulmonary arterioles of the MCT group
compared to the control group (Fig. 7). The EPA:DHA 6:1 treatment significantly reduced the
MCT-induced stimulatory effect for p22°"®™ p47P"X COX-2 and COX-1 (Figure 7A). In
addition, an upregulation of eNOS was observed in the MCT group which was prevented by
the EPA:DHA 6:1 treatment (Fig. 7).

Page 98




EPA :DHA 6 :1 prevents the expression of endotheline-1 receptors (ETa, ETs) and

angiotensin Il receptor on pulmonary arterioles wall.

It has been suggested that PAH is associated with the increased expression of endothelin-1
(31) and angiotensin 1l (32) may contribute to the arterioles remodeling. An increased
immunofluorescence level of endothelin-1 receptors (ETa, ETg) and angiotensin Il receptor
(AT1) throughout the pulmonary arterioles wall was observed in the MCT group (Fig 7). The
EPA:DHA 6:1 treatment prevents MCT-induced changes of ETa, ETs and AT1 expression in

pulmonary arterioles (Fig. 7).

EPA:DHA 6:1 prevents MCT-induced endothelial dysfunction in the pulmonary artery

Vascular reactivity was performed in primary pulmonary artery rings to evaluate the
endothelial function using organ chambers. The MCT treatment significantly reduced the
contractile responses to phenylephrine, and also the acetylcholine-induced endothelium-
dependent relaxation of pulmonary artery rings pre-contracted with phenylephrine. The
concentration-response curves were constructed both in absence or presence of an eNOS
inhibitor (L-NA) to assess the role of the basal endothelial NO formation. The MCT treatment
increased basal nitric oxide (NO) production. The EPA:DHA 6:1 prevented MCT-induced

endothelial dysfunction as indicated by the increased relaxation to Ach (Fig. 8).
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DISCUSSION

The present study demonstrated that the optimized EPA:DHA 6:1 formulation prevents the
development of PAH in MCT-treated rat. Since, rats were treated with EPA:DHA 6:1 one
week before the induction of PAH, the findings indicate the capacity of the omega-3 products
to prevent the disease and not to cure it. The MCT-induced PAH rat model has been widely
used as an experimental model of PAH (33) and it is tough to the most similar animal model
to the human form of the disease (34). It is characterized by pulmonary endothelial cell
damage, associated with an inflammatory response and vascular oxidative stress. It also leads
to small pulmonary arterial and RV remodeling and dysfunction (35, 36). Previous studies
focused on the effects of omega-3 on the systemic circulation but provided little information

on its pulmonary effects.

The presents findings indicate that daily oral treatment with EPA:DHA 6:1 significantly
prevented an elevation of mean pulmonary arterial pressure, RV systolic pressure and
improved cardiac output in rats model of MCT-induced PAH. EPA:DHA 6:1 treatment also
prevented pulmonary arterioles remodeling and dysfunction, RV hypertrophy and dilation,
attenuated oxidative stress and inhibited inflammation. Our studies show that EPA:DHA 6:1
exerts anti-inflammatory, antioxidant and antiproliferative effects in the pulmonary arteries,
which may contribute to prevent pulmonary hypertension. Recent study showed that DHA
therapy reduced mPAP in a rat model of hypoxia-induced PAH and this effect was linked

with inhibition of pulmonary vascular remodeling (37).

Echocardiography is widely used in the evaluation of PAH in the rat MCT model (38). The
echocardiography analysis of control and MCT groups indicates that oral treatment of
EPA:DHA 6:1 prevented in the pulmonary arteries of the MCT-treated rats the elevation of
vascular resistance and the reduction of pulmonary acceleration time compared to control rats,
suggesting that this formulation has the beneficial effect of reducing the stiffness of the
pulmonary artery. In addition, oral treatment with EPA:DHA 6:1 significantly prevented the
MCT-induced RV dilatation as indicated by increased RV area and decreased RV fractional
area change (RVFAC), suggesting a beneficial effect of EPA:DHA 6:1 to reduce RVSP. The
FAC is an ideal echocardiography parameter reflecting RV dysfunction and disease severity
in PAH (39). Oral treatment with EPA:DHA 6:1 prevent RV hypertrophy characterized by
increased RV/(LV + S) ratio, cardiomyocytes hypertrophy and extracellular matrix changes

with fibrosis.
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Previous studies have been revealed that inflammation plays a key role in human PAH as well
as in experimental models including MCT-induced PAH (7, 40) . In response to injury and
stress, a pronoucial lung vascular inflammatory response is observed including macrophages,
monocytes, lymphocytes and mast cells (41, 42) and they have been involved in the initiation
of pulmonary vascular remodeling by matrix remodeling, collagen deposition, and vascular
cell proliferation and migration in PAH (43, 44). These process lead to increased pulmonary
resistance and right heart failure. Consistent with these previous findings, a substantial
increased number of CD68 (ED-1) and CD3" positive cells were observed in the lungs of
MCT-treated rats. In addition, an increased pulmonary arterial medial thickness and RV
cardiomyocytes hypertrophy were observed and associated with an increased the number of
macrophages in perivascular intra-alveolar spaces, and of lymphocytes around the pulmonary
arteries in the MCT-treated rats relative to the control group. Importantly, oral intake of
EPA:DHA 6:1 significantly prevented the stimulatory effect of MCT on macrophages and T
lymphocytes infiltration in the lung and right ventricle. Thus, these findings suggest that the
EPA:DHA 6:1 formulation prevented MCT-induced PHA by reducing the inflammatory

responses.

In addition to the inflammatory response, oxidative stress has been implicated in the
pathogenic mechanism underling the vascular remodeling and heart failure observed in
pulmonary hypertension (14, 32, 45). Dysregulation of the pro-oxidant/antioxidant balance
contributes to impair vascular tone and the pathological activation of anti-apoptotic and
mitogenic pathways, leading to cell proliferation and obliteration of the vasculature (46).
There is solid evidence in MCT-treated rats, that oxidative injury to the pulmonary vascular
endothelium precedes pulmonary arterial smooth muscle cells proliferation and medial
hypertrophy in the distal pulmonary vascular bed and the rise in pulmonary artery pressure
Small pulmonary arterioles and RV remodeling is associated with an increased inflammatory
infiltrate and oxidative stress as indicated by high levels of ROS formation throughout the
pulmonary arterioles wall of MCT-treated rats. The characterization of the cellular sources of
ROS in the small pulmonary arterioles indicated the involvement of several sources including
NADPH oxidase, uncoupled eNOS, cyclooxygenase (COXs) and the mitochondrial
respiration chain. Moreover, an up-regulation of several pro-oxidant enzymes including
NADPH oxidase submits p22°"* and p47P"°%, COX-1, and COX-2 is observed in the small
pulmonary arteries of MCT-treated rats. Oral intake treatment of EPA:DHA 6:1 substantially

attenuated the level of vascular oxidative stress and remodeling by reducing in arterioles as
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well as the upregulation of the NADPH oxidase submits p22°"* and p47P"®™, COX-1 and 2
and eNOS expression in MCT-treated rat. Both in vitro and in vivo studies have shown that
ROS promote cardiomyocyte hypertrophy as well as fibrosis (47) and also right ventricular
failure in the MCT-induced PAH, (48). EPA:DHA 6:1 due to its antioxidant, anti-
inflammatory and cardioprotective properties, improved right ventricular function as indicated

by an increased CO and with inhibition of cardiomyocyte hypertrophy and fibrosis.

Endothelial dysfunction has been shown to plays a key role in the development of PAH and
results in a decrease of vasodilatator and antiproliferative factors (prostacyclin, nitric oxide)
and in an increase in vasoconstrictor and proliferative factors (ET-1) (49). Moreover,
inflammation and oxidative stress have been shown to contribute to the MCT-induced
endothelial dysfunction most likely by reducing the bioavailability of NO and oxidizing
tetrahydrobiopterin, an essential cofactor for eNOS (5, 10). Although decreased endothelium-
dependent relaxation was observed in the pulmonary artery (50). The present findings
indicated that MCT-induced pulmonary hypertension is associated with an endothelial
dysfunction in main pulmonary artery without any effect on systemic vascular functions. The
MCT treatment significantly reduced the contractile response of pulmonary artery rings to o-
adrenergic agonist PHE. Blockade of NO production by L-NA enhanced PHE potency in
MCT-treated rats. In addition, ACh-induced endothelium-dependent relaxation was reduced
in pulmonary arteries of MCT treated-rats. Although the reduced ACh relaxation in the PH
rats could be due to increased oxidative stress and decreased NO bioavailability in MCT
treated-rats. The decreased bioavailability of NO reduces the antiproliferative effects of NO
and thus contributes to the increased of pulmonary vascular remodeling and resistance.
Previous studies have shown in isolated pulmonary arteries a reduced responsiveness to
endothelium-dependent vasodilators including ACh and A23187, whereas others have
suggested an increased basal NO production in the MCT-treated rats from (51, 52). We have
showed that inflammation and oxidative stress of the lung in PAH stimulates the eNOS
uncoupled. Oral intake of EPA:DHA 6:1 prevented the MCT-induced the development of
PAH, reversed vascular remodeling, reduced vascular inflammation and improved the
endothelial function, as indicated by an improvement ACh-induced relaxation. Thus, it could
be hypothesized that EPA:DHA 6:1-induced elevation of cGMP. It is possible that up-
regulation of eNOS contributes to the therapeutic action of omega-3. Furthermore, EPA:DHA
6:1 has been shown to stimulate the endothelial release of NO and to improve endothelial

function subsequent to phosphorylation of PI3K/Akt/eNOS signaling pathway (22).
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The endothelin (ET) system is activated in human pulmonary hypertension (PH) of various
pathogeneses (53, 54). ET-1 could contribute to the development of human PH through its
strong vasoconstrictive and promitogenic properties (55). Previous studies have shown
enhanced ET-1-induced pulmonary vasoconstriction and vascular resistance in the MCT-PAH
(56) and increased vasomotor tone in hypoxic PAH (5, 32). The present findings support a
role for the ET-1 in the MCT-induced endothelial dysfunction. Indeed, an increased
expression of ETa and ETg receptors was observed throughout the arterial wall of the MCT
treatment group. The ETa receptors are located on smooth muscle cells, where they mediate
vasoconstrictive and proliferative effects (57). The ETg receptor is the only subtype found
predominantly on the vascular endothelium, where it promotes vasodilation through the
release of nitric oxide and prostacyclin (31). There is also evidence that the ETg receptor
indirectly modulates ET-1 synthesis through negative feedback under the action of nitric
oxide (53). They are also consistent with the fact that chronic bosentan, a non-selective ET-
1 receptor antagonist reduced pulmonary hypertension in MCT-treated rats and prevented the
MCT-induced endothelial dysfunction and oxidative stress (31, 58). Our data show that
EPA:DHA 6:1 prevented the MCT-induced upregulation of the expression ETa and ETg
receptors in MCT-induced PAH rats.

However, the mechanism explaining best the beneficial effect of omega-3 treatment to
prevent pulmonary hypertension most likely includes its antioxidant, anti-inflammatory and
endothelial protective properties. Two previous studies have demonstrated potential benefits
of oral administration of MAG-DPA to reduce inflammation (decreased NF-kB and p38
MAPK activation) and proliferation (reduction in MMP-2, MMP-9 and VEGF expression
levels in lung tissue homogenates) of pulmonary artery smooth muscle cells in MCT-treated
rats (59) and DHA to inhibit the development of hypoxic pulmonary hypertension in vitro and
in vivo studies (60). The effects of EPA and DHA have not be investigated in PAH; however,
these two fatty acids affect cell function differently (61, 62).

Moreover, the beneficial role of omega-3 in cardiovascular health is supported by its
metabolism. Indeed, omega-3, unlike omega-6, decreases the production of pro-inflammatory
cytokines and leukocyte reactive oxygen species, increase the synthesis of anti-inflammatory
cytokines, lead to the release of resolvins and modulate the activation of genes involved in the
inflammatory process (63, 64). Furthermore, when administrated per os, omega-3 represents a
stable compound that could serve as a precursor to generate resolvins and protectins

molecules, which are known for their anti-inflammatory properties (65, 66).
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Study limitation

This study indicates the potential of the EPA:DHA 6:1 to prevent MCT-induced PAH, in
which inflammatory and oxidative stress related to pulmonary vascular endothelial
dysfunction and remodeling. A subsequent study will be necessary to determine the efficacy

of omega-3 in the treatment of an established PAH.

CONCLUSION

The present findings indicate that EPA:DHA 6:1 exerts a significant anti-oxidant, anti-
inflammatory and endothelial protective effect in the vascular pulmonary and prevents the
progression of pulmonary hypertension in MCT-treated rats by reducing pulmonary vascular
remodeling, endothelial dysfunction, right ventricular hypertrophy and failure. The beneficial
effects were associated with a reduced vascular inflammatory responses and oxidative stress
mostly by preventing overexpression of NADPH oxidases, COXs and also of uncoupled
eNOS. Further investigations are necessary to better assess the biological effects, elucidate the
underlying mechanisms and to evaluate the potential of the omega-3 in the clinical trials.
Future studies should determine whether EPA:DHA 6:1 treatment can reverse or delay the
progression of established pulmonary hypertension, whether EPA:DHA 6:1 may potentiate
the effects of current therapies and whether EPA:DHA 6:1 can exert direct cardioprotective

effects preventing right ventricular failure in patients with pulmonary hypertension.
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Table 3. Characteristics of the different omega-3 fatty acid products

Fatty acids Purity (in %) Ratio Content of Omega-3 EPA-DHA as  Sum Omega-3

EPA:DHA EE as EE (mg/g)
EPA (mg/g) DHA (mg/g)
EPA:DHA 934 01:01 476 386 934
EPA:DHA 91.3 06:01 694 121 913
EPA:DHA 46.0 06:01 352 65 460
EPA 99.5 991 995
DHA 98.6 945 986
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Table 2. Echocardiography parameters of the inferior vena cava, the right atrium and the left

ventricular.

Control Omega MCT MCT+OM
RA diameter (mm) 1.6+0.1 1.8+0.1 29+02° 22+0.1*
RA area (mm?) 9+£0.2 9.1+£0.1 13.3+0.1° 10.2 £0.1*
IVC diameter (mm) 1.6+0.2 1.8+0.2 27+01° 24+0.1
IVC systolic area (mm?) 3.6+0.7 3.6+04 45+0.3" 39+0.2
LV Stroke volume (ml) 0.32 £0.02 0.31 £0.01 0.20 £ 0.01" 0.24 £0.01
LV End-diastolic (mm) 79101 7.8+0.1 6+0.1" 6.4+0.1
LV End-systolic (mm) 43+0.1 44+0.2 36101 3.7+£0.2
Septal wall thikness (mm) 15+01 16 0.1 18+01 1.7+01
LVP wall thickness (mm) 1.7+£0.1 1.7+£0.1 19+0.1 18+£0.1
LV area (mm?) 533+ 1.1 50.2+3.4 35.1+£0.7 39.6+2.0
LV fractional shortening (%) 45.3+1.5 429+22 39.4+14 425+2.4
LV ejection fraction (%) 70+1.7 67.2+2.4 62.1+1.6 66.4+£ 2.9

All values are mean = SEM, n = 6-11/group. IVC, inferior vena cave, MCT, monocrotaline, LV, left
ventricle; RV, right ventricle. "P < 0.05 versus control; *P < 0.05 versus MCT.
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Figure 1. Oral intake of EPA:DHA 6:1 prevents MCT-induced pulmonary hypertension
and right heart dysfunction. (A) Mean pulmonary artery pressure (mPAP) was monitored by
catheter inserted into the jugular vein and advanced to the pulmonary artery. (B) Right
ventricular systolic pressure (RVSP) was evaluated by echocardiography from tricuspid
regurgitation velocity (RVSP = 4 x Vmax?). (C) Cardiac output (CO) and (D) heart rate
(HR) were monitored by pulsed wave Doppler. (E) Systemic arterial pressure (SAP). All
measurements are presented as the average of three cardiac cycles. Values are given as mean
+ SEM. .P < 0.05 versus control, -P < 0.05 versus MCT.

Figure 2. The EPA:DHA 6:1 treatment prevents MCT-induced right ventricular remodeling
and hypertrophy. (A) Echocardiographic views of the right ventricle. (B) RV end-diastolic
(RVEDD), (C) end-systolic diameter (RVESD), (D) RV fractional area changes (RVFAC).
Images were obtained by two-dimensional and M-mode echocardiography from a
parasternal short-axis view. (E) RV hypertrophy was assessed by Fulton’s index, calculated
as RV to LV weight ratio [RV/(LV+S)], (F) RV weight/body weight and (G) LV+S
weight/body weight. Values are given as mean + SEM. .P < 0.05 versus control, -P < 0.05
versus MCT.

Figure 3. The EPA:DHA 6:1 treatment prevents the MCT-induced RV cardiomyocytes
hypertrophy (A) and macrophages infiltration (B). Quantitative morphometric analyses of
cardiomyocytes section area were done using hematoxylin and eosin and gomori’s blue
trichrome staining of right and left ventricle walls. (B) Evaluation of macrophage infiltration
was performed by quantitative analysis of the macrophages counted in 10 fields of
immuhistochemical staining with CD68 antibody (20X, objective). Results are presented as
representative micrographies (left) and corresponding cumulative data (right). Values are

given as mean £ SEM. .P < 0.05 versus control, -P < 0.05 versus MCT.

Figure 4. The EPA:DHA 6:1 treatment prevents MCT-induced pulmonary artery
remodeling. (A) Notching of the pulse wave Doppler profile in the pulmonary artery
outflow, (B) pulmonary artery diameter, (C) pulmonary artery acceleration time (PAAT),
(D) pulmonary vascular resistance (PVR) and (E) pulsatility. Pulse-wave Doppler of
pulmonary outflow was recorded in the parasternal view at the level of the aortic valve.
PAAT was measured from the time of onset of systolic flow to peak pulmonary outflow

velocity. Values are given as mean £ SEM. -P < 0.05 versus control, -P < 0.05 versus MCT.
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Figure 5. The EPA:DHA 6:1 treatment prevents pulmonary vascular remodeling,
pulmonary macrophages and lymphocytes infiltration in MCT-treated rats. (A)
Representative  images of hematoxylin-eosin, gomori’s blue trichrom and
immunohistochemical (a-actin as a mesure of the dedree of muscularization) staining of
lung section in rats for determination of the wall thickness and wall area of small pulmonary
arteries sized < 20 pm. Images are shown on the left and quantification analysis on the right.
Sixteen pulmonary arteries from 6 rats/experimental group were analyzed (n = 8). (B)
Immunofluorescent (green) and immunohistochemical (purple arrows) staining with
antibodies against CD68 [ED-1] for detection of macrophages and CD3 for lymphocytes T,
respectively. Quantification of positive cells was analyzed of the fraction area occupied
macrophages and lymphocytes T were counted in 10 different fields. Scale bar, 20 um (20X
objective). Values are given as mean + SEM. .P < 0.05 versus control, P < 0.05 versus
MCT.

Figure 6. The EPA:DHA 6:1 treatment prevents MCT-induced vascular oxidative stress in
pulmonary arterioles. (A) The determination of the vascular formation of ROS formation
was done in unfixed cryosections of the right lung using the redox-sensitive probe
dihydroethidium (DHE). (B) The characterization of the source of ROS formation was
performed in presence of either N-acetylcysteine (NAC, antioxydant 1 mM), VAS-2870 (
NADPH oxidase inhibitor, 10 uM), N-nitro-L-arginine (LNA, NO synthase inhibitor, 300
p1M), indomethacin (Indo, cyclooxygenase inhibitor, 10 puM), or MRK (inhibitors of the
mitochondrial respiration chain, myxothiazol, 0.5 pM + rotenone, 1 UM + potassium
cyanide (KCN), 1 uM) for 30 min before DHE staining. Thereafter, ethidium fluorescence
was determined by confocal laser-scanning microscope (Leica SP2 UV DM IRBE). (C and
D) Nitric oxide (NO.) and superoxide anion (O2.-) measured by electron paramagnetic
resonance in small pulmonary arterioles. Values are given as mean + SEM. .P < 0.05 versus
control, -P < 0.05 versus MCT.

Figure 7. The EPA:DHA 6:1 treatment prevents MCT-induced changes of protein
expression in pulmonary arterioles. Protein expression levels were determined in unfixed
cryosections of right lung, the determination of the expression level of endothelial NO
synthase (eNOS), NADPH oxidase subunits p22P"° and p47°"®, cyclooxygenase (COX-1
and COX-2), ET-1 receptors (ETA, and ETs) and the AT1R was done by
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immunofluorescence. All samples for immunofluorescence studies were observed using a

confocal laser-scanning microscope (Leica SP2 UV DM IRBE).

Figure 8. The EPA:DHA 6:1 treatment prevents MCT-induced endothelial dysfunction in
the main pulmonary artery as assessed in organ chamber. The concentration-contraction
curves in response to phenylephrine (A and B) and the concentration-relaxation curves to
acetylcholine in pulmonary artery rings pre-contracted by phenylephrine (10 M) (C and D)
were constructed in the absence (A and C) and the presence (B and D) of eNOS inhibitor (L-
NA, 300 uM) to assess the role of the basal formation of endothelial NO. (n = 7 toll).

Values are given as mean = SEM. .P < 0.05 versus control, -P < 0.05 versus MCT.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Figure 7.
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Figure 8.
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Article 2

Les émulsions lipidiques utilisées en nutrition parentérale induisent une dysfonction
endothéliale des artéres coronaires de porc: role du stress oxydant et des prostanoides
vasoconstricteurs

Potential of lipid emulsions used in parenteral nutrition to induce endothelial
dysfunction in porcine coronary artery rings: Role of oxidative stress and
cyclooxygenase-derived vasoconstrictors

Said Amissi*, Julie Boisramé-Helms”, Mélanie Burban, Sherzad K. Rashid, Antonio J Le6n-

Gonzalez, Cyril Auger, Florence Toti, Ferhat Meziani, Valérie B. Schini-Kerth

Les émulsions lipidiques sont couramment utilisées dans le cadre de la nutrition parentérale,
permettant un apport énergétique dérivé des acides gras au patient en état d’agression,
lorsque la nutrition orale ou entérale est insuffisante ou contre-indiquée. Bien qu’améliorant
le statut énergétique du patient, I’apport d’acides gras peut entrainer I’induction d’une
dysfonction endothéliale laquelle va favoriser le développement des facteurs de risques
cardiovasculaires par I’hypertriglycéridémie, le LDL oxydée, la dysfonction endothéliale,

I’inflammation et le stress oxydant.

L’objectif de cette étude est de déterminer les impacts des émulsions lipidiques de la
nutrition parentérale sur la fonction endothéliale dans un mod¢le d’artére coronaire et les
mécanismes responsables des effets délétéres de ces émulsions lipidiques :

- Déterminer le role du stress oxydant dans la dysfonction endothéliale induite par les
émulsions lipidiques, ainsi que la nature et les sources enzymatiques des espéces
réactives d’oxygene.

- ldentifier les mécanismes moléculaires contribuant a I’altération des composantes NO
et EDH (hyperpolarisation dépendante de I’endothélium) et le r6le des EDCFs
(Facteurs vasoconstricteurs dérivés de 1’endothélium).

- Déterminer si les oméga-3 sont capables de protéger la fonction endothéliale vis-a-vis

des effets délétéres des émulsions.

L’approche expérimentale a impliqué des études de réactivités vasculaires sur des
anneaux d’artéres coronaires de porc réalisées dans des chambres & organes isolés. La
fonction endothéliale est évaluée par la mesure des composantes NO et EDH de relaxation.
Le stress oxydant a été évalué sur des sections de cryostats d’artéres coronaires a I’aide de la

sonde fluorescente dihydroéthidium (DHE).
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En effet, nos études expérimentales indiquent que 1’incubation d’anneaux d’artére coronaire
avec différentes formulations d’émulsions lipidiques industrielles de la nutrition parentérale
humaine comme le Lipidem®, le Médialipide® ou 1’Intralipide® entraine une diminution
significative de la relaxation dépendante de 1’endothélium en réponse a la bradykinine,
indiquant I’induction d’une dysfonction endothéliale. Cette dysfonction endothéliale est en
partie associée a une diminution des composantes NO et EDH de la relaxation et a une

augmentation des prostanoides vasoconstricteurs.
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Abstract

Lipid emulsions for parenteral nutrition are used to provide calories and essential fatty acids
for patients. They have been associated with hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia
and metabolic stress, which may promote the development of endothelial dysfunction in
patients. The aim of the present study was to determine whether five different industrial lipid
emulsions may affect the endothelial function of coronary arteries. Porcine coronary arteries
were incubated with lipid emulsions 0.5, 1 or 2% (v/v) for 30 min before the determination of
vascular reactivity in organ chambers and the level of oxidative stress using the redox-
sensitive fluorescent dye dihydroethidium (DHE). Incubation of coronary artery rings with
either Lipidem®, Medialipid® containing long- and medium-chain triglycerides (LCT/MCT), or
SMOFIipid® containing LCT, MCT, omega-9 and -3, significantly reduced the bradykinin-
induced endothelium-dependent relaxation, affecting both the nitric oxide (NO) and
endothelium-dependent hyperpolarization (EDH) components, whereas, Intralipid®
containing LCT (soybean oil) and ClinOleic® containing LCT (Soybean and olive oil) did not
have such an effect. The endothelial dysfunction induced by Lipidem® was significantly
improved by indomethacin, a cyclooxygenase (COX) inhibitor, inhibitors of oxidative stress
(N-acetylcysteine, superoxide dismutase, catalase) and transition metal chelating agents
(neocuproine, tetrathiomolybdate, deferoxamine and L-histidine). Lipidem® significantly
increased the arterial wall level of oxidative stress. The present findings indicate that lipid
emulsions containing LCT/MCT induce endothelial dysfunction in coronary artery rings by
blunting both NO- and EDH-mediated relaxations. The Lipidem®-induced endothelial
dysfunction is associated with increased vascular oxidative stress and the formation of

COX-derived vasoconstrictor prostanoids.

Keywords: Cyclooxygenase * Endothelial dysfunction ¢ Lipid emulsion *« Medium-

chain triglycerides « Oxidative stress
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Abbreviations

DHA Docosahexaenoic Acid (22:6n-3)

DHE Dihydroethidium

EDH Endothelium-Dependent Hyperpolarization
EPA Eicosapentaenoic Acid (20:5n-3)

KCN Potassium cyanide

LCT Long Chain Triglycerides

MCT Medium Chain Triglycerides

MnTMPyP  Mn (lll) Tetrakis(1-methyl-4 pyridyl) porphyrin

NAC N-acetylcysteine

NO Nitric Oxide

PUFA Polyunsaturated Fatty Acid
ROS Reactive Oxygen Species

VAS-2870 3-Benzyl-7-(2-benzoxazolyl) thio-1, 2, 3-triazolo (4, 5-d) pyrimidine

Introduction

Lipid emulsions are commonly used to provide a nutritional source of calories and to
prevent essential fatty acids deficiency in critically ill patients [1-3]. Their benefits include
the reduction of the potential side effects of high glucose perfusion, an essential fatty acids
supply, and an improved nitrogen balance [4]. Several studies have reported that infusion of
lipid emulsions is related to hypertriglyceridemia [5], hypercholesterolemia and metabolic
stress, leading to acute elevation of the free fatty acid (FFA) level, which may promote the
development of endothelial dysfunction by decreasing nitric oxide (NO) formation [6-9].
Furthermore, ex vivo studies have reported that some individual fatty acids, such as lauric
acid and stearic acid, attenuate the endothelium-dependent relaxation induced by
acetylcholine in rabbit aorta rings at physiological concentrations [10].

Formulations of clinically used lipid emulsions have different proportions of fatty acids,

and, their biological properties may vary depending on their composition. The first
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generation lipid emulsion Intralipid® containing a large amount of long-chain triglycerides
(LCT) from soybean oil including the n-6 polyunsaturated fatty acid (PUFA) linoleic acid
(18:2n-6) and a relatively low amount of a-linolenic acid (18:3n-3) [11, 12]. Linoleic acid is
readily converted to arachidonic acid (20:4n-6) and subsequently metabolized via the
cyclooxygenase (COX) and lipo-oxygenase (LOX) pathways to pro-inflammatory mediators,
such as prostaglandins, thromboxanes, and leukotrienes [13]. The second generation lipid
emulsions with a lower PUFA content have been developed by partially replacing the LCT-
containing soybean oil by various oils such as the medium chain triglycerides (MCT)-
containing coconut oil (Medialipid®), LCT-containing olive oil (ClinOleic®), LCT/MCT-
containing fish oil (Lipidem®) or, as a third-generation of lipid emulsions, LCT/MCT-
containing olive and fish oils, rich sources of long-chain w-3 PUFAs (SMOFlipid®) [14].

Omega-3 long-chain PUFAs, eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA), which can compete with arachidonic acid for the production of less inflammatory
eicosanoids, are absent in vegetable oils [15]. A recent study has indicated the ability of
both EPA, DHA and, in particular, the EPA:DHA 6:1 ratio to induce endothelium-dependent
relaxations of porcine coronary artery rings, and to increase the endothelial formation of
nitric oxide (NO) subsequent to the redox-sensitive activation of the phosphoinositide 3-
Kinase/Akt pathways leading to the phosphorylation of eNOS at Ser 1177 [16] .

Therefore, the aim of the present study was to determine the effect of five different
industrial lipid emulsions on the endothelial function of isolated porcine coronary arteries.
Bradykinin is a potent inducer of endothelium-dependent relaxations both humain coronary
and also in porcine coronary artery [17]. Moreover, the relaxation to bradykinin in the
human and the porcine coronary includes both NO and also endothelium-dependent
hyperpolarization [17].
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Materials and Methods
Lipid emulsions and reagents

The following lipid emulsions (20%) were tested: Intralipid®, Lipidem®, Medialipid®,
ClinOleic® and SMOFlipid®. The composition of the lipid emulsions in terms of
sources of oil and major fatty acids are presented in Table 1 and table 2
respectively. Medialipid® and Lipidem® were obtained from B. Braun (Boulogne
Billancourt, France), Intralipid® and SMOFlipid® from Fresenius-Kabi (Sévres,
France), and ClinOleic® from Baxter (Maurepas, France). Reagents were obtained
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), except U46619 (9,11-dideoxy-
9a-methanoepoxy prostaglandin F.,a) from Cayman Chemical (Ann. Arbor, MI, USA),
apamin (APA) and charybdotoxin (CTX) from Latoxan (Valence, France), and the

SOD mimetic MnTMPyP from Enzo Life Sciences (Lausen, Switzerland).
Vascular reactivity studies

Vascular reactivity studies were performed in isolated porcine coronary artery rings
as previously described [18, 19]. Pig hearts were collected from the local
slaughterhouse (COPVIAL, Holtzheim, France). Briefly, the left circumflex coronary
arteries were excised, carefully cleaned of connective tissue in Krebs bicarbonate
solution and cut into rings (3-4 mm length). In some preparations, the endothelium
was mechanically removed by rubbing the intimal surface of rings with a pair of
forceps. Rings with or without endothelium were suspended in organ chambers
containing oxygenated (95% Oz2; 5% CO2) Krebs bicarbonate solution (mM: NaCl
119, KCI 4.7, KH2PO4 1.18, MgS0O4 1.18, CaClz 1.25, NaHCOs 25, and D-glucose
11, pH 7.4, 37°C) for the determination of changes in isometric tension. The
coronary artery rings were stretched to 5 g of tension and then allowed to
equilibrate for 60 min. After the equilibration period, the rings were exposed to a
Krebs bicarbonate solution containing a high concentration of potassium (80 mM)
until reproducible contractile responses were obtained. After a 30 min washout
period, the rings were contracted with the thromboxane mimetic U46619 (1-60 nM)
to about 80% of the maximal contraction before addition of bradykinin (BK, 0.3 pM)
to check the presence of a functional endothelium. After washout and a 30 min

equilibration period, the rings were again contracted with U46619 to a plateau level
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before the construction of concentration-relaxation response curve to either BK or
the NO donor sodium nitroprusside (SNP). The endothelium-dependent relaxation
was determined in response to BK (0.1 nM to 1 uyM) and the endothelium-
independent relaxation in response to SNP (0.1 nM to 1 pM).

To assess the effect of lipid emulsions on the endothelial function, coronary
artery rings were incubated for 30 min either with Intralipid®, Medialipid®, Lipidem®
ClinOleic® or SMOFlipid® diluted in Krebs solution to a final concentration of 0.5, 1
or 2% (v/v) before the addition of U46619 and the subsequent construction of a
concentration-relaxation curve to bradykinin. The control rings were performed in
absence of lipid emulsions in Krebs bicarbonate solution. Relaxations are
expressed as a percentage based on the sub-maximal contraction induced by
U46619.

The bradykinin-induced endothelium-dependent relaxation in the porcine
coronary artery is mediated by both NO and EDH responses [20, 21]. In some
experiments, rings were incubated with Lipidem® in the presence of different
pharmacological modulators for 30 min before contraction with U46619. The NO-
mediated component of the relaxation was determined in the presence of the non-
selective COX inhibitor indomethacin (10 uM) and the Ca?*-dependent K* channels
inhibitors charybdotoxin (CTX, 100 nM) plus apamin (APA, 100 nM) to inhibit the
formation of prostanoids and the endothelium-derived hyperpolarization (EDH)-
mediated responses, respectively. The EDH-mediated component of the relaxation
was determined in the presence of indomethacin (10 yuM) and the non-selective NO
synthase inhibitor N€-nitro-L-arginine (L-NA, 300 uM) to avoid the participation of

vasoactive prostanoids and NO, respectively.

To examine the role of oxidative stress in the vascular dysfunction, the rings were
incubated for 30 min with a ROS modulator, such as N-acetylcysteine (NAC, 100
uM), MnTMPyP (membrane permeant superoxide dismutase mimetic, 100 pM),
superoxide dismutase (SOD, 500 U/mL), polyetyleneglycol-catalase (PEG-catalase,
membrane permeant catalase, 500 U/mL), catalase (500 U/mL), the copper
chelators neocuproine (10 uM), bathocuproine (10 uM), and tetrathiomolybdate
(TTM, 10 pM), the iron chelator deferoxamine (50 uM) and the zinc chelator L-

histidine (50 pM), in combination with a lipid emulsion.
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Determination of vascular oxidative stress

The redox-sensitive fluorescent dye dihydroethidium (DHE) was used to evaluate
the in situ formation of ROS following the method described previously [22, 23].
DHE enters the cells and is oxidized by O2"" to yield ethidium, which binds to DNA
to produce bright red fluorescence. Briefly, freshly dissected porcine coronary artery
rings (3-4 mm in length) were embedded in Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura
Finetek, Torrance, CA, USA) and frozen in a liquid nitrogen bath and stored at -
80°C. Cryosections (25 um unfixed) were incubated in a humidified chamber for 30
min with Lipid emulsion 1% diluted in PBS 1X. Then, the sections were incubated
further for 30 min in PBS solution containing DHE (2.5 yuM, Sigma) at 37°C in a

light-protected humidified chamber to determine the in situ formation of ROS.

To characterize the nature and source of ROS, rings were incubated with several
ROS modulators including SOD (500 U/mL), PEG-SOD (500 U/mL), catalase, (500
U/mL), PEG-catalase (500 U/mL), VAS-2870 (NADPH oxidase inhibitor, 10 uM), L-
NA (300 uM), indomethacin (10 uM), or inhibitors of the mitochondrial respiration
chain (KMR: potassium cyanide (KCN), 1 uM + myxothiazol, 0.5 uM + rotenone, 1
pMM) for 30 min at 37 °C before the addition of DHE. Sections were then washed
three times, mounted in DAKO and cover-slipped. Four sections of each preparation
were examined on a fluorescence microscope (Leica SP2 UV DM IRBE laser
scanning confocal microscope, SAS, Nanterre, France) using a X20 objective.
Quantification of fluorescence levels was performed using Image J 1.42q software
(NIH, USA).

Electron paramagnetic resonance (EPR)

Porcine coronary artery rings were incubated in Krebs-Hepes solution with Lipid
emulsion 1% for 30 min. To measure superoxide anion (O27) production, the rings
were allowed to equilibrate in deferoxamine-chelated Krebs-Hepes solution
containing 1 hydroxy-3 methoxycarbonyl 2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin  (CMH,
Noxygen, Germany) (500 mM), deferoxamine (25 mM), and DETC (5 mM) under
constant temperature (37°C) for 1 hour. The reaction was stopped by freezing the
samples in liquid nitrogen for EPR spectroscopy analysis. Values were expressed

as arbitrary units per milligram weight of dried tissue (A/Wd).
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Statistical analysis

All values are expressed as the mean + SEM of n different experiments. Statistical
analysis was performed using one-way and two-way analysis of variance test
(ANOVA), followed by Bonferroni’s post-hoc test as appropriate using GraphPad
Prism software (version 5.04 for Windows, GraphPad software, Inc., San Diego,

CA, USA). A P value < 0.05 was considered to be statistically significant.
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Results
Lipid emulsions affect endothelial relaxation

The bradykinin-induced relaxations in coronary artery rings with endothelium were
significantly reduced in rings pre-incubated with either Lipidem®, Medialipid® or
SMOFlipid®, and only minimally affected in those incubated with Intralipid® or
ClinOleic® (Fig.1). The relaxation induced by 30 nM of bradykinin was 90.7 + 3.1 %
and 54.5 + 6.6 % in the control rings and the Lipidem® 1% -treated rings,
respectively (P < 0.05; Fig. 1a).

In contrast, the different lipid emulsions affected minimally the SNP-induced
concentration-dependent relaxation curve in rings without endothelium (Fig. 1b).
Amongst the lipid emulsions, Lipidem® induced the most pronounced impairment of
the bradykinin-induced relaxation at 1%, therefore all further experiments were
performed with Lipidem®. Both 1% and 2%, but not 0.5% of Lipidem®, significantly
reduced the bradykinin-induced relaxation (Fig. 1c). In contrast, 1% Lipidem® did
not significantly affect the serotonin (5-HT)-induced contraction in rings either with
or without endothelium (Fig. 1d).

The effect of 1% Lipidem® on U46619-induced contractions in both intact and
endothelium denuded coronary artery rings was shown in Figure 1e. Since U46619
at 30 pM increased the contraction by at less 50% whereas no such effect was
observed in rings without endothelium (Figure 1e). These new findings indicate that
Lipidem® increases the contractile response to U46619 to some extent but not that
to 5-HT (Figure 1d).

Lipid emulsions affect both the NO and EDH component of the endothelium-

dependent relaxation

Incubation of coronary artery rings with endothelium in 1% Lipidem® for 30 min
significantly reduced the bradykinin-induced endothelium-dependent relaxations,
affecting both the NO-mediated component, assessed in the presence of the
combination of indomethacin plus CTX and APA (65.4 £ 9.0 vs 93.2 £ 2.2 % in the
Lipidem®-treated rings and the control rings, respectively) (Fig. 2a), and the EDH-
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mediated component assessed in the presence of indomethacin plus L-NA (38.7 +
820 vs 87.1 + 26 % in the Lipidem®-treated rings and the control rings,
respectively) (Fig. 2b). In the presence of the COX inhibitor indomethacin,
relaxations to bradykinin were significantly improved in rings incubated with 1%
Lipidem® (Fig. 2c).

ROS modulators reduce the Lipidem®-induced endothelial dysfunction

To evaluate the contribution of oxidative stress in the endothelial dysfunction
induced by Lipidem®, the bradykinin response was assessed in the presence of
different antioxidants or metal chelators. The Lipidem®-induced endothelial
dysfunction was markedly improved in presence either of NAC, SOD, MnTMPyP,
catalase or PEG-catalase (Fig. 3).

The Lipidem®-induced endothelial dysfunction was also significantly improved in the
presence of the membrane-permeable copper chelators neocuproine,
bathocuproine, and tetrathiomolybdate, the membrane-permeable iron chelator

deferoxamine, and the zinc chelator L-histidine (Fig. 4).
Lipid emulsions increase the vascular formation of ROS

Since lipid emulsions such as Intralipid® and Lipofundin (MCT/LCT®) have been
shown to increase the vascular formation of ROS [19], the possibility that Lipidem®
affects the vascular level of oxidative stress was assessed using the redox-sensitive
fluorescent probe DHE. Lipidem® increased the formation of ROS as indicated by
the increased ethidium fluorescence signal throughout the coronary artery section in
comparison to the control artery (Fig. 5). The most pronounced fluorescence signal

was observed at the luminal surface of the artery, presumably at the endothelium
(Fig. 5).

In order to determine the nature and source of ROS, arterial sections were
treated with different pharmacological tools and the formation of ROS was
examined. The Lipidem®-induced enhanced formation of ROS in the coronary
arterial wall was significantly reduced by native SOD and catalase and their
membrane permeant derivatives PEG-SOD and PEG-catalase (Fig. 5), and by the
transition metal chelator TTM (Fig. 6). In addition, the increased DHE fluorescence
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signal was also significantly reduced by indomethacin (a COX inhibitor), L-NA (NO
synthase inhibitor), VAS-2870 (a NADPH oxidase inhibitor), and by the KMR
mixture (inhibitors of the mitochondrial respiration chain, KCN, myxothiazol, and
rotenone) (Fig. 7). In addition, we have confirmed the formation of ROS by electron
paramagnetic resonance using coronary artery segments. The lipid emulsions
containing a MCTs (Lipidem® and Medialipid®) increased the formation of

superoxide anions in intact coronary artery arteries.
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Discussion

The present study has investigated the effect of different lipid emulsion formulations
on both the vascular and the endothelial functions. Both the MCT and LCT-
containing lipid emulsions such as Lipidem®, Medialipid® and SMOFlipid®
significantly blunted the bradykinin-induced endothelium-dependent relaxation in
coronary artery rings. In contrast, lipid emulsions containing either only LCT from
soybean (Intralipid®) or a mixture of LCT from soybean and olive oil (ClinOleic®), did
not affect relaxations to bradykinin. Moreover, since the lipid emulsions affecting the
endothelial function did not affect the vascular relaxations induced by the NO donor
sodium nitroprusside, they predominantly affect the endothelial function rather than
that of the vascular smooth muscle. However, we have decided to select only
Lipidem® for further characterization of the endothelial dysfunction, because this
lipid emulsion induced the greatest impairment of the endothelial function compared
to the 4 other commercial lipid emulsions. In particular, we have characterized the
mechanism underlying the deleterious effect Lipidem® on the coronary artery
endothelial function and in particular the role of oxidative stress using various
pharmacological tools, and the redox-sensitive fluorescent probe dihydroethidium.
The present results further indicate that the Lipidem®-induced endothelial
dysfunction affects both the NO and the EDH components of the relaxation, and
that the EDH component is affected to a greater extent than the NO component in
coronary artery rings. In addition, Lipidem® increases the contractile response to
U46619 to some extent but not that to 5-HT. Such a difference might be due to
different signal transduction mechanisms in response to the activation of the
thromboxane prostanoid receptor and 5-HT2 receptors at the endothelium
promoting vasoconstriction following exposure to Lipidem®.
The endothelium-protecting effect of the COX-inhibitor indomethacin in the present
study indicates that the COX pathway is a mediator of fatty acid action on
endothelium-dependent vasodilation. Furthermore, the COX pathway has been
shown to play an important role in the endothelial function under both physiological
and pathological conditions [24]. The COX-1 isoform is constitutively expressed in

human endothelial cells, whereas endothelial COX-2 is induced mainly during the
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inflammatory response [25]. COX catalyzes the synthesis of Prostaglandin H2
(PGH2), which is the precursor of both vasorelaxant prostanoids, such as
prostacyclin (PGlz2), and vasoconstrictor prostanoids, such as thromboxane A2z
(TXA2) [26]. A high content of n-6 PUFASs, such as linoleic acid, in lipid emulsions
has been related to a major production of pro-inflammatory mediators derived from
arachidonic acid, including prostaglandin F2 alpha (PGF-2 alpha) and TXA:2 through
the COX pathway [27], and leukotrienes through the LOX pathway [28, 29],
resulting in an increased risk of lipid peroxidation, endothelial dysfunction and
related vascular injury [7, 30-32]. In the present study, increased availability of
arachidonic acid might have stimulated COX dependent production of
vasoconstrictors PGH2 and TXA2. Linoleic acid is the most abundant fatty acid
contained both in Lipidem® and Medialipid®, supporting the view that Lipidem®
might induce endothelial dysfunction by activating arachidonic acid metabolism
through a COX-dependent pathway. Therefore, the potential contribution of
arachidonic acid-derived vasoconstrictors to the Lipidem®-induced endothelial
dysfunction was assessed by using the COX inhibitor indomethacin. Indeed,
indomethacin improved the endothelial dysfunction induced by Lipidem® in intact
coronary artery rings. These findings are in good agreement with previous ones
indicating that COX inhibition protected the endothelium-dependent vasodilation
against elevated circulating fatty acid levels in humans [33] and also improved the
endothelium-dependent relaxation of microvessels in a hypercholesterolemic
porcine model of chronic ischemia [34].

Previous studies have reported that lipid emulsions are able to increase the
circulating triglycerides level and the vascular formation of ROS promoting
endothelial dysfunction [35-38]. In previous in vitro studies, the antioxidant vitamin C
partly restores the impaired acetylcholine-induced relaxation induced by free fatty
acids, and triacylglycerol attenuates NO production by increasing reactive oxygen
species production [39, 40]. Considering previous reports, in our current study
indicates that Lipidem® and Medialipid® MCT/LCT (1%)-increased ROS production
higher than SMOFLipid®, Intralipid® and ClinOleic®. However, different antioxidants
(scavenger of superoxide anions) (N-acetylcysteine, superoxide dismutase and
catalase) and transition metals chelators (neocuproine, deferoxamine and L-

histidine) significantly prevented the endothelial dysfunction induced by Lipidem®
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MCT/LCT, suggesting that Lipidem® MCT/LCT (1%) impaired bradykinin-induced
NO-and EDH-mediated relaxation may be associated with vascular superoxide
anion production. These findings indicate that transition metals most likely
participate in the Lipidem®-induced vascular formation of ROS, presumably through
the conversion of H202 to more reactive ROS, such as the hydroxyl radical (OH")
through the Fenton Haber-Weiss reaction [41]. The present findings further extent
these previous observations by showing that oxidative stress is generated by
several sources including NADPH oxidase, COXs, uncoupled eNOS and the
mitochondrial respiration chain, which will subsequently reduce the bioavailability of
NO. In order to determine the major enzymatic sources of ROS in the Lipidem®-
induced vascular formation of ROS, the effect of several inhibitors, including
indomethacin (COX inhibitor), LNA (NO synthase inhibitor), VAS-2870 (NADPH
oxidase inhibitor) and a combination of inhibitors of the mitochondrial respiration
chain (KCN, myxothiazol, and rotenone) was assessed. All the pharmacological
modulators significantly reduced the Lipidem®-induced vascular formation of ROS,
indicating the involvement of several sources including COX, NADPH oxidase,
uncoupled eNOS and the mitochondrial respiration chain, to increase the generation
of ROS, which will subsequently reduce the bioavailability of NO. The L-arginine-NO
pathways is influenced by oxidative stress, and a key events appears to be the
reaction between superoxide anion and NO to form the free radical peroxynitrite
[42]. Previous findings have shown that parenteral administration of Medialipid®, but
not Intralipid®, transiently increased the mean aortic blood pressure and systemic
vascular resistance in conscious dogs [43]. Medialipid® also enhanced the pro-
inflammatory and oxidative/nitrosative markers including COX-2, NO, O2" and plkB
in the aorta and heart associated with an exacerbation of the peritonitis-induced
vascular dysfunction in a rat model of septic shock [44]. Similarly, Lipofundin®
containing LCT/MCT and Intralipid® inhibited acetylcholine-induced NO-mediated
relaxations in the rat aorta [45]. Altogether, these findings suggest that although the
American Society of Parenteral and Enteral Nutrition identified MCT containing oils
as a potentially beneficial additive to lipid emulsions [46], further studies are
required to better assess the effect of MCT, LCT, and a mixture of LCT/MCT on the
pivotal protective effect on the endothelial on the vascular system. Considering

previous reports, in our current study, Lipidem® MCT/LCT-mediated enhanced
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inhibition of bradykinin-induced NO- and EDH-mediated relaxation may be
associated with differences in fatty acids components that are contained in lipid
emulsion such as increased medium-chain fatty acids and decreased long-chain
fatty acids. Our data may have clinical implications. Lipid emulsions are frequently
used for parenteral nutrition and triglycerides esterified with fatty acids with a chain
longer than 16 carbons atoms are commonly used. These emulsions contain not
only a greater proportion of linoleic acid, which is natural precursor of the series 2

prostaglandins [47].

In conclusion, the present findings indicate that lipid emulsions containing
medium chain triglycerides (MCTs) including Lipidem® and Medialipid® significantly
blunted the bradykinin-induced endothelium-dependent relaxation in porcine
coronary artery rings and that this effect is due, at least in part, to an increased
vascular level of oxidative stress involving COX, NADPH oxidase, uncoupled eNOS
and the mitochondrial respiration chain, which promotes endothelial dysfunction by

decreasing both the NO and the EDH components.
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Figure legends

Fig. 25 Effect of lipid emulsions on the vascular reactivity to bradykinin (a, c),
sodium nitroprusside (b) and serotonin (d) in porcine coronary artery rings with or
without endothelium. Coronary artery rings were incubated with either Intralipid®,
Medialipid®, ClinOleic®, Lipidem®, or SMOFlipid® for 30 min before contraction with
U46619, an analogue of thromboxane A2, and subsequent relaxation to bradykinin
(BK), sodium nitroprusside (SNP). The effect of 1% Lipidem® on the concentration-
contraction curve to serotonin (5-HT) (d) or U46619 (e) in endothelium-intact and —
denuded coronary artery rings and the level of precontraction induced by U46619 in
control and Lipidem® 1%-treated coronary artery rings with endothelium before the
construction of a concentration-dependent relaxation to bradykinin (f). Rings were
exposed to 1% Lipidem® for 30 min before the construction of a concentration-
induced contraction curve to U46619. Results are shown as mean + SEM of 7-9

different experiments. *P < 0.05 versus control rings.

Fig. 2 Characterization of the Lipidem®-induced endothelial dysfunction in coronary artery
rings. Coronary artery rings with a functional endothelium were incubated with Lipidem® 1%
(v/v) for 30 min before contraction with U46619. NO-mediated relaxations were determined
in the presence of indomethacin (10 uM) and charybdotoxin plus apamin (both at 100 nM)
to avoid the participation of vasoactive prostanoids and EDH, respectively (a). EDH-
mediated relaxations were assessed in the presence of indomethacin (10 uM) and NC-nitro-
L-arginine (300 pM) to rule out the formation of vasoactive prostanoids and NO,
respectively (b). The role of cyclooxygenase-derived vasoactive prostanoids was
determined in the presence of indomethacin (10 puM) (c). Results are shown as means +

SEM of 5-7 different experiments. P < 0.05 versus control, *P <0.05 versus Lipidem® 1%.

Fig. 3 Role of oxidative stress in the endothelial dysfunction induced by Lipidem®. Coronary
artery rings with endothelium were incubated with Lipidem® and an antioxidant N-
acetylcysteine (NAC, 100 uM (a), native superoxide dismutase (SOD, 500 U/mL or a
membrane-permeant SOD mimetic (MnTMPyP, 100 uM (b), native catalase (CAT, 500
U/mL,) or a membrane-permeant catalase (PEG-CAT, 500 U/mL (c) for 30 min before
contraction with U46619. The results are expressed as mean + SEM of 5-7 different

experiments. *P < 0.05 versus Lipidem® 1 %.
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Fig. 4 Role of transition metals in the endothelial dysfunction induced by Lipidem®.
Coronary artery rings with endothelium were incubated with Lipidem® and either
with the copper chelating agents: neocuproine (10 puM), bathocuproine (10 uM), or
tetrathiomolybdate (TTM, 10 pM) ((a), the zinc chelator L-histidin (50 yM), or the
iron chelator deferoxamine (50 uM) (b) for 30 min before contraction with U46619.
The results are expressed as means + SEM of 7-9 different experiments. "P < 0.05

versus Lipidem® 1%.

Fig. 5 Lipidem®-induced oxidative stress in coronary artery sections. Cryosections of
coronary arteries were incubated with Lipidem® 1% (v/v) at 37°C for 30 min in the presence
or absence of either superoxide dismutase (SOD, 500 U/mL), PEG-SOD (500 U/mL),
catalase (500 U/mL) or PEG-catalase (500 U/mL) for 30 min before the addition of
dihydroethidium (DHE, 2.5 uM). Thereafter, the level of fluorescence was determined by
confocal microscopy. Upper panels show representative fluorescence staining; lower
panels corresponding cumulative data for endothelial staining. Results are shown as means
+ SEM (n = 5). "P < 0.05 versus control, *P <0.05 versus Lipidem® 1%.

Fig. 6 Role of transition metals in the vascular oxidative stress induced by Lipidem®. Frozen
coronary artery sections were exposed to either a copper chelating agents such as
neocuproine (Neo, 10 uM), bathocuproine (Batho, 10 uM), tetrathiomolybdate (TTM, 10
UM), an iron chelating agent deferoxamine (Defero, 50 uM), or a zinc chelating agent L-
histidine (Hist, 50 uM) at 37°C for 30 min before staining with dihydroethidium (DHE, 2.5
UM). Thereafter, ethidium fluorescence was determined by confocal microscopy. Upper
panels show representative fluorescence staining; lower panels corresponding cumulative
data for endothelial staining. Results are shown as means + SEM (n = 5). ‘P < 0.05 versus

control, *P<0.05 versus Lipidem® 1%.

Page 149



Fig. 7 Role of several sources of oxidative stress in the Lipidem®-induced vascular
oxidative stress. Frozen coronary artery sections treated with Lipidem® were
exposed either to indomethacin (Indo, cyclooxygenase inhibitor, 10 uM), L-NA (NO
synthase inhibitor, 300 uM), VAS-2870 (NADPH oxidase inhibitor, 10 pM), or
inhibitors of the mitochondrial respiration chain (KCN 1 uM, myxothiazol 0.5 yM and
rotenone 1 pM) at 37°C for 30 min before staining with dihydroethidium (DHE,
2.5uM) (a). Thereafter, ethidium fluorescence was determined by confocal
microscopy. Upper panels show representative fluorescence staining; lower panels
corresponding cumulative data for endothelial staining. Lipid emulsions containing
MCTs increase the vascular formation of superoxide anion (O2°) assessed by
electron paramagnetic resonance in intact porcine coronary artery rings (b).

Results are shown as means + SEM (n = 4). ‘P < 0.05 versus control, *P<0.05 versus
Lipidem® 1%.
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Tables

Table 1 Oil source of the different lipid emulsions [23, 48]

Intralipid® Medialipid® ClinOleic® Lipidem® SMOFLipid®

Oil source (% by

weight)

Soybean oil (LCT) 100 50 20 40 30
Coconut oil (MCT) 0 50 0 50 30
Fish oil (n-3) 0 0 0 10 15
Olive oil (n-9) 0 0 80 0 25
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Table 2 Composition of the different lipid emulsions [23, 49, 50]

Intralipid® Medialipid® ClinOleic® Lipidem® SMOFLipid®

Typical FA composition
(% of total FA)
Caproic 6:0 0.5 Trace
Caprylic 8:0 28.5 30.0 10.0
Capric 10:0 20.0 19.5 11.0
Lauric 12:0 1.0 Trace
Myristic 14:0 Trace 0.5 1.0
Palmitic 16:0 11.0 7.5 12.0 6.0 10.0
Stearic 18:0 4.0 2.0 2.0 25 3.5
Palmitoleic 16:1n-7 1.5 0.5 1.5
Oleic 18:1n-9 24.0 11.0 62.0 8.0 31.0
Linoleic 18:2n-6 53.0 29.0 19.0 24.5 20.0
a-linolenic 18:3n-3 8.0 4.5 2.5 3.5 2.0
Arachidonic 20:4n-6
Eicosapentaenoic 20:5n-3 3.5 3.0
Docosapentaenoic 22:5n-3 3.0 Trace
Docosahexaenoic 22:6n-3 25 2.0

n-3/n-6 0.15 0.16 0.13 0.51 0.35
a-tocopherol (uM) 87.0 502.0 75.0 562.0 500.0

(mg/100 mL) 3.75 21.62 3.23 24.21 21.54

FA: Fatty acids

Page 152




Figures

Fig 1. Effect of lipid emulsions on the vascular reactivity to bradykinin (a, ¢), sodium

nitroprusside (b) and serotonin (d) in porcine coronary artery rings with or without

endothelium
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Fig. 2 Characterization of the Lipidem®-induced endothelial dysfunction in coronary

artery rings
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Fig. 3 Role of oxidative stress in the endothelial dysfunction induced by Lipidem®
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Fig. 4 Role of transition metals in the endothelial dysfunction induced by Lipidem®
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Fig. 6 Role of transition metals in the vascular oxidative stress induced by Lipidem®
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Fig. 7 Role of several sources of oxidative stress in the Lipidem®-induced vascular
oxidative stress
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DISCUSSION GENERALE

Etude 1

1. Rationnel de I’utilisation de ’EPA:DHA 6:1

Dans cette étude, nous avons montré les effets potentiels de la formulation EPA:DHA
6:1 d’oméga-3 utilisée pour la premiere fois dans un modele animal d’hypertension
pulmonaire modérément evolutive. En effet, de nombreuses études épidémiologiques,
fondamentales et cliniques indiquent que les acides gras de la série oméga-3 (EPA, DHA)
jouent un réle important dans la prévention et le traitement de nombreuses pathologies
cardiovasculaires telles que 1’athérosclérose, le syndrome métabolique et I’hypertension
artérielle (Auger et al., 2016; Kromhout et al., 2012; Shimokawa et al., 1988). Ces effets
bénéfiques sont en grande partie expliqués par leurs potentiels vasodilatateurs directement lies
a des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Cottin et al., 2011).

Les travaux précédemment menés dans notre laboratoire ont permis de mettre en
évidence la supériorité de la formulation EPA:DHA 6:1 a induire des relaxations dépendantes
de I’endothélium sur des modeles de vaisseaux isolés et a stimuler la production de monoxyde
d’azote (NO) au niveau des cellules endothéliales en culture (Zgheel et al., 2014). Tres peu
d’études se sont intéressées a I’intérét de I’EPA et le DHA dans la circulation pulmonaire.

Au cours de ce travail de thése, nous avons cherché a montrer la capacité de la
formulation optimisée EPA:DHA 6:1 a prévenir I’hypertension pulmonaire dans un modéle
expérimental chez le rat. Nous avons étudié la physiopathologie de I’HTAP induite par
I’injection de MCT, associée a la dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire

pulmonaire, I’inflammation et le stress oxydant vasculaire pulmonaire.
2. Le choix du modele d’HTAP induit par la MCT chez le rat

Le modéle de rat-monocrotaline est souvent utilisé pour 1’étude des modifications
fonctionnelles et structurales de [D’artére pulmonaire associées a I1’hypertrophie et
I’insuffisance du VD. La MCT induit une HTAP seévere au bout de 3 a 4 semaines,
caractérisée d’une lésion vasculaire pulmonaire suivie d’une hypertrophie de la média, une

infiltration inflammatoire de I’adventice, une fibrose intimale des arteres pulmonaires et une
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augmentation des RVP aboutissant a une dilatation et a une insuffisance cardiaque droite en
quelques semaines (Dumitrascu et al.,, 2011; Ryan et al., 2011). Les mécanismes
toxicologiques parmi lesquels la MCT initie les anomalies pulmonaires ne sont pas encore
totalement élucidés. Néanmoins, les phénomenes liés a son ingestion ont permis de faire
évoluer les recherches sur ’HTAP, sachant qu’elle induit une inflammation séveére du tissu
pulmonaire (Henriques-Coelho et al., 2008). La MCT est un alcaloide pyrrolizidinique
macrocyclique, métabolisée dans le foie par le cytochrome P450 (CYP450) en sa forme
active, la monocrotaline-pyrrole. Ce dernier circule jusqu’au poumon ou elle induit des
Iésions et de la fibrose vasculaire pulmonaire associées a une activation des réponses
inflammatoires et du stress oxydant (Schultze et al., 1998; Wilson et al., 1989). Au niveau du
ceeur, il s’ensuit une hypertrophie du VD (Nogueira-Ferreira et al., 2016). Toute molécule
capable d’inhiber le CYP450 (CYP3A4) peut bloquer la formation de monocrotaline-pyrrole
dans le foie et donc limiter ses effets au niveau du poumon. Ce type de blocage est écarté dans
notre modele de traitement préventif a I’oméga-3 car il a été démontré dans un modele
d’HTAP induite par I’hypoxie chronique, que le DHA prévient 1’augmentation de la pression
systolique du VD et inhibe le remodelage des artérioles pulmonaires (Yan et al., 2013). Les
dérivés d’oméga-3 n’ont pas montré dans la littérature de blocage du CYP450 ou une
inhibition de la formation du métabolite actif de la monocrotaline-pyrrole avant méme qu’ils
n’arrivent au poumon pour induire la maladie. D’ailleurs, la superfamille des CYP450 sont
impliqués dans la biosynthése des oméga-3 et leurs effets bénéfiques sur le systeme
cardiovasculaire (Westphal et al., 2015). L’HTAP induite par I’injection de MCT ressemble a
la forme humaine par sa gravité hémodynamique, anatomo-pathologique et sa mortalité
naturelle particulierement élevée (Schultze et al., 1998 Wilson et al., 1989). Nous avons donc
choisi ce modéle dans notre étude pour sa bonne reproductibilité, son codt faible et la rapidité
de son évolution. Les mécanismes impliqués dans le développement de I’HTAP induite par
I’injection de MCT ne sont pas totalement identifies. Cependant, la dysfonction endothéliale,
le stress oxydant et I’inflammation restent toujours des éléments clés impliqués dans la
pathogeéne de ’HTAP.

3. EPA:DHA 6:1 prévient les modifications des parametres hémodynamiques

Dans notre étude, nous avons montré qu’apres 21 jours suivant I’injection de MCT, les
rats du groupe MCT présentent une hypertension pulmonaire, qui se traduit par une forte
augmentation de la PAPm allant de 16 mmHg chez les rats du groupe contréle a 38 mmHg

pour les rats sous MCT, mesurée par cathétérisme cardiaque droit. Ceci est corrélé a une
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augmentation significative de la pression systolique du VD et une diminution du débit
cardiaque. Par contre, il n’y aucun effet de 1’injection de MCT sur la circulation systémique
comme le montre les résultats sur la fréquence cardiaque, la pression artérielle moyenne et la
fraction d’¢jection du VG. Nous sommes donc dans un modele d’insuffisance du VD et que la
MCT est sans effet sur le coeur gauche. Le traitement des rats MCT avec I’EPA:DHA 6:1 a
prévenu significativement 1’élévation des pressions pulmonaires ainsi que la diminution du

débit cardiaque.
4. EPA:DHA 6:1 prévient le remodelage ventriculaire droit

Le remodelage du VD est évalué en Doppler cardiaque et en histologie. Les paramétres
échographiques mesurées 3 semaines apres injection de MCT montraient chez les rats une
dilatation significative du VD caractérisée par 1’augmentation de surface et le diameétre
cavitaire du VD en télé-diastolique par rapport aux rats du groupe contréle. La dilation du VD
est associée a une diminution significative de la fraction de raccourcissement en surface du
VD affirmant ainsi un dysfonctionnement de ce dernier. Nous avons évalué I’hypertrophie du
VD par la majoration de I’index cardiaque appelé également indice de Fulton calculé suivant
le rapport du poids du VD sur la somme du poids du VG + S. Les rats MCT présentent une
augmentation significative de 1’indice de Fulton qui s’éléve de 0,22 chez les rats du groupe
controle a 0,56 pour les rats sous MCT. Cette hypertrophie du VD est confirmée par
I’augmentation de I’index cardiaque calculé suivant le rapport du poids du VD sur le poids
corporel du rat. Les analyses d’histologies révélent que I’injection de MCT induit une forte
hypertrophie des cardiomyocytes au niveau du VD caractérisée par une augmentation
significative des surfaces de ces cardiomyocytes comparés aux rats contrdles. La dilatation
significative du VD dans le groupe des rats MCT entrainait une modification des parametres
morphologiques du VG avec une diminution du diametre cavitaire gauche a cause de
I’interaction bi-ventriculaire, sans pour autant modifier son fonctionnement. Par contre, il n’y
a aucune répercussion de I’injection de MCT sur les cardiomyocytes du VG, confirmant ainsi

que la MCT est sans effet sur le cceur gauche.

L’EPA:DHA 6:1 a un effet bénéfique sur ’hémodynamique du coeur droit en prévenant
I’augmentation de la pression systolique du VD et protége le coeur des altérations
fonctionnelles et structurales induites par la MCT en prévenant la dilation et I’hypertrophie du
cceur droit et la diminution du FAC. Ce modele de rat MCT a été validé sur une étude recente
caractérisée par une hypertrophie du VD (Imoto et al., 2016; Lambert et al., 2015). Il a été

montré que le traitement a 1’oméga-3 prévient significative 1’hypertrophie cardiaque droite,
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quantifiée par la majoration de I’indice de Fulton, couramment utilisé pour confirmer la
sévérité d’HTAP expérimentale (Mam et al., 2010; Tual et al., 2006).

5. EPA:DHA 6:1 prévient le remodelage de ’artére pulmonaire

Le remodelage de I’artére pulmonaire principale est évalué en Doppler pulsé par la
mesure des diamétres et du flux d’¢jection pulmonaire. Les rats MCT présentent une
hypertrophie pariétale de I’artére pulmonaire associée a une augmentation plus importante de
son diametre télé-diastolique. L’aspect de I’enveloppe du flux pulmonaire est caractérisé par
un épaulement et une diminution significative du temps d’accélération de I’artére pulmonaire
témoignant d’une hypertension pulmonaire pulsative associée a 1’augmentation des RVP
estimés par le rapport de la vélocité de I’insuffisance tricuspidienne sur I’intégrale temps
vitesse (ITV) sous flux pulmonaire. Nous avons evalué le remodelage des artérioles
pulmonaires en histologie et immunohistochimie. Les rats MCT présentent une forte
hypertrophie de la média des artérioles pulmonaires avec une obstruction nette de la lumiere
artériolaire. Cette hypertrophie de la média est plus prononcée sur les plus petites arteres
pulmonaires de diametre inférieur a 50 um. Ce remodelage artériolaire pulmonaire est marqué
par un début de la fibrose et une forte muscularisation de la paroi artériolaire détectée par

I’alpha actine.

Les résultats obtenus par échocardiographie montrent que le traitement avec EPA:DHA
6:1 empéche les changements morphologiques au niveau de l’artére pulmonaire tels que
I’aspect d’épaulement au niveau du flux d’éjection pulmonaire, la diminution du temps
d’accélération (PATT) et rétablit les RVP. Les analyses histologiques de coupes de poumons
de rats MCT montrent que EPA:DHA 6:1 prévient 1’obstruction des artéres pulmonaires en
empéchant fortement 1’hypertrophie de la paroi des artérioles. Le traitement avec EPA:DHA
6:1 a réduit la muscularisation de la paroi des petites artérioles pulmonaires inférieure a 50

pum de diameétre.
6. EPA:DHA 6:1 prévient les réponses inflammatoires induites par la MCT

L’inflammation et la réponse immunitaire jouent un role déterminant dans I’initiation
des altérations morphologiques et fonctionnelles de 1’artéere pulmonaire dans I’HTAP
(Wrigley et al.,, 2011). En effet, des infiltrats composés de cellules inflammatoires
mononuclées (macrophages, lymphocytes T et B et cellules dendritiques) ont été mis en

évidence autour des lésions vasculaires pulmonaires dans ’HTAP humaine et expérimentale
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(Huertas et al., 2014; Voelkel et al., 1998). Il a été démontré dans le modéle d’HTAP induite
par la MCT chez le rat, une activation des réponses inflammatoires associées aux remodelages
vasculaires severes qui caractérisent la maladie (Li et al., 2016).

Nous avons mis en évidence le role de I’inflammation dans le remodelage des artérioles
pulmonaires en immunohistochimie. Les résultats montrent que le remodelage des artérioles
pulmonaires est marqué par une forte infiltration en périvasculaire et dans les cloisons
alvéolaires de macrophages détectés par le CD68 [ED-1] et une infiltration de lymphocyte T
détectée par le CD3. Nous avons également montré que 1’hypertrophie des cardiomyocytes du
VD est accompagnée d’une infiltration significative de macrophages. Le traitement a
I’oméga-3 prévient significativement les infiltrations de macrophages et de lymphocytes. Nos
résultats suggérent que 1’oméga-3 via l'inhibition de l'infiltration des macrophages et des
lymphocytes T, contribue probablement a protéger le systéme artériel pulmonaire contre les
altérations et le remodelage vasculaires a l'origine de 'HTAP et de I'athéro-thrombogénese
induits par la MCT. Les mécanismes par lesquels les oméga-3 altérent les réponses
inflammatoires ne sont pas clairement établis dans cette étude. En fait, il a ét¢ montré que
I’EPA et le DHA s’incorporent dans les phospholipides des membranes plasmiques cellulaires
et entrent en compétition avec le métabolisme de I’AA au niveau enzymatique (COX et LOX)
et donnent des métabolites eicosanoides anti-inflammatoires (Lorente-Cebrian et al., 2013).
Par ailleurs, il est clairement démontré dans la littérature que les oméga-3 possédent des
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Kromhout et al., 2012). Une récente étude
menee sur un modéle d’HTAP induite par la MCT, traité avec ’acide docosapentaénoique
(231 mg/kg), un métabolite intermédiaire entre I’EPA et le DHA, confirme le réle bénéfique
de ces composants sur la réponse inflammatoire au niveau du remodelage artériolaire
pulmonaire. Ces travaux ont mis en évidence une diminution de I’activation de NF-kB et de la
p38 MAPK, conduisant a une réduction des métalloprotéinases MMP2 et MMP9 (Morin et
al.,, 2014). Des données récentes ont par ailleurs montré que les oméga-3 pouvaient
également exercer leur effets anti-inflammatoires par 1’intermédiaire de médiateurs lipidiques
dont ils sont les précurseurs tels que la résolvine E1 (dérivé de I'EPA) et la protectine D1
(dérivé du DHA) (Hiram et al., 2014; Schwab et al., 2007; Serhan et al., 2008). Les effets
bénéfiques de la formulation EPA:DHA 6:1 pourraient découler de leurs propriétés anti-
inflammatoires (Morin et al.,, 2014) montrant que [I’acide docosapentaénoique
monoacylglycéride (MAG-DPA) réduit I’inflammation et le remodelage artériolaire
pulmonaire dans ’'HTAP expérimentale induite par la MCT (Morin et al., 2014). L’EPA et

DHA incorporés dans la membrane cellulaire, inhibent la production des cytokines pro-
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inflammatoires (IL-1, IL-6, TNFa) et la migration des cellules inflammatoires participant
ainsi au controle endogéne de 1’inflammation remplagant les acides gras polyinsaturés n-6
(AA) comme substrat pour la synthése des métabolites pro-inflammatoires (Bannenberg et al.,
2005).

7. EPA:DHA 6:1 prévient le stress oxydant induit par la MCT

Par ailleurs, nous avons vu dans la partie introduction de ce memoire qu’il existe un lien
étroit entre I’inflammation, le stress oxydant et le remodelage vasculaire pulmonaire dans
I’HTAP. (Crosswhite et al., 2010). Le stress oxydant est impliqué dans la pathogénése de la
dysfonction circulatoire et la défaillance cardiague, notamment par le biais d’une
amplification potentielle des réponses pro-inflammatoires conduisant ainsi a un remodelage
intense des artéres pulmonaires (Dorfmuller et al., 2011). Nous avons montré au niveau des
sections de poumons de rats traités a la MCT en utilisant la sonde fluorescente
dihydroéthidium, une augmentation de la formation in situ des ROS. La caractérisation du
stress oxydant implique de nombreuses voies enzymatiques notamment la NADPH oxydase,
des cyclooxygénases, la eNOS découplée et la chaine respiratoire mitochondriale comme
sources majeures des ROS. La production accrue des ROS par la NADPH oxydase et une
augmentation de I’expression de diverses sous-unités de la NADPH-oxydase (p22P"*, nox1,
nox2) a été identifiée dans les artérioles pulmonaires issues de rats traités a la MCT et initie le
phénomeéne de découplage de la eNOS (Barman et al., 2014). Nous avons confirmé la forte
production de I’anion superoxyde sur des segments de poumons de rats MCT par la technique
de résonance paramagnétique électronique en utilisant le CMH de la famille
d’hydroxylamine, un piégeur de spin. Le traitement a I’oméga-3 a prévenu la forte production
des ROS. Les résultats confirment la production accrue du NO radicalaire et de 1’anion
superoxyde sur les segments de poumons de rats du groupe MCT et permet de mieux
comprendre I’implication du stress oxydant dans la pathogénése de ’'HTAP induite par la
MCT. Nous avons effectivement mis en évidence par immunofluorescence, une augmentation
du niveau d’expression des sous-unités transmembranaires de la NADPH oxydase (p22P"* et
p47P"%) des cyclooxygénases, et de I’eNOS découplée sur des sections de poumons de rats
traités a la MCT. Nos résultats démontrent que la formulation optimisée EPA:DHA 6:1
prévient le stress oxydant et la surexpression des protéines telles que les sous-unités de la
NADPH oxydase (p22P"°% et p47P"®), des cyclooxygénases, la eNOS découplée médiés dans
I’activation du stress oxydant vasculaire. Compte tenu du réle du stress oxydant vasculaire

dans le remodelage pulmonaire et la dysfonction ventriculaire droite, les effets bénéfiques de
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la formulation EPA:DHA 6:1 pourraient aussi découler de leurs propriétés antioxydantes. Il a
été montré dans la littérature que ’EPA et le DHA peuvent potentiellement influencer les
marqueurs de I’inflammation (IL-1, IL-6, TNFa) et le stress oxydant liés a 1’hypertension
artérielle chez le rat SHR (Molinar-Toribio et al., 2015). Une étude récente a montré sur des
arteres pulmonaires humaines (APH) cultivé in vitro que la RvD1, un métabolite actif du
DHA, prévient significativement 1’hyperréactivité des APH induite par les réponses pro-
inflammatoires au TNFa et I’IL-6 (Hiram et al., 2015).

8. EPA:DHA 6:1 prévient la surexpression des récepteurs de ’ET-1

On sait que I'ET-1 est pro-inflammatoire et pro-oxydant (Schiffrin et al. 2010).
Plusieurs études ont démontré que I’ET-1 est un acteur majeur de la pathogénese de I’'HTAP
(Eddahibi et al., 2001). L’ET-1 est puissant vasoconstricteur sécrété en conditions normales
par les CE (Stewart et al., 1991). Il a été observé chez les patients atteints d’HTAP, une
augmentation de la synthése d’endothéline-1 par les cellules endothéliales. Le niveau de la
surproduction d’ET-1 est corrélé avec la gravité de la maladie. L’ET-1 est un puissant
vasoconstricteur des CML, possédant également des propriétés mitogenes et hypertrophiques.
Il aggrave I’inflammation vasculaire pulmonaire en augmentant la perméabilité membranaire,
I’adhésion cellulaire ainsi que la production de cytokine pro-inflammatoire. Elle active les
voies de signalisations intracellulaires impliquées dans 1’augmentation de la contraction
(Agapitov et al., 2002). Il s’ensuit une vasoconstriction soutenue des artéres pulmonaires et
une activation de la prolifération menant au remodelage artériel (Giaid et al., 1993). Certains
traitements comme le Bosentan, un antagoniste mixte des récepteurs ETa et ETg de I’ET-1,
sont susceptibles d'inhiber le remodelage des petites arteres pulmonaires induit par I’ET-1
chez les rats traités a la MCT (Rubin et al., 2002). Une étude récente a montré sur des études
de la réactivité vasculaire réalisée sur des anneaux d’artére pulmonaire humaine que la
résolvine et le MAG-DHA prévient significativement la vasoconstriction induite par ’ET-1
en réponse a I’analogue du thromboxane, le U46619 (Hiram et al., 2015). Nous avons testé
I’implication de I’ET-1 dans notre modéle d’HTAP par immunofluorescence a travers
I’expression de son récepteur ETa et ETg situé au niveau des CML. Les rats traités a la MCT
présentaient une surexpression des récepteurs de I’ET-1 (ETa et ETg) au niveau de la media,
qui a été significativement prévenu par le traitement a I’EPA:DHA 6:1. Les résultats
suggérent que 1’activation du systéme ET-1 participe a la vasoconstriction, au remodelage

artériel pulmonaire et cardiaque droit observé dans I’HTAP induit par I’injection de MCT,

Page 165



9. EPA:DHA 6:1 prévient la dysfonction endothéliale

Il est aujourd’hui bien établi que la dysfonction endothéliale constitue un élément
majeur de la pathogénése de I’HTAP. La dysfonction endothéliale résulte en un défaut de
production de substances vasodilatatrices et antiprolifératives telles que le NO et la PGl et a
une surproduction de substances vasoconstrictrices et mitogenes telles que ’ET-1 et le TXA,
stimulant également la prolifération des CML vasculaires pulmonaires et des fibroblastes
ainsi qu’a la thrombose artérielle. Ces anomalies provoquent un remodelage vasculaire
pulmonaire (Houtchens et al., 2011). La dysfonction endothéliale est également caractérisée
par I’activation des réponses pro-inflammatoires associée au stress oxydant vasculaire
exacerbant le remodelage vasculaire pulmonaire (Leopold et al., 2016). Le NO induit une
relaxation des CMLV en activant la guanylyl cyclase (GCs), ce qui accroit la concentration
intracellulaire du GMPc (guanosine monophosphate cyclique). En accord avec les donnees
rapportées dans la littérature, une altération de la fonction endothéliale de I’artére pulmonaire
a été observée sur le groupe des rats MCT. Nous avons montré sur les anneaux d’artére
pulmonaire principale des rats exposés & MCT, une diminution significative de la contraction
en réponse a la phényléphrine et de la relaxation dépendante de I’endothélium en réponse a
I’acétylcholine. Ce qui indique une induction d’une dysfonction vasculaire pulmonaire par
I’injection de MCT.

Le traitement a ’oméga-3 améliore partiellement mais significativement la relaxation
dépendante de I’endothélium. Par contre, aucune amélioration n’a été observée sur la réponse
contractile des CML. Nous avons caractérisé¢ I’altération de la relaxation dépendante de
I’endothélium en présence et en absence de L-NA, un inhibiteur de la eNOS. Dans les
groupes contrbles, en présence de L-NA, la relaxation dépendante de 1’endothélium est
significativement inhibée. Ce qui indique que la relaxation de l’artere pulmonaire est
majoritairement NO-dépendante. L'effet vasodilatateur NO-dépendant contrebalance ou
s'oppose a un effet vasoconstricteur. Le NO joue un réle important dans le contrble de la
synthése et/ou la sécrétion d'ET-1 (Bode-Boger et al. 1996 ; Quaschning et al. 2003). Dans les
rats des groupes MCT, en présence de L-NA, la relaxation dépendante de 1’endothélium est
fortement inhibée. Finalement, nous avons constaté une réponse contractile a 1’acétylcholine
en absence et en présence de L-NA, un phénomeéne observé dans des nombreuses pathologies
comme dans le cas de I’hypertension artérielle systémique induite a 1’ Angiotensine Il chez le
rat (Zahid et al., 2016). Ceci est d0 a la production des prostanoides vasoconstricteurs ou les

EDCFs (les facteurs vasoconstricteurs dérivés de I'endothélium).
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Nous avons montré que la MCT a induit une surproduction des ROS et une
surexpression des COX. Ce qui altere la relaxation dépendante du NO de I’artére pulmonaire
principale en réponse a I’ACh. L’oméga-3 prévient la diminution de la relaxation dépendante
du NO en réponse a I’ACh. Nos résultats soulignent le role du stress oxydant sur le
découplage de la eNOS, diminuant ainsi la production de NO. Ces premiers résultats
suggérent que la formulation EPA:DHA 6:1 exerce des effets vasoprotecteurs médiés
vraisemblablement par une augmentation de la production de NO. Les mécanismes
responsables de la dysfonction endothéliale et du remodelage artériole pulmonaire sont en
partie liés a des réponses inflammatoires, au stress oxydant et a la libération de facteurs
endothéliaux vasoconstricteurs comme I’ET-1, D’angiotensine II ou les prostanoides
vasoconstricteurs dérivées de I’acide arachidonique produites par des cyclooxygénases (PGEx,
TXA:?) (Gryglewski et al., 2001; Leopold et al., 2016). De plus, I’infiltration des macrophages
et des lymphocytes T dans la paroi périvasculaire pulmonaire contribue probablement avec
l'augmentation de l'activité de la NADPH oxydase, a la production des ROS et d'anions
superoxydes qui réagissent avec le NO dérivé de I'endothélium, pour en abaisser sa
biodisponibilité et contribuer a la dysfonction endothéliale (Touyz et al. 2005). Nous avons
montré dans le laboratoire que la formulation EPA:DHA 6:1 diminue I’expression de la
NADPH oxydase vasculaire et améliore la voie Akt/eNOS phosphorylée (Zgheel et al., 2014).
La formulation EPA:DHA 6:1 probablement via les résolvines qui en dérivent, améliorent la
dysfonction endothéliale induite par la MCT. Ces résultats confirment ceux d’autres travaux,
montrant le role des résolvines dérivés de I’EPA et du DHA dans la normalisation de I’
hyperréactivité des arteres pulmonaires humaines et la résolution de I’inflammation (IL-6,
TNFa) pour la prévention de ’'HTAP (Hiram et al., 2015).

10. Mode d’action des oméga-3

Dans notre étude, nous avons développé un traitement préventif de ’HTAP induite par
la MCT, car le risque de décés est majeur une fois que la pathologie s’est installée.
L’EPA:DHA 6:1 prévient I’hypertension pulmonaire et les altérations cardiovasculaires
notamment la dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire pulmonaire, I’inflammation
et le stress oxydatif. Les mécanismes sous-jacents restent a clarifier, nous pouvons suggérer
que ’EPA:DHA prévient potentiellement les remodelages artériolaires par une inhibition de
la prolifération des CMLYV, des réponses inflammatoires et du stress oxydant. C’est pourquoi,
une identification des métabolites actifs des oméga-3 est nécessaire pour les travaux futurs.

En accord avec d’autres travaux, un effet vasodilatateur et anti-inflammatoire des résolvines
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et les protectines a été montré in vitro sur des artéres pulmonaires humaines (Morin et al.,
2009). De nombreux autres métabolites produits indirectement par les oméga-3 comme par
exemple, la PGl3 a un effet vasodilatateur supérieur par rapport a la PGl. qui est utilisé en
cliniqgue humaine pour traiter "HTAP (McLaughlin et al., 2009). Les métabolites de I’EPA et
du DHA ont des effets vasodilatateurs, anti-inflammatoires, anti-mitogéniques et
antiagrégants et réduisent I’hypertension artérielle (Singer et al., 2008). Ces effets vasculaires
pourraient activer les canaux potassiques calcium-dépendants et ATP-dépendants soit
directement, soit via I’activation de la protéine kinase A (Morin et al., 2009; Revermann et al.,
2009). Ces résultats sont en adéquation avec une étude expérimentale sur un modeéle de rats
atteints d”hypertension pulmonaire chronique qui montre une baisse du taux de mortalité chez
les rats hypoxiques, avec une diminution des modifications des parametres hémodynamiques
et morphologiques liées a I’hypoxie chronique (Houeijeh et al., 2011). Nous avons montré
dans I’introduction que la formulation EPA:DHA 6:1 entrainent une relaxation des artéres
coronaires en augmentant la production de substances vasodilatatrices et antiprolifératives le
NO et la PGI2 par une formation de ROS au niveau des cellules endothéliales stimulant la
phosphorylation des protéines kinases Src/PI-3K/Akt et DAG /PKC menant a ’activation de
la eNOS. Nos prochains travaux devraient confirmer ces hypothéses et s’intéresser ¢galement
au rble que pourraient avoir les omega-3 sur la voie ERK/MAPK impliquée dans la
prolifération des CMLYV et a leur capacité a activer les canaux potassiques voltage-dépendants
et les canaux potassium dépendants du calcium participant a la vasoconstriction et au

remodelage vasculaire pulmonaire.
11. la pertinence des oméga-3 chez I’ Homme

Le bénéfice apporté par le traitement EPA:DHA 6:1 est suffisamment important et
concerne la prévention de ’'HTAP expérimental chez le rat, la dysfonction endothéliale et le
remodelage cardio-pulmonaire, I’inflammation et le stress oxydant. Un certain nombre de
données obtenues chez I'homme ou sur un modéle animal s'accordent & décrire les
potentialités de ’EPA et du DHA a prévenir le remodelage vasculaire (Zanetti et al., 2015), la
dysfonction endothéliale (Auger et al., 2016), lI'inflammation chronique (Morin et al., 2013) et
le stress oxydant (Herrera et al., 2015) associés aux pathologies cardiovasculaires et a
I’HTAP. L’oméga-3 (EPA, DHA) a été prouvé dans la littérature dans des nombreuses études
cliniques a réduire la mortalité liée aux maladies cardiovasculaires. Les effets bénéfiques des
oméga-3 sur la santé sont attribués a leur capacité a corriger le syndrome métabolique

(hypertriglycéridémie, 1’hypercholestérolémie et 1’obésité), a reduire le risque de
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développement de la plaque d’athérome et les accidents vasculaires cérébraux associés, a
diminuer les arythmies cardiaques et les risques de survenu d’infarctus du myocarde (Cottin
et al., 2011; Kromhout et al., 2012). La consommation réguliére d’EPA et DHA est corrélée a
une amelioration des parametres hémodynamiques, la protection de la fonction endothéliale,
une diminution des réponses pro-inflammatoires et 1’agrégation plaquettaire (Abeywardena
and Head, 2001; Cottin et al., 2011; Kromhout et al., 2012).

Nous allons citer quelques exemples sur le rationnel de 1’utilisation des oméga-3 en tant que
médicament. L’Omacor®, une formulation d’oméga-3 contenant un rapport EPA:DHA 1,2:1,
est un meédicament qui a une AMM aux Etats-Unis dans le traitement des
hypertriglycéridémies endogénes et le traitement post-infarctus afin de réduire le risque
d’athérothrombose en prévention secondaire (Kar et al., 2014; Yusof et al., 2013). Nous avons
également le Vascazen® du laboratoire Pivotal Therapeutics, une formulation déposée d’EPA
et de DHA proche du ratio 6:1 destinée a compenser un déficit en oméga-3 chez les patients
atteint de maladies cardiovasculaires. Le Vascazen® est commercialisé aux Etats-Unis en
traitement adjuvent pour compenser un déficit en oméga-3 chez les patients atteints de
maladies cardiovasculaires. Cette formulation a montré une activité protectrice sur la fonction
endothéliale bien supérieure a celle de la formulation EPA:DHA 1:1 proche a celle de
1’Omacor® (Zgheel et al., 2014). Les propriétés cardiovasculaires des oméga-3 résulteraient de
leur capacité a réguler, via leurs métabolites oxygénés bioactifs (les eicosanoides),
I'expression des genes codant pour des enzymes du métabolisme énergétique (lipogenese,
glycolyse), les médiateurs de 1’inflammation (génes codant pour les adipokines et cytokines),
ainsi que pour les génes codant pour les molécules d’adhésion (Calder et al., 2013). L’EPA et
le DHA réduisent les genes codant pour les interleukines (IL-1, IL-6, IL-8), les molécules
d’adhérence cellulaire (VCAM-1, ICAM-1) et les molécules d’adhésion endothéliale
(sélectine-E) (Clarke et al., 1993; De Caterina et al., 1994; Tagawa et al., 1999). La
clarification des mécanismes potentiellement impliqués dans le bénéfice de la formulation
EPA:DHA 6:1 a prévenir le développement de ’HTAP chez le rat, permettrait dans 1’avenir
de lui proposer comme traitement adjuvant en prévention secondaire d’HTAP. Parallélement,
en association aux traitements de référence (incluant 1’époprosténol, le bosentan, ou le
sildénafil) comme le cas de 1’Omacor® dans le traitement adjuvant en prévention secondaire
de [D’infarctus du myocarde incluant les statines, les antiagrégants plaquettaires, les

bétabloquants et les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine.
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Etude 2

Dans cette étude, nous avons cherché a caractériser les processus impliqués dans la
dysfonction endothéliale induite par les émulsions lipidiques. La nutrition parentérale par les
émulsions lipidiques (mélange de TCL/TCM) ne peut plus étre considérée comme permettant
exclusivement de satisfaire les besoins énergétiques et structuraux d’acides gras essentiels, il
s’agit d’envisager les nutriments comme de véritables promoteurs de la santé. Cette
réorientation de la recherche en nutrition parentérale a consisté d’une part, & mettre en
évidence le role délétere de certaines émulsions lipidiques et a préciser les phénoménes
physiopathologiques impliqués et d’autre part, a déterminer les qualités des acides gras

polyinsaturées potentiellement bénéfiques pour la santé.

Nous avons fait une approche pharmacologique ex vivo loin des contextes
physiopathologiques observés chez les patients en état d’agression nécessitant une nutrition
parentérale. Nous avons comparé les effets des différentes formulations d’émulsions
lipidiques utilisées en nutrition parentérale au niveau d’anneaux d’artéres coronaires de porc.
Nos premiers résultats ont montré que des concentrations croissantes de bradykinine induisent
une relaxation maximale dépendante de I’endothélium sur les anneaux contrdles. Nous avons
montré que ’incubation d’anneaux d’artéres coronaires avec 1 % du Lipidem® Medialipide®,
Intralipide® et SMOFlipid® (mélange de TCL/TCM) pendant 30 min, réduit significativement
la relaxation dépendante de I’endothélium en réponse a la bradykinine. Par contre, le
ClinOléic a 1 % n’affecte pas la relaxation a la bradykinine. Ensuite, nous avons utilisé le
nitroprussiate de sodium (SNP), un donneur exogéne de NO, pour tester la sensibilité du
muscle lisse au NO. Les résultats n’ont montré aucune différence significative en présence de
ces formulations lipidiques. Ces résultats sont en accord avec la littérature, puisque il a été
montré qu’une incubation d’anneaux d’artéres fémorales de rat pendant 20 min avec
Intralipid® & 1 % induit une dysfonction endothéliale (Nathanson et al., 2009). De plus, il a été
mis en évidence in vivo que la perfusion d’Intralipide® entrainait une dysfonction endothéliale
en réponse au chlorure de méthacholine (Mch) associé a 1’augmentation des acides gras

circulants (Steinberg et al., 1997).

Nous avons sélectionné le Lipidem® pour la suite des travaux de caractérisation parce
qu’il a montré une altération de la fonction endothéliale supérieure par rapport aux autres
formulations d’émulsions. Nous avons cherché a mettre en evidence son effet délétere sur la
réactivité vasculaire d’artére coronaire Vis-a-vis de la réponse des différents outils

pharmacologiques. Nous avons testé la réponse contractile a la sérotonine sur des anneaux
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d’artéres coronaires en présence et en I’absence de ’endothélium. Les résultats ne montraient
pas de différence significative entre les différentes formulations.

En effet, la bradykinine induit une relaxation dépendante de 1’endothélium assuréepar la
composante NO et EDH. La caractérisation de la dysfonction endothéliale induite par le
Lipidem® a été réalisée par I’inhibition spécifique de différentes composantes de la relaxation
a la bradykinine. Pour mettre en évidence la composante NO, nous avons testé la relaxation a
la bradykinine en présence de la combinaison indométacine + charybdotoxine + apamine
(deux inhibiteurs des canaux potassiques calcium-dépendants de moyenne conductance IKca
et de faible conductance SKc.). La relaxation maximale a la bradykinine dans les conditions
contréles est diminuée significativement en présence du Lipidem®. Ceci montre que la
dysfonction endothéliale induite par le Lipidem® est liée en partie a une diminution de la
composante NO. La composante EDH de la relaxation a été testée en présence de la
combinaison indométacine + N®-nitro-L-arginine (L-NA), un inhibiteur de la NO synthase.
La vasodilatation dépendante de 1’endothélium a la bradykinine dans les conditions contréles
est diminuée significativement en présence du Lipidem®. Nous pouvons en déduire que la
dysfonction endothéliale induite par le Lipidem® en réponse & la bradykinine est donc liée a

une diminution des composantes NO et EDHF de la relaxation endothéliale.

Une autre possibilité, est de déterminer également si les EDCFs (facteurs
vasoconstricteurs dérivés de 1’endothélium) produits par 1’endothélium pourraient contribuer
a la dysfonction endothéliale. La plupart des EDCFs dérivent du métabolisme de I’AA par la
cyclooxygénase. Et de ce fait, nous avons testé cette hypothése en prenant 1’indométacine, un
inhibiteur de la cyclooxygénase. Les résultats montrent une amélioration significative de la
relaxation en présence de Lipidem®. Les prostanoides vasoconstricteurs sont donc impliqués
dans la dysfonction endothéliale induite par le Lipidem®. La dysfonction endothéliale induite
par les émulsions lipidiques est caractérisée par une diminution des relaxations dépendantes
de I’endothélium, mais aussi par une augmentation des réponses contractiles dépendantes de

I’endothélium.

Nous avons ensuite cherché a mettre en évidence le réle du stress oxydant dans la
dysfonction endothéliale induite par le Lipidem®. Nous avons utilisé la N-acétylcystéine
(NAC,) un antioxydant général et les résultats montrent une nette amélioration de la
relaxation en présence du Lipidem®. Ce résultat positif nous a amené a mettre en évidence la
nature des ROS. Nous avons utilisé la superoxyde dismutase (SOD) et MNnTMPyP son

analogue perméant membranaire permettant de mettre en évidence la présence d’anions
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superoxydes. La catalase et son analogue le PEG-catalase perméant membranaire, permettent
de mettre en évidence la présence du peroxyde d’hydrogene. Les résultats montrent une
amélioration significative de la relaxation a la bradykinine en présence du Lipidem®. Le stress
oxydant est donc impliqué dans la dysfonction endothéliale induite par le Lipidem®. Il a été
montré dans la littérature que 1’augmentation des acides gras circulants induit une dysfonction

endothéliale associée & un stress oxydant (Inoguchi et al., 2000; Pereira et al., 2015).

Nous avons également évalué I’implication du stress oxydant dans la dysfonction
endothéliale induite par les émulsions lipidiques, au niveau des sections des artéres coronaires
et nous nous sommes intéressés a la nature et aux sources enzymatiques vasculaires. Les
résultats montrent une forte production des espéces réactives de ’oxygeéne impliquant
plusieurs sources enzymatiques telles que les COXs, NADPH oxydase, la eNOS découplée et
la chaine mitochondriale. La dysfonction endothéliale induite par le Lipidem® est donc
caractérisée par une inhibition des composantes de relaxation (EDHF+NO), attribuée a une
production d’espéces réactives de 1’oxygéne pouvant entrainant ainsi la baisse de la
biodisponibilit¢ du NO par le découpage de la eNOS suite a I’oxydation du BHas, son

cofacteur principal.

L’effet de I’administration d’émulsions lipidiques sur les paramétres hémodynamiques
et la fonction endothéliale chez I’animal entier (choc septique) est présenté dans 1’article 3 en
annexe. La poursuite de ce travail consistera a déterminer si 1’ajout d’acides oméga-3
(proportion, rapport EPA/DHA) permet de réduire 1’altération de la fonction endothéliale et
de la formation endothéliale de NO induite par les émulsions lipidiques (cellules endothéliales

en culture, vaisseaux sanguins isolés, animal entier).

En effet, Ioptimisation de la composition des nutritions parentérales en émulsions
lipidiques constitue ainsi un enjeu majeur, afin de moduler la réponse inflammatoire chez les
patients critiques, a travers des modifications complexes de la composition et de la structure
de la membrane cellulaire et des récepteurs, de la synthese d’eicosanoides, de cytokines et de
I'expression de génes (Calder et al., 2011). En réanimation, principalement chez les patients
présentant un syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA), la supplémentation par des
émulsions lipidiques augmenterait la mortalité et le taux de complications notamment
pulmonaires (Heyland et al., 1998), en rapport avec des niveaux élevés d'acides gras n-6
acides gras dans les emulsions (Lekka et al., 2004). Cependant, I'huile de poisson pourrait
avoir des effets bénéfiques chez les patients septiques (Boisrame-Helms et al., 2015; Calder,

2003). Pour réduire les effets déléteres de 1’apport de doses élevées d’acides gras n-6, tout en
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remplacant la source énergétique glucidique par des lipides, des émulsions a base de mélanges
d'acides gras, notamment a base de TCM ou d’acides gras mono-insaturés (huile d'olive), ont
été administrées (Goulet et al., 2010; Waitzberg et al., 2006). Les récents résultats du
laboratoire et celles de la littérature ont montreé que les acides gras polyinsaturés (omega-3)
améliore la fonction endothéliale et augmente la formation de vasoprotecteurs (NO et EDH)
(Auger et al., 2016; Shimokawa et al., 1988; Zgheel et al., 2014). De ce fait, il est
vraisemblable que la présence d’acides oméga-3 EPA, DHA dans les émulsions lipidiques
pourrait non seulement permettre un apport énergétique, mais aussi protéger la fonction

endothéliale du patient sous nutrition parentérale.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’HTAP reste une pathologie fatale engageant le pronostic vital. Les traitements actuels
ne permettent pas de guérir cette maladie grave, en dehors de la transplantation cardio-
pulmonaire. Dans I'ensemble, les résultats présentés dans ce mémoire permettent de proposer
pour la premiére fois, le potentiel de la formulation EPA:DHA 6:1 a prévenir le
développement de ’'HTAP expérimentale avec comme cible prioritaire I’inflammation et le
stress oxydant. La MCT induit une HTAP associé a un stress oxydant tres prononcé dans les
petites arteres pulmonaires. Ce stress oxydant implique une surexpression de la NADPH
oxydase, des COX et de la eNOS découplée, et provoque une dysfonction vasculaire
pulmonaire et un remodelage intense des petites artéres pulmonaires associé a I’activation des
réponses inflammatoire. L’ensemble de ces modifications conduit a une augmentation des
RVP aboutissant a une dysfonction et le remodelage du VD. Le traitement chronique des rats
MCT avec la formulation EPA:DHA 6:1 a prévenu le développement de ’HTAP et les
répercussions structurales et fonctionnelles des petites artéres pulmonaire, sur les réponses
inflammatoires, ainsi que les répercussions sur le coeur droit induites par I’injection de MCT.
Le rapport EPA:DHA 6:1 a un effet remarquable sur la santé en générant un environnement
antioxydant par la production des ecosanoides anti-inflammatoires, vasodilatateurs, anti-
mitogéniques et anti-thrombotiques.

Le mécanisme d’action des oméga-3 n’a pas été totalement élucidé dans cette étude. Il
semble que ’EPA:DHA 6:1 par I’intermédiaire de ses métabolites comme la lipoxine, la
résolvine, et la protéctine pourraient agir sur une molécule ou une voie de signalisation qui se
trouverait en amont des phénomenes de stress oxydant, d’inflammation, de vasoconstriction et
de remodelage. Sa modulation pourrait ainsi étre un parameétre a contrdler le maintien de
I’homéostasie des artéres pulmonaires. La littérature fait état de molécules telles que Src/PI3-
k/Akt (Zgheel et al., 2014), Akt/mTOR (Ogawa et al., 2013) et ERK/MAPK (Balanza-
Martinez et al., 2011) qui pourraient étre de bons candidats a rechercher du fait du large panel
de voies de signalisation qu’ils proposent. En conclusion, la formulation d’oméga-3
EPA:DHA 6:1 possédent des effets vasoprotecteurs in vitro et in vivo en prévenant la
dysfonction endothéliale associée a ’'HTAP. Ces résultats doivent étre pris en compte dans le

cadre d’une prise en charge du patient HTAP en prévention.
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LES LIMITES

Cette étude présente bien évidement des limites. Les travaux futurs devraient
s’intéresser a I’imprégnation tissulaire d'oméga-3, a I’identification des métabolites actifs
responsables des effets bénéfiques observes et a la clarification de modes d’action cellulaires
et moléculaires des oméga-3 afin d'identifier les cibles thérapeutiques potentielles pour les
systémes cardiovasculaires et de limiter les conséquences de 1’insuffisance cardiaque.

La poursuite de ces travaux nécessitera de mettre en évidence les voies de signalisation
intracellulaire des oméga-3, il serait donc important de :

- Confirmer les résultats obtenu dans notre modé¢le expérimental d’HTAP induite par
I’injection de la MCT sur un autre modéle animal d’hypertension pulmonaire comme
dans le cas de I’hypoxie chronique et d’en développer plus largement les effets
bénéfiques du traitement sur les réponses inflammatoires et du stress oxydant ;

- Evaluer dans un deuxiéme temps un traitement curatif sur un modéle d’HTAP comme
I’hypoxie chronique, moins drastiques que le modele d’HTAP a la MCT ;

- Examiner in vitro la capacité de cette formulation EPA:DHA 6:1 sur des arteres
distales pulmonaires de patients HTAP ;

- Réaliser des études de longue durée sur une population plus large d’HTAP induite a la
MCT pour vérifier si les doses modérées d’oméga-3 s’accompagnent de bénéfices
cliniques avec une diminution de la mortalité naturelle des animaux ;

- Vérifier Deffet spécifique de I’EPA et du DHA sur I’inflammation et la fonction
endothéliale chez des patients HTAP ;

- Comprendre les mécanismes de prévention que pourrait exercer EPA:DHA 6:1 et ses
dérivés sur les lésions plexiformes qui sont absentes dans notre modéle d’HTAP
induite par la MCT.

Clarifier ces points nous aidera a mieux comprendre les facteurs et les mécanismes
potentiellement impliqués dans le bénéfice de la formulation EPA:DHA 6:1 a prévenir le
développement de I’HTAP chez le rat. La suite de ce travail nécessitera ¢galement d’évaluer
le potentiel de ’EPA:DHA 6:1 dans un traitement curative de HTAP et s’intéresser a des
nouvelles cibles thérapeutiques potentielles comme le large panel de I’inflammation, la
prolifération cellulaire induite par I’ET-1 et les facteurs de croissance, la fibrose pulmonaire,
I’angiogenese, ’apoptose, la thrombose et I’ischémie, et exercer es effets directs sur

I’insuffisance cardiaque droite.
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Le passage a I’homme devraient determiner si le traitement a ’EPA:DHA 6:1
peut inverser ou retarder la progression de I’HTAP, potentialiser les effets des traitements
actuels, exercer des effets cardioprotecteurs directs afin de limiter les conséquences de

I’insuffisance cardiaque responsable de la grande mortalité des patients atteints d’HTAP.
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ANNEXES

Article 3

Les triglycérides a chaine moyenne exacerbent la péritonite dans un modéle de choc septique

in vivo chez le rat : ROle de remodelage de la membrane cellulaire.

Medium-Chain Triglycerides Supplementation Exacerbates Peritonitis-Induced Septic

Shock in Rats: Role on Cell Membrane Remodeling.

Boisramé-Helms J.”, Said A", Burban M, Delabranche X., Stiel L., Zobairi F., Hasselmann
M., Schini-Kerth VV.B., Toti F., Meziani F.

Short title: Lipid emulsions modulate peritonitis-induced shock

Nous avons évalué in vivo I’effet de deux de ces émulsions lipidiques dans un modéle
de choc septique par péritonite (ligature et perforation caecale) chez le rat, pour déterminer la
place de la modulation de la vésiculation membranaire et de I’inflammation dans un systéme
intégré. Cette partie est I’objet d’un deuxiéme article.

Des rats ayant subi une péritonite par ligature et perforation caecale étaient nourris

pendant les 22h suivant I’opération par une émulsion lipidique de nutrition parentérale a
I’aide d’un cathéter veineux central avec une jugulaire interne tunnelisé. Une fois le choc
septique installé (18eme heure), les rats ont été endormis, ventilés et réanimés pendant 4 h
(remplissage vasculaire et noradrénaline) afin d’atteindre un objectif de pression artérielle
moyenne fixé & 90 mmHg. Apres 4 heures, les rats étaient exsanguinés pour isoler les
microparticules et les organes prélevés pour différentes analyses réalisées ex vivo.
Nous avons montré que les doses de noradrénaline nécessaires pour obtenir les objectifs de
pression artérielle moyenne fixés étaient significativement plus importantes chez les rats
préalablement nourris avec des émulsions lipidiques a base de triglycérides a chaines
moyennes (TCM), qu’avec les émulsions & base de triglycerides a chaines longues (TCL) (1,7
+ 0,7 vs. 0,8 £ 0,2 pg/kg/min, p<0,05).

Compte-tenu des résultats que nous avons obtenus in vitro sur les monocytes en culture, nous

avons émis I’hypothese que ces effets hémodynamiques pourraient notamment passer par une
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altération de la genération de MPs par les émulsions lipidiques. Ainsi, hous avons montré que
les émulsions & base de TCM, comparées aux TCL, sont responsables d’une augmentation
significative de la vésiculation membranaire (MPs totales : 38,6 + 5,8 versus 19,2 + 3,0 nM
Eq PhtdSer, p<0,05). Les émulsions lipidiques sont également a 1’origine d’une modulation
qualitative de la vésiculation membranaire, puisque les TCM augmentent significativement
les MPs leucocytaires (MPs CD45 :17,4 = 3,5 versus 6,0 + 1,1 nM Eq PhtdSer, p<0,05),
plaquettaires (MPs CD61 :13,9 + 2,5 pour les TCM versus 5,4 £ 1,3 nM Eq PhtdSer, p<0,05)
et endothéliales (MPs CD54 : 16,9 + 3,6 versus 5,6 = 0,8 nM Eq PhtdSer, p<0,05). La
génération de ces différents phénotypes de MPs refléte 1’activation cellulaire correspondante,
leucocytaire, plaquettaire et endothéliale. Enfin, les TCM majorent significativement le stress
oxydant cardiaque et vasculaire.

En conclusion, nous avons montré dans ce deuxieme travail que les TCM pourraient
avoir des effets déléteres pro-oxydants au cours du choc septique en majorant la dysfonction
hémodynamique. Ces effets pourraient étre liés a une activation cellulaire accrue, exprimée

par les MPs endothéliales, plaquettaires et leucocytaires.
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Abstract

Background and aims: Lipid emulsions for parenteral nutrition interfere with immunity and
may alter the cell plasma membrane and microparticle release, thus modulating their
biological effects. Our aim was to evaluate the effect of two lipid emulsions for parenteral
nutrition containing either a mixture of long- and medium-chain triglycerides (LCTs and
MCTs) or LCTs only, to assess their role on microparticle release and acute inflammation
during septic shock in rats.

Methods and results: Septic rats (cecal ligation and puncture) and sham rats were infused
with 5% dextrose or a lipid emulsion during 22 hours. After 18 hours, rats were resuscitated
during 4 hours and hemodynamic parameters monitored. Circulating microparticles and their
phenotype were measured by prothrombinase assay; heart and aorta were collected for
western blotting and electron paramagnetic resonance measurements.

No significant effect of lipid emulsions was observed in sham rats. In septic rats,
norepinephrine requirements was increased in MCTs/LCTs infused rats compared to 5%
dextrose or LCTs alone infused rats (2.7+0.2 vs. 1.9+£0.8 and 1.2+0.3 pg/kg/min respectively,
p<0.05) and procoagulant microparticle generation (38.6+5.8 vs. 18.8+£3.1 and 19.24+3.0 nM
Eq PhtdSer, p<0.05), by increasing leukocyte- (17.4£3.5 vs. 7.7+1.8 and 6.0£1.1 nM Eq
PhtdSer, p<0.05), platelet- (13.9£2.5 vs. 4.4+0.7 and 5.4+1.3 nM Eq PhtdSer, p<0.05) and
endothelial-derived microparticles (16.9£3.6 vs. 6.4+1.4 and 5.6£0.8 nM Eq PhtdSer,
p<0.05). The mixture of MCTs/LCTs significantly increased cardiac and vascular NO and O,~
production, pIkB and COX-2 expression compared to the lipid emulsion containing only
LCTs.

Conclusion: Compared to 5% dextrose, MCT/LCT supplementation during septic shock in
rats induced deleterious effects with increased inflammation, cell activation, associated to
vascular hyporeactivity. During septic shock, LCT supplementation seemed to be neutral
compared to 5% dextrose infusion.

KEY WORDS: lipid emulsions; parenteral nutrition; membrane remodeling;

inflammation; microparticles; septic shock.



INTRODUCTION

Fatty acids (FAs) are known to interfere with many physiological processes, including
inflammation and immunity . Inflammatory response modulation in critically ill patients
through the modulation of lipid content in parenteral emulsion has therefore aroused clinician
interest . The composition of lipid emulsions may account for changes in cell membrane
composition, downstream production of eicosanoids and cytokines, as well as gene expression
. Exogenous lipids could alter the cell membrane fluidity and the lipid raft organization,
thereby interfering with the activity of key membrane proteins involved in immune cell
signaling . Several experimental studies have evidenced the regulatory role of lipid rafts after
incorporation of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) that limited T cell activation and the
immune response . The n-6 and n-3 PUFAs content of immune cell plasma membranes can be
modulated by eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) intake . Interestingly, n-6
PUFAs ingestion may acutely alter the endothelial function, resulting in an increased
generation of circulating endothelial microparticles (MPs) . MPs are plasma membrane
submicron vesicles, released from the cell in response to inflammatory signals following the
translocation of procoagulant phosphatidylserine in the outer leaflet (PhtdSer) . Numerous
experimental studies have also demonstrated that MPs behave as vascular and cellular
effectors . In sepsis, circulating MPs may indeed promote inflammation and vascular cell
apoptosis, contribute to hemodynamic dysfunction, coagulation activation and multiple organ
failure . The purpose of this study was therefore to assess the effects of two parenteral
nutrition lipid emulsions on the modulation of inflammation, procoagulant MP release and

hemodynamic during septic shock in rats.



MATERIALS AND METHODS

This study was performed with the approval of the Strasbourg Regional Committee of Ethics

in Animal Experimentation (CREMEAS, AL/69/76/02/13).

Industrial lipid emulsions for parenteral nutrition

Intralipid® (soybean oil 200 g/L — long-chain triglycerides, LCTs) was from Fresenius-Kabi
(Bad Homburg, Germany) and Medialipid® (soybean 100 g/L — LCTs, coconut oil 100 g/L —
medium-chain triglycerides, MCTs) from B Braun (Melsungen, Germany). Their n-3 PUFAs
content was only 0O-linolenic acid (18:1n-3) and neither of the emulsions contained EPA
(20:5n-3) or DHA (22:6n-3); the n-3/n-6 ratio was the same in both emulsions (see Table I,

Supplemental Digital Content 1, at http://links.lww.com/SHK/A232).

Cecal ligation and puncture model and infusion with lipid emulsions for parenteral
nutrition

Male Wistar rats (300-350 g) were from Javier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). During
surgical procedures, rats were anesthetized with isoflurane 1-2% (Baxter S.A.S, Maurepas,
France) and analgesia was ensured by sufentanil (Mylan, Pittsburgh PA, USA) (0.1 pg/kg of
body weight) administered subcutaneously. Before skin incision, a subcutaneous injection of
0.1 mL lidocaine 1% (AstraZeneca, Rueil-Malmaison, France) was performed.

Rats underwent cecal ligation and puncture (CLP) as previously described . The rats
developed septic shock within the 16-20 hours after CLP. Sham rats underwent laparotomy
and cecal exposure. The right internal jugular was catheterized and the catheter was tunneled
between the ears.

Rats were then allocated to six groups of 12 animals each: sham-G5, sham-IL, sham-ML,

CLP-G5, CLP-IL and CLP-ML. The randomly allocated lipid emulsion was infused at



identical rates during 22 hours (1.5 g/kg/24 hours, according to human nutrition guidelines ).
The control groups (sham-G5 and CLP-GS5) were infused with 5% dextrose under identical
conditions. The lipid emulsion or dextrose infusion was not stopped for the next 22 hours until
the end of the experiment. No animal died before the end of the experiment.

After 18 hours, when CLP rats fulfilled illness criteria (lethargy, piloerection, glassy eyes),
rats were anesthetized, tracheotomised and mechanically ventilated. The right carotid artery
was gently exposed and a transit-time ultrasound flow probe of 2.0 mm (Transonic Systems,
Ithaca, NY, USA) was attached to the carotid artery to continuously measure carotid blood
flow (CBF). The left femoral artery was used to measure mean arterial pressure (MAP), heart
rate (HR) and to collect blood samples. For the CLP group, septic shock was assessed if MAP
was <90 mmHg and lactate elevated.

In CLP groups, fluid resuscitation was performed with a bolus of 0.9% NaCl (500 puL/10 min.
if MAP was <100 mmHg); if MAP remained <100 mmHg, norepinephrine was infused and
increased by step of 0.1 pg/kg/min each 10 minutes to target a MAP above 100 mmHg.

After 240 min., rats were bled via the left carotid artery under sterile condition using
endotoxin-free material. The total blood volume was collected in sodium citrate tubes
(Vacutainer™, Becton Dickinson; Le Pont de Claix, France), organs were collected for

western blotting analysis and electron paramagnetic resonance measurements.

Quantification of procoagulant microparticles

Blood samples were centrifuged for 15 min. at 800 g; plasma was centrifuged 2 min. at
12,000 g to obtain platelet-poor plasma (PPP). PPP was centrifuged twice at 12,000 g for 60
min. to pellet MPs. The MP pellets were suspended in 150 uL of 0.9% NaCl, pooled and
concentrated by centrifugation for 60 min. at 12,000 g. Washed pellet suspensions (500 pL of

0.9% NaCl ) were kept at 4°C for less than 2 weeks.



To specifically analyze the generation of procoagulant MPs, MP quantification was
performed by functional prothrombinase assay as described elsewhere . Briefly, after three
washes, the amount of MPs insolubilized onto annexin-5 coated microplates was measured by
prothrombinase assay in which phosphatidylserine (PhtdSer) is the limiting factor of the
reaction leading to thrombin generation. The measurements were performed in a kinetic mode
with a thermostated spectrophotometer (VersaMax™  Molecular Device, USA). The
absorbance was converted into nanomolar equivalent phosphatidylserine (eq. PhtdSer) by

reference to a calibration curve made of known concentrations of synthetic vesicles

containing 33% w/w PhtdSer and 67% w/w PhtdChol) .

Characterization of the microparticle cell origin

MP phenotype was assessed according to the expression of cellular specific membrane
antigens using biotinylated monoclonal antibodies (anti-CD61 — platelet GPun (Bs3), anti-CD45
— leukocyte common antigen, anti-CD54 — ICAM-1 for endothelial cells [BioLegend, San
Diego, CA, USA] and anti-glycophorin for erythrocytes [Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA]). MPs were measured after capture onto each specific antibody coated on the

streptavidin plate (1 pg/well) as described above.

Electron paramagnetic resonance (EPR)

Nitric oxide (NO): Aorta and heart samples were incubated for 30 min. in Krebs—Hepes
buffer containing: bovine serum albumin (20.5 g/L), CaCl, (3 mM), and L-arginine (0.8 mM).
NaDETC (3.6 mg) (DETC: diethyldithiocarbamate) and FeSO,7H,O (2.25 mg) were
separately dissolved under nitrogen gas bubbling in 10-mL volumes of ice-cold Krebs—Hepes
buffer. These compounds were rapidly mixed to obtain a pale yellow-brown opalescent

colloid Fe(DETC), solution (0.4 mM), which was used immediately. The colloid Fe(DETC),



solution was added to the organs and incubated for 45 min. at 37°C. NO' measurement was
performed on a table-top x-band spectrometer Miniscope (Magnettech, MS200, Berlin,
Germany). Recordings were made at 77°K, using a Dewar flask. Instrument settings were 10
mW of microwave power, 1 mT of amplitude modulation, 100 kHz of modulation frequency,

60 seconds of Sweep time, and 5 numbers of scans.

Superoxide anion (0;): Aorta and heart samples were allowed to equilibrate in
deferoxamine-chelated Krebs—Hepes solution containing 1 hydroxy-3 methoxycarbonyl
2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin (CMH, Noxygen, Germany) (500 pM), deferoxamine (25 M),
and DETC (5 uM) under constant temperature (37°C) for 1 hour. The reaction was stopped by
freezing the samples in liquid nitrogen for EPR spectroscopy analysis

Values were expressed as arbitrary units per milligram weight of dried tissue (A/Wd).

Western immunoblotting

Phosphorylated 1 kappa B-alpha (plkB-a), nuclear factor-kappa B (NF-kB) and cyclo-
oxygenases-2 (COX-2) expression was evaluated in heart and aorta lysates using Western
immunoblotting. Proteins were separated by electrophoresis in 10% polyacrylamide gel and
transferred onto a PVDF (PolyVinyliDene Fluoride) membrane. Nonspecific binding sites
were blocked with 5% skimmed milk in Tris-Buffered Saline solution with 0.5% Tween for 1
hour at room temperature. Membranes were then incubated overnight at 4°C with primary
antibodies directed against plkB-a (1/500, Euromedex, Souffelweyersheim, France), NF-xB
p65 (1/1,000, Ozyme, Saint Quentin, France), COX-2 (1/1,000 Cayman Chemical Co, Ann
Arbor, MI), B-tubuline (1/10,000, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). After 3
washes, membranes were incubated with secondary antibodies (1/5,000 dilution except for

anti-B-tubuline that revealed with a 1/40,000 dilution of anti-mouse IgG) for 1 hour at room



temperature and signals were revealed by chemiluminescence. The optical density was

quantified and expressed relative to B-tubulin (imagel).

Statistical analysis

The inter-group comparison of hemodynamic parameters was performed by ANOVA
repeated measures; the pairwise comparison was made using a Tukey-Kramer adjustment for
p values. A nonparametric analysis by Kruskal Wallis test with Dunn post hoc test was used
for analysis of MPs, proteins, NO" and O,". All statistics was performed with Statview™
software (version 5.0, SAS Institute, Cary, NC, USA). All values are presented as mean £ SD
for n experiments; with n representing the number of rats. A p value<0.05 was considered

statistically significant.



RESULTS

The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides increases
septic shock-induced vascular hyporeactivity

Lipid emulsions had no adverse effect in sham rats (sham-IL and sham-ML), as hemodynamic
parameters (HR, MAP, CBF), microparticles, western immonublottings and EPR were
unaltered compared to 5% dextrose-infused sham rats (sham-G5). The infusion of lipid
emulsions containing LCTs (Intralipid® - IL) or a mixture of LCTs/MCTs (Medialipid® - ML)
had no effect (MAP, HR, CBF and blood lactate) compared to 5% dextrose infusion on the
early phase of infection in CLP rats, up to the 18™ hour after surgery (see Table I,
Supplemental Digital Content 1, at http://links.lww.com/SHK/A232).

At the end of the 4-hours resuscitation period (18" to 22" hours), MAP, HR, CBF and blood
lactate were still not significantly different and all CLP rats survived (see Table I,
Supplemental Digital Content 1, at http://links.Iww.com/SHK/A232). Nevertheless, the
LCT/MCT emulsion increased septic shock-induced vascular hyporeactivity evidenced by an
increased norepinephrine requirement to reach the targeted MAP compared to 5% dextrose
(2.7£0.2 vs. 1.9£0.8 pg/kg/min, p<0.05), while LCT emulsion had no effect (1.2£0.3 vs.

1.9+0.8 pg/kg/min, NS) (see Table I, Supplemental Digital Content 1, at

http://links.lww.com/SHK/A232).

The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides increases
alters membrane vesiculation

In the CLP groups (CLP-G5, CLP-IL, CLP-ML), total MPs, leukocyte-, platelet- and
endothelial-derived MPs were significantly increased compared to sham rats (figures la and
b). Microparticle generation was significantly increased in CLP-ML rats compared to CLP-

G5 rats and CLP-IL rats (38.6+5.8 vs. 18.843.0 and 19.2+3.0 nM Eq PhtdSer respectively,



p<0.05) (figure 1a), as well as leukocyte- (17.4+3.5 vs. 7.7+1.8 and 6.0+1.1 nM Eq PhtdSer
respectively, p<0.05), platelet- (13.9+2.5 vs. 4.4+0.7 and 5.4+1.3 nM Eq PhtdSer respectively,
p<0.05) and endothelial-derived MPs (16.9£3.6 vs. 6.4+1.4 and 5.6+0.8 nM Eq PhtdSer
respectively, p<0.05) (figure 1b). Of note, MP generation (concentration and phenotype) was

not significantly different between CLP-IL and CLP-GS5 rats (figures la and b).

The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides increases
cardiovascular oxidative and nitrosative stresses

NO' and O2~ production was significantly increased in the aorta (174.8+14.7 vs. 130.2+18.5
and 708.2£35.6 vs. 496.3+45.8 amplitude/Wd respectively, p<0.05) (figures 2a and 2c) and
heart (158.7+15.7 vs. 110.3+7.3 and 786.3£29.6 vs. 579.1+62.6 amplitude/Wd respectively,
p<0.05) of CLP-ML rats compared to CLP-IL rats (figures 2b and 2d). Compared with sham
rats, NO  and O2~ were significantly increased in aorta and heart from CLP-GS5 rats but not in
aorta and heart from CLP-IL rats (figures 2a, 2b, 2¢ and 2d). NO" and O2~ production was not
different in CLP-IL and CLP-GS5 groups, except a significant increase of cardiac NO' in CLP-

IL rats compared to CLP-GS rats (figure 2b).

The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides modulates
vascular inflammation

NF-kB activation was evidenced through the assessment of the phosphorylation of its
inhibitor IKB resulting in the translocation of free NF-KB to the nucleus and the transcription
of pro-inflammatory genes. In the aorta, pIkB-0 was significantly increased in CLP-GS rats
compared with sham-G5 rats (0.2+0.0 vs. 0.1+0.0 relative to B-tubulin content, p<0.05) as
well as in CLP-ML rats compared with CLP-IL rats (0.440.1 vs. 0.1+0.0 relative to B-tubulin

content, p<0.05) (figure 3a), while NF-KB expression remained unchanged (data not shown).
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Similarly, in heart samples of CLP-GS5 rats, pIlkB-0 expression was significantly increased
compared with sham-G5 rats (1.0+0.2 vs. 0.3+0.1 relative to B-tubulin content, p<0.05), while
NF-kB expression remained unaltered (data not shown). Moreover, cardiac plkB-a
expression was significantly increased in CLP-ML rats compared with CLP-IL rats (1.8+0.1
vs. 0.6£0.2 relative to [-tubulin content, p<0.05) (figure 3b). Finally, plkB-a was
significantly increased in CLP-ML group compared with CLP-G5 in both heart and aorta
(figures 3a and 3b).

In the aorta, COX-2 expression was significantly increased in CLP-G5 rats compared to
sham-GS5 rats (1.4+0.2 vs. 0.9£0.2 relative to B-tubulin content, p<0.05), as well as in CLP-

ML rats compared to CLP-IL (2.1+0.3 vs. 1.0£0.1 relative to [B-tubulin content, p<0.05)
(figure 3c). Cardiac COX-2 expression was also significantly increased in CLP-GS5 rats
compared to sham-G5 rats (1.4+0.1 vs. 0.440.0 relative to B-tubulin content, p<0.05). COX-2
expression was also significantly increased in CLP-ML rats compared with CLP-IL rats

(1.5£0.2 vs. 0.5+£0.0 relative to [B-tubulin content, p<0.05) (figure 3d). COX-2 was
significantly increased in CLP-ML group compared with CLP-G5 in both heart and aorta

(figures 3c and 3d).
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DISCUSSION

Fatty acid supplementation leads to plasma membrane remodeling and may thus affect
immune functions with clinical consequences in patients with inflammatory diseases . We
therefore hypothesized that lipid emulsion supplementation could alter membrane vesiculation
and MP release, thereby modulating inflammation and hemodynamic status in septic rats .
Thus, we investigated the hemodynamic function of septic rats and used MPs as surrogates of

vascular cell damage.

In the present study, we have not shown any beneficial or deleterious effects of LCT or
LCT/MCT parenteral lipid emulsions on sham rats. Moreover, these emulsions did not
prevent or worsen septic shock issue. Nevertheless, we have shown that the infusion of a
mixture of MCTs and LCTs may exacerbate the septic shock-induced hemodynamic
dysfunction, enhancing the activation of wvascular cells, inflammatory processes and

cardiovascular oxidative and nitrosative stresses.

We have also shown that the emulsion containing a mixture of MCTs and LCTs (Medialipid®)
significantly increased membrane vesiculation in septic rats, compared with the emulsion
containing only LCTs (Intralipid®) or with 5% dextrose. These data are consistent with
previous works showing that FAs are differentially incorporated into the cell membrane
depending on the length of their carbon chain, which leads to increased membrane
vesiculation with increased phospholipid membrane disorder in emitted MPs . In contrast, n-3
FAs decrease the concentration of circulating MPs in post-myocardial infarction patients,
suggesting that n-3 FAs might alter membrane vesiculation . In addition, recent data from our

laboratory suggest that a mixture of MCTs and LCTs would have an energetic function, but
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would also take part in membrane vesiculation, by being incorporated in membranes and by

altering their physical order .

To further characterize the in vivo FA effects on membrane vesiculation, we have established
the phenotype of circulating MPs. We focused on procoagulant MPs exposing
phosphatidylserine, which have been shown to behave as pathogenic markers in experimental
septic shock and as markers of coagulation disturbance in clinical trials . We have thus shown
that a mixture of MCTs and LCTs significantly alters the MP phenotype, with an increased
generation of circulating leukocyte-, platelet- and endothelial-derived MPs, reflecting their
parental cell activation. In contrast, LCTs do not seem to have any effect on cellular activation
in septic rats as indicated by the unchanged MP pattern.

Furthermore, lipid emulsions containing a mixture of MCTs and LCTs promoted enhanced
pro-inflammatory markers in aorta and heart tissues. Therefore, MCT infusion could lead to
procoagulant and pro-inflammatory MP release, which might in turn deeply alter the cell

membrane and increase further cell damages.

Lipid emulsions containing a mixture of MCTs and LCTs would have specific clinical
advantages over lipid emulsions containing LCTs alone. Several studies indeed suggest their
superiority, with improved nutritional status in septic and cancer patients undergoing surgery .
Indeed, the MCT/LCT emulsion was shown to increase patient prealbumin levels, which
would be partially due to the higher circulating insulin levels. However, the outcome of septic
patients or the length of hospital stay, the surgical complication rate in tract cancer patients
following surgery were not significantly different, whatever the emulsion considered.
Moreover, a recent review by Casaer and Van den Berghe failed to evidence any benefit in

lipid modulation during septic shock .

13



More interestingly, emulsions containing a mixture of MCTs and LCTs would be less
immunosuppressive than LCT emulsions. The former would be associated with reduced
alterations of human monocyte and neutrophil functions , with subsequent limited infections
in patients with chronic obstructive pulmonary disease . Experimental and clinical data
however diverge, as in patients with acute respiratory distress syndrome, Masclans et al.
showed that LCT emulsions increased cardiac output and oxygen delivery , while Smyrniotis
et al. showed that it worsened oxygenation .

FAs may interfere with inflammation by numerous mechanisms, including their incorporation
into the phospholipids of inflammatory cell membranes, as we have evidenced it in
monocytes after LPS stimulation and as it has been shown in other models . Furthermore,
FAs are known to affect inflammation through the NF-kB pathway. Indeed, n-3 FAs inhibit
the LPS-induced production of inflammatory proteins like COX-2, in-vitro and in vivo . In our
study, a mixture of MCTs and LCTs would have the opposite effect and up-regulate the NF-
KB pathway with increased IKB phosphorylation and subsequent inflammatory protein
expression, as it has been shown in-vitro with saturated FAs, especially lauric acid (C12:0) .
In contrast, LCTs seemed neutral compared to 5% dextrose.

Some fatty acid receptors may be involved in the regulation of these anti-inflammatory effects

like the peroxisome proliferator activated receptor (PPAR-Y), a transcription factor that down-

regulates the NF-KB pathway when bound to PUFAs . The LCT receptor GPR120, which is
highly expressed on inflammatory cells mediating anti-inflammatory gene activation , and the
MCT pro-inflammatory receptor GPR84, that promotes cytokine secretion in LPS-treated
neutrophils and macrophages , could also have contributed to the respective effects of MCTs
and LCTs in our study. Moreover, several LCTs have been shown to decrease leukocyte
chemotaxis towards inflammatory sites, contrary to MCTs . N-3 LCTs also decrease

arachidonic acid-derived pro-inflammatory eicosanoids and COX-2 pathway and increase the

14



production of resolvin and protectin . Our study therefore confirms a previous body of
evidences showing that MCT-based lipid emulsions in-vitro affect immune cell functions in-
vitro. Indeed, previous data showed that MCTs, but not LCTs, alter neutrophils functions ,
with inhibitory effects on chemotaxis, phagocytosis, and bacterial killing in-vitro, as well as

in cell signaling .

Limitations of the study: Given the severity of our septic shock model, we have deliberately
chosen to study only one time-point; moreover, repeated blood sampling was impossible due
to low blood volume. As the timing to introduce artificial nutrition in critical patients is a
matter of debate and there is still no consensus , we assume that the timing of lipid infusion

during our experiments could be considered as a limitation of the study.

CONCLUSION

This experimental work shows that supplementation by lipid emulsion containing MCTs and
LCTs, but neither lipid emulsion containing only LCTs nor 5% dextrose, exacerbates the
peritonitis-induced septic shock, via pro-inflammatory pathway with an intense MP
generation reflecting the vascular cell activation. These data could pave the way for further

investigations during septic shock in humans.
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Figures 1a and 1b: Quantification (a) and phenotype (b) of microparticles
CLP: cecal ligation and puncture, G5: 5% dextrose, IL: Intralipid®, ML: Medialipid®, MPs:
microparticles, nM Eq PhtdSer: nanomolar phosphatidylserine equivalents. n=12, * p<0.05

vs. CLP-IL, # p<0.05 vs. sham-G5, & p<0.05 vs. CLP-GS5.

Figures 2a, 2b, 2¢ and 2d: Vascular and cardiac nitrosative and oxidative stresses

Nitric oxide (NO) and superoxide anion (O,") measured by electron paramagnetic resonance
in the aorta (2a and 2c) and heart (2b and 2d). CLP: cecal ligation and puncture, G5: 5%
dextrose, IL: Intralipid®, ML: Medialipid®. n=6, * p<0.05 vs. CLP-IL , # p<0.05 vs. sham-G35,

& p<0.05 vs. CLP-GS.

Figures 3a, 3b, 3c and 3d: Vascular and cardiac pIkB-a and COX-2 expressions relative
to B-tubulin content evaluated by Western immunoblotting in the aorta (3a and 3c) and heart
(3b and 3d). CLP: cecal ligation and puncture, G5: 5% dextrose, IL: Intralipid®, ML:

Medialipid®. n=6, * p<0.05 vs. CLP-IL , # p<0.05 vs. sham-G5, & p<0.05 vs. CLP-G5.
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Table I: Characteristics of rats

CLP: cecal ligation and puncture, G5: dextrose 5%, IL: Intralipid”, ML: Medialipid”, MAP:
mean arterial pressure, HR: heart rate, bpm: beat per minute, CBF: carotid blood flow, NE:
norepinephrine, baseline: H18 after CLP/sham operation, end of experiment: H22 after
CLP/sham operation, MPs: microparticles, nM eq. PhtdSer: nanomolar phosphatidylserine
equivalents, SD: standard deviation. For each group, n=12. * p<0.05 vs. CLP-IL, # p<0.05 vs.

sham-GS5.

Mean £ SD Sham-G5 Sham-ML CLP-IL CLP-ML

Weight (g) 358+9 358+9 36345 34918 353+7 35347

Diuresis (mL) 14.9+3.8 18.5+2.4 17.6+5.7 7.3+2.3" 9.9+2.4" 9.0+2.4"

MAP (mmHg)
Baseline 11944 12043 12043 726" 717" 726"
End experiment 11614 11447 1174 1117 10618 1057
HR (bpm)
Baseline 356+12 349+19 358+14 398+31" 375+12" 405+16"
End experiment 381+14 36920 391+19 417+40 390+11 382+29

CBF (mL/min)

Baseline 4.5+0.8 4.0+0.4  4.840.3 2.6+0.7"  2.9+0.8"  2.8+0.8"

End experiment 3.6+0.5 3.2¢0.5  4.2+0.6 2.5+0.4" 27406  2.9+0.6"
NaCl (mL/h) 1.0£0 1.0£0.0 1.0£0.0 2.5+0.5"  2.4#0.3"  2.7+1.1"
NE (ug/kg/min)  0.0+0.0 0.0+t0.0  0.0£0.0 1.9+0.8°  1.2¢0.3"  2.7#0.2"*
Lactate (mmol/L) 1.1+0.2 0.9+0.1 1.0£0.1 2.8+0.4"  2.640.1"  2.4+0.2"
Survival (min) 2400 240+0 240+0 240+0 240+0 240+0
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Article 4

Potentiels des produits naturels alimentaires a promouvoir la fonction endothéliale et vasculaire

Potential of food and natural products to promote endothelial and vascular health

Cyril Auger, Amissi Said, Phuong Nga Nguyen, Noureddine Idris-Khodja and
Valérie B. Schini-Kerth

De nombreuses études épidémiologiques ont montré qu’il existait une association inverse entre
la morbi-mortalité cardiovasculaire et la consommation de produits naturels riches en
polyphénols tels que les fruits, les légumes, le vin rouge, le cacao et le thé et les acides gras
polyinsaturés type oméga-3. L’effet bénéfique des polyphénols et des oméga-3 (EPA, DHA)
sur la santé cardiovasculaire a été attribué en partie a leur effet direct sur les vaisseaux sanguins
et plus particuliérement sur I’endothélium. En effet, des études expérimentales et cliniques ont
révélé que les polyphénols et ’EPA:DHA sont capables d’augmenter la formation endothéliale
de facteurs vasoprotecteurs comme le monoxyde d’azote (NO), un puissant vasodilatateur et un
inhibiteur de réponses pro-inflammatoires et pro-thrombotiques, et d’améliorer la dysfonction
endothéliale et le stress oxydant vasculaire qui contribuent au développement des pathologies
cardiovasculaires majeures comme 1’hypertension artérielle. Cette revue de synthése présente
de fagon non exhaustive les données de la littérature démontrant les effets protecteurs des
polyphénols et des oméga-3 sur la fonction endothéliale ainsi que les mécanismes sous-jacents.
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Abstract

Endothelial dysfunction is now well established as a pivotal early event in the development of
major cardiovascular diseases including hypertension, atherosclerosis and diabetes. The
alteration of the endothelial function is often triggered by an imbalance between the
endothelial formation of vasoprotective mechanisms including the formation of nitric oxide
(NO) and endothelium-dependent hyperpolarization, and an increased level of oxidative stress
involving several pro-oxidant enzymes such as NADPH oxidase and, often also, the
appearance of cyclooxygenase-derived vasoconstrictors. Pre-clinical studies have indicated
that polyphenol-rich food and food-derived products such as grape-derived products, black
and red berries, green and black teas and cocoa, and omega-3 fatty acids can trigger activating
pathways in endothelial cells promoting an increased formation of NO and endothelium-
dependent hyperpolarization. Moreover, intake of such food-derived products has been
associated with the prevention and/or the improvement of an established endothelial
dysfunction in several experimental models of cardiovascular diseases and in Humans with
cardiovascular diseases. Therefore, intake of certain polyphenol-rich products and omega-3

fatty acids appears to be an attractive approach for a healthy vascular system.

Keywords: Endothelial function, nitric oxide, polyphenols, food, omega-3 fatty acids



Introduction

Over the last few decades, several epidemiological studies have revealed an inverse
relationship between the risk of cardiovascular morbi-mortality and the consumption of
several dietary products such as wine, berries, cocoa, tea, spices, nuts and omega-3 fatty
acids. The beneficial effect of these dietary products on the cardiovascular system has been
attributable at least in part to their direct effect on blood vessels, and in particular on the
endothelium. Indeed, experimental and clinical studies have indicated that dietary products
and some of their components can induce a sustained formation of endothelium-derived
vasoprotective factors, and improve an established endothelial dysfunction and the high level
of vascular oxidative stress associated with cardiovascular diseases.

The endothelium is a cellular monolayer covering the luminal surface of all blood
vessels, which has a pivotal role in the maintenance of vascular homeostasis in part by
releasing potent vasoactive factors [1]. In healthy blood vessels, endothelium-dependent
vasorelaxing mechanisms involve the formation of nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGl>)
and endothelium-derived hyperpolarization (EDH). In contrast, an endothelial dysfunction is
observed in major cardiovascular diseases such as atherosclerosis, hypertension, diabetes,
obesity, and also in vascular aging. It is characterized ex vivo by reduced endothelium-
dependent relaxations and often also by the appearance of endothelium-dependent contractile
responses associated with an increased level of oxidative stress in the arterial wall [2-9]. In
Humans, the endothelial function can be evaluated by flow-mediated vasodilation (FMD),
which has been recognized as a prognostic marker of future cardiovascular events in patients
[10]. This non-invasive technique involves the assessment by ultrasound imaging of the
vasodilatation caused by the increased endothelial formation of NO in response to shear stress
due to the induction of reactive hyperemia after a temporary occlusion of the brachial artery

using a cuff. Subjects with cardiovascular risk factors have a blunted ability to dilate in



response to reactive hyperemia compared to healthy subjects indicating the presence of an
endothelial dysfunction, due at least in part to a reduced NO bioavailability.

This review discusses in a non-exhaustive manner the studies indicating that certain dietary
products have the ability to cause a sustained endothelial formation of NO and the underlying
mechanism. In addition, experimental and clinical studies evaluating the beneficial effects of

natural products on the endothelial function in vivo will also be discussed.



Wine/berries

Several diets and food items have been shown to affect the risk of developing cardiovascular
diseases. Amongst them, wine and especially red wine has received a lot of attention since it
has been reported as the main contributor of the French paradox [11]. Similarly, several
epidemiological studies indicated an association between chronic and moderate consumption
of red wine and a reduced risk of cardiovascular morbi-mortality and risk factors [for review,
see 12]. The beneficial effect of red wine consumption has been attributable, at least is part, to
its ability to improve the protective endothelial function. Indeed, consumption of red wine
increased FMD in healthy volunteers [13, 14] as well as in patients with coronary artery
disease [15, 16] or hypercholesterolemia [17]. The high level of phenolic compounds rather
than the alcoholic content has been suggested to explain the protective effect of red wine on
the endothelial function. Indeed, consumption of 2 to 4 glasses of dealcoholized red wine
increased FMD in healthy individuals [18, 19] and in patients with coronary artery diseases
[16]. In smokers, the acute consumption of 250 ml of red wine increased FMD and reduced
blood pressure [20, 21]. A reduced blood pressure after chronic dealcoholized red wine
consumption (equivalent to about 3 glasses/day for 4 weeks) has also been observed in
subjects at high cardiovascular risk with high-normal blood pressure or grade 1 hypertension
[22], while the daily consumption of a glass of red wine for up to 20 weeks had no effect on

the blood pressure in normotensive patients with carotid atherosclerosis [23].

An antihypertensive effect of red wine consumption has also been observed in several
experimental models of hypertension in rats such as the L-NAME-induced hypertension [24],
and the spontaneously hypertensive rats and diabetic rats [25]. Similarly, intake of red wine
phenolic extracts reduced systolic blood pressure in the spontaneously hypertensive rat [26,
27], the DOCA-salt rat [28] and the angiotensin Il-induced hypertensive rat [29]. The

antihypertensive effect of red wine and red wine extracts is associated with an improved



endothelial dysfunction in the spontaneously hypertensive rat [26, 30, 31] and the DOCA-salt
rat [28, 32]. Moreover, chronic intake of a red wine polyphenolic extract starting at a young
age was able to delay the aging-related endothelial dysfunction [6], and improve an
established aging-related endothelial dysfunction in middle-aged rats [7, 33]. The improved
endothelial dysfunction was mostly due to a restored NO component and to a lesser extent the

EDH component [6, 7, 33].

The first evidence that wine and grape-derived products can directly affect vascular tone was
observed in rat aortic rings suspended in organ chambers [34]. Indeed, red wine extracts
induced potent relaxations of precontracted arterial rings with a functional endothelium,
whereas only small effects were observed in rings without endothelium or in the presence of a
competitive endothelial NO synthase (eNOS) inhibitor, suggesting an increased endothelial
formation of NO [34, 35]. Thereafter, direct evidence that a red wine extract can increase the
endothelial formation of NO was obtained in the rat aorta using electron paramagnetic
resonance spectroscopy [35]. Besides the rat aorta, endothelium-dependent relaxations in
response to red wine and other grape-derived products have been reported in a variety of
arteries including mesenteric artery, coronary artery, internal mammary artery, cerebral

arterioles and also in veins such as the human saphenous vein [for review, see 36].

The signaling pathway mediating the stimulatory effect of red wine on eNOS activation
indicated a redox-sensitive activation of the PI3-kinase/Akt pathway leading to the activation
of eNOS by phosphorylation of serine 1177 and subsequent formation of NO (Figure 1).
Indeed, both the relaxation and the endothelial formation of NO to a red wine extract were
markedly reduced by antioxidants, membrane-permeant analogs of superoxide dismutase and
polyethyleneglycol-SOD in coronary artery rings, whereas native non permeable SOD was
without effect [37]. Moreover, an intracellular formation of reactive oxygen species (ROS)

was observed in cultured coronary artery endothelial cells in response to the red wine extract



most likely subsequent to the autooxidation of polyphenols [38]. The pro-oxidant response in
endothelial cells has been shown to trigger the Src/P13-kinase/Akt pathway, which ultimately
causes eNOS activation by increasing the phosphorylation level of Ser 1177, a positive
regulator site, and the dephosphorylation of Thr 495, a negative regulator site [37, 39].
Interestingly, the red wine polyphenols induced changes in eNOS phosphorylation persist for
several hours, which may explain their ability to stimulate NO formation for several hours in
contrast to the relatively short-term (within 5-10 min) response to physiological agonists such
as bradykinin [37]. Besides the Src/PI3-kinase/Akt pathway, red wine has also been suggested
to stimulate the endothelial formation of NO through a transient increase in the calcium signal
[40], and the activation of estrogen receptors alpha in certain vascular beds and /or species
[41]. Indeed, endothelium-dependent relaxations to a red wine extract were observed in aortic
rings from estrogen receptor alpha wild-type mice but not in those from estrogen receptor
alpha knock-out mice [41]. Moreover, siRNA directed against estrogen receptor alpha
prevented the formation of NO and the phosphorylation of eNOS at Ser 1177 to a red wine
extract in cultured human endothelial cells [41]. However, endothelium-dependent NO-
mediated relaxations in the rat aorta and eNOS phosphorylation of Ser 1177 in porcine
coronary artery endothelial cells were not affected by fulvestrant, a selective estrogen receptor

alpha antagonist [42].

Similarly to NO, the red wine extract induced EDH-mediated relaxations in porcine coronary

artery involves the redox-sensitive activation of the PI3-kinase/Akt pathway (Figure 1) [43].

Although the active red wine compounds remain poorly known, the evaluation of the
endothelium-dependent relaxation to a great variety of red wines has indicated that the
vasorelaxant activity is related to their phenolic content [44, 45]. The fractionation of a red
wine extract has identified several active phenolic compounds, and in particular procyanidins

and anthocyanins [39, 46]. Moreover, eNOS activation by anthocyanins is dependent on the



molecular structure of the compound, with a key role of both the B ring hydroxylation and the
C3 substitution. Indeed, although petunidin-3-O-coumaroylglucoside induced the
phosphorylation of eNOS at Ser 1177, closely related compounds such as malvidin-3-O-

coumaroylglucoside, petunidin-3-O-glucoside and petunidin were poorly active [39].

Besides red wine, polyphenol-rich products such as red fruits are also strong inducers of
endothelium-dependent relaxations. The comparison of several commercially available fruit
juices has indicated that the vasorelaxant activity is dependent on their concentration of
polyphenols [47]. Moreover, while juices from polyphenol-rich berries such as cranberry,
aronia, blackcurrant and blueberry induced potent relaxations, the polyphenol-rich juices from
elderberry and blackberry induced only small effects, indicating that the vasorelaxing activity

is dependent not only on the quantity but also on the quality of the polyphenolic content [48].

Endothelium-dependent relaxations have been observed in response to several red fruits and
berries including grape, blueberry, chokeberry, pomegranate, raspberry, cranberry and
blackcurrant [for review, see 36]. Besides activating eNOS by changing its phosphorylation
level within min, a polyphenol-rich purple grape juice induced also the redox-sensitive up-
regulation of eNOS mRNA and protein expression in endothelial cells, leading to a sustained
NO formation [49]. In addition, a reduced systolic blood pressure has been observed in
several hypertensive animal models after chronic consumption of an extract derived either
from grape [50, 51] or blueberry [52], and also of pomegranate juice or extract [53, 54]. In
Humans, reduced systolic blood pressure has been observed after chronic supplementation
with pomegranate juice in patients with either hypertension or severe carotid artery stenosis
[55, 56], and with purple grape juice in hypertensive patients [57]. Intake of purple grape
juice or a red grape extract also increased FMD in patients with coronary artery disease [58,

59].



Tea

Besides grape- and berry-derived products, tea consumption has also been shown to reduce
the risk of cardiovascular diseases and mortality [for review, see 60]. A reduced mortality due
to coronary heart diseases or stroke has been observed after chronic consumption of either
green, oolong or black tea, and with one or more cups of tea/day [60-65]. Chronic intake of
both green and black tea also reduced blood pressure in patients with cardiovascular diseases
[61, 62, 65]. The cardiovascular protective effect has been suggested to involve an improved
endothelial function since an increased FMD was observed, in a dose-dependent manner, after
chronic intake of black tea in healthy volunteers [66], and of green and black tea in healthy

women [67, 68] and in patients with cardiovascular risk factors [62, 63, 69].

Experimental evidence suggests that tea components act in a very similar manner as those of
grape- and berry-derived products to improve the endothelial function. Indeed, the
polyphenolic compounds from black and green tea stimulated the endothelial formation of
NO through the redox-sensitive activation of the P13-kinase/Akt pathway leading to the
activation by phosphorylation of eNOS at Ser 1177 [38, 70, 71]. In addition, fyn, a member of
the Src family, has been identified as an upstream mediator of the epigallocatechin gallate
(EGCg), a major component of green tea, induced redox-sensitive PI3-kinase/Akt-mediated
activation of eNOS [70]. Black tea polyphenols also induced the formation of NO through a
calcium-dependent mechanism involving both intracellular and extracellular calcium, and the
p38 MAPK upstream of the PI3-kinase/Akt pathway leading to the phosphorylation of eNOS
at Ser 1177 and the dephosphorylation of eNOS at Thr 495 in porcine aortic endothelial cells
[71]. The p38 MAPK pathway has also been involved in the activation of the estrogen
receptor alpha leading to eNOS activation in response to black tea polyphenols [72]. In bovine
aortic endothelial cells, green tea polyphenols also increased eNOS activation subsequent to

the down-regulation of caveolin-1 both at the mRNA and protein levels, a major negative



regulator of eNOS, via activation of ERK1/2 and inhibition of p38 MAPK signaling pathways

[73].

The ability of green tea catechins to induce the activation of eNOS is dependent on the
structure, and in particular on the presence of the gallate moiety on C3 and the hydroxyl
groups [38]. Moreover, some specific hydroxyl groups on the B and D rings (3° + 4’ and 3”)
appear to be key structural requirements for their ability to stimulate the endothelial NO

formation [74].

Cocoa/chocolate

The potential cardiovascular beneficial effect of cocoa intake has received much attention
since the study regarding the Kuna, a tribe from Central America. Indeed, the low prevalence
of cardiovascular mortality in this population has been associated with their high consumption
of cocoa beverages [75]. Several clinical studies have reported that cocoa-derived products,
including chocolate, exert a beneficial effect on the cardiovascular system by targeting the
endothelial function [76, 77]. Consumption of dark chocolate, a product rich in polyphenols,
has been associated with a reduced blood pressure and an improved FMD in Humans [77-79].
An increased FMD was observed after a single intake of 22 g of dark chocolate in overweight
subjects [80], whereas the ingestion of 100 g of dark chocolate for two weeks reduced blood
pressure in mildly hypertensive patients [81]. The effect of cocoa/chocolate on the endothelial
function has been attributed to its high content in flavonoids, and especially catechins [82,

83].

Spices
Although spices are well known to be used for flavoring, coloring, or preserving food,

experimental and clinical studies indicate that they may also affect cardiovascular health. A
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meta-analysis of clinical trials indicates that consumption of garlic extract is associated with
reduced blood pressure [84, 85]. The antihypertensive effect has been suggested to involve its
ability to inhibit angiotensin-converting enzyme activity [86] and/or the metabolism of
arachidonic acid [87].

Besides garlic, capsaicin (chili pepper), oleanic acid (clove), piperine (black pepper) and
ursolic acids (thyme/rosemary) have been shown to have potent antihypertensive effects in
several experimental models of hypertension [88-90]. In addition, intake of cinnamon is
associated with prevention of blood pressure elevation in animal models of hypertension, and
also a reduced systolic blood pressure in patients with type 2 diabetes [91-93]. The active
compounds capsaicin and allicin induced endothelium-dependent NO-mediated relaxations of
isolated arteries [94, 95]. In addition, in stroke-prone spontaneously hypertensive rats, dietary
capsaicin intake improved the endothelium-dependent relaxation of basilar arteries [96].
Moreover, capsaicin induced the activation and expression of eNOS in cultured endothelial

cells [97].

Omega-3 fatty acids

Several clinical studies have provided evidence that an increased consumption of omega-
3 fatty acids, including eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) has a
beneficial effect in primary and secondary prevention of cardiovascular diseases [98-100].
Chronic intake of omega-3 fatty acids has been associated with reduced blood pressure, heart
rate, triglycerides level, inflammation, and also with an improved cardiac diastolic function
[101, 102]. The beneficial effects of omega-3 fatty acids on the cardiovascular system may be
explained, at least in part, by their ability to improve the endothelial function [103]. Omega-3
fatty acids have been shown to improve both NO- and endothelium-dependent

hyperpolarization-mediated vasodilatation in patients with coronary artery diseases [104] and
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in animal models of hypercholesterolemia [105, 106], and relaxation in isolated porcine
coronary arteries [107]. EPA and DHA have been shown to cause a redox-sensitive activation
of the PI3-kinase/Akt pathway leading to activation of eNOS by phosphorylation [108]. The
stimulatory effect is dependent on both the ratio and the purity of omega-3 fatty acids, with an
optimal response obtained by the highly purified EPA:DHA 6:1 ratio in porcine coronary artery
rings [108]. Moreover, omega-3 fatty acids have also been suggested to increase the NO
formation in endothelial cells due, at least in part, to changes in lipid composition in caveolae
micro-domains and the redistribution of caveolin-1 promoting eNOS activation [109].
Supplementation with omega-3 fatty acids (0.8 g/kg/d) in ovariectomized rats reduced blood
pressure, arterial stiffening and vascular oxidative stress, and increased endothelial function
due to an increased eNOS expression and activity [110, 111]. In patients with type 2 diabetes,
the dietary supplementation with 2 g of purified EPA/DHA daily for 6 weeks reduced the
impaired postprandial macro- and micro-vascular functions [112]. Daily intake of 5 g EPA plus
DHA for 3 weeks also increased the vasodilatation to acetylcholine in the coronary artery of
heart transplanted patients [113]. Moreover, the daily intake of 1.8 g of EPA for 6 weeks by
patients with documented coronary artery diseases improved both the NO-dependent and the

NO-independent endothelium-dependent forearm vasodilatation [104].

In conclusion, an optimal endothelial formation of NO has a pivotal role to prevent
vascular oxidative stress and the initiation of arterial remodeling and pro-atherosclerotic and
pro-thrombotic responses, and, hence, the development of cardiovascular diseases. Under
physiological conditions, the endothelial NO formation is constantly adjusted by stimuli such
as circulating hormones, autacoids, platelet- and blood-derived products in a very fine-tuning
manner. There is now more and more experimental and clinical evidence indicating that

nutritional-derived natural products such as certain fruits, fruit-derived beverages, and fish can
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also contribute to increase the protective endothelial function. Despite the relatively limited
information regarding the active ingredients of food products and their bioavailability,
structure-activity relationship and cellular targets, a diet rich in vasoprotective natural products

IS an attractive approach for promoting healthy aging.
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Figure legends

Figure 1: Mechanisms involved in the regulation of vascular tone by active dietary natural
products. The stimulation of the endothelial formation of NO and EDH is mainly due to the
redox-sensitive activation of the P13-kinase/Akt pathway, the Ca**/CaM signaling pathway,
and several other additional pathways as indicated. Abbreviations: Ca?*/CaM,
calcium/calmodulin complex; [Ca2*];, free intracellular calcium concentration; eNOS,
endothelial NO synthase; sGC, soluble guanylyl cyclase; cGMP, cyclic guanosine 3°,5’
monophosphate; NO, nitric oxide; ROS, reactive oxygen species; Cav-1, caveolin 1; ER,
estrogen receptor; ERK 1/2, extracellular signal-regulated kinases; MAPKS, mitogen-

activated protein kinases; Sirtl, sirtuin 1.

Figure 2: Active dietary natural products have been shown to improve vascular health by a
dual mechanism: activation of endothelial cells promoting vasorelaxation and inhibition of
vasocontractile responses, and reduction of the level of vascular oxidative stress in
pathological and old arteries. Abbreviations: Ang Il, angiotensin 1I; AT1R, Ang Il type 1
receptor; COXs, cyclooxygenases; EDCFs, endothelium-derived contractile factors; EDH,

endothelium-dependent hyperpolarization; NO, nitric oxide; ROS, reactive oxygen species.
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~ Potentiel de la formulation
EPA:DHA 6:1 a prévenir la
dysfonction endothéliale et le
remodelage cardiopulmonaire
dans I’hypertension artérielle
pulmonaire chez le rat

Résumeé

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une pathologie affectant les artéres pulmonaires de
petit calibre entrainant une augmentation des résistances artérielles pulmonaires aboutissant a une
défaillance cardiaque droite. La vasoconstriction, le remodelage des artéres pulmonaires distales,

linflammation et le stress oxydant sont de facteurs clés de la pathogénése de I'HTAP.

Nous avons testé les potentiels de la formulation EPA:DHA 6:1 a prévenir 'hypertension pulmonaire
et les altérations cardiovasculaires et pulmonaires induites par I'injection de monocrotaline chez le

rat.

Le traitement des rats monocrotaline avec I'EPA:DHA 6:1 (500 mg/kg/j, p.o) prévient
significativement I'élévation de la pression artérielle pulmonaire moyenne, la pression systolique du
ventricule droit, diminue le débit cardiaque, I'hypertrophie et la dilatation du ventricule droit.
L’EPA:DHA 6:1 réduit également les résistances vasculaires pulmonaires, le remodelage des
artérioles pulmonaires et les infiltrations lymphocytaires et macrophagiques. De plus, 'TEPA:DHA 6:1
inhibe la production des espéces réactives de I'oxygene, diminue la surexpression des sous-unités
p22rhox et p47rhox de la NADPH oxydase, des cyclooxygénases 1 et 2, des récepteurs ETaet ETs de
'endothéline-1, de la eNOS découplée et améliore la dysfonction endothéliale des artéres

pulmonaires.

L’EPA:DHA 6:1 exercent des effets anti-inflammatoires, antioxydants et vasoprotecteurs et prévient
le développement de 'HTAP induite par l'injection de monocrotaline chez le rat.




Résumé en anglais

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by remodeling of the small pulmonary
arteries leading to a progressive increase in pulmonary vascular resistance and right ventricular
failure. Pulmonary endothelial dysfunction, inflammation and oxidative stress promote the
development of pulmonary hypertension. Omega-3 polyunsaturated fatty acids such as
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acids (DHA) have been shown to protect the

cardiovascular system and reduce inflammation and oxidative stress.

The present study evaluate the potential of EPA:DHA 6:1 to prevent monocrotaline-induced PAH in

rats.

EPA:DHA 6:1 treatment (500 mg/kg/d, p.o) prevented the MCT-induced mean pulmonary arterial
pressure, right ventricular systolic pressure and decreased cardiac output. EPA:DHA 6:1 also
attenuated right ventricular hypertrophy by reducing Fulton’s index and pulmonary arterial
remodeling, decreased lymphocytes T and macrophages infiltration. EPA:DHA 6:1 treatment
significantly reduced MCT-induced vascular oxidative stress and improved endothelial function in
pulmonary arteries. The protective effect of EPA:DHA 6:1 was associated with the prevention of the
MCT-induced upregulation of NADPH oxidase subunits (p22°P"* and p47°Ph°x), COX-1 and COX-2,

endothelin A and B receptors and uncoupled eNOS in pulmonary arterioles.

Our studies show that the EPA:DHA 6:1 formulation exerts anti-inflammatory, anti-oxidant and has a
protective vascular effect in the pulmonary arteries, which may contribute to prevent and potentially

cure pulmonary hypertension induced by MCT in rat.




