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Un nouveau venu dans
la régulation du monoxyde
d’azote endothélial
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Le monoxyde d’azote :

un vasodilatateur aux fonctions
vasculaires essentielles

C’est dans les années 1980 que le travail
conjoint de R.F. Furchgott, R.M. Rapoport
et L.J. Ignarro a permis d’identifier le
monoxyde d’azote (NO) comme étant le
facteur relaxant dérivé de ’endothélium
(EDRF, endothelium-derived relaxing
factor) [1-3]. Depuis cette extraordi-
naire découverte - récompensée par le
prix Nobel de médecine et de physiologie
en 1998 - le role du NO dans ’homéosta-
sie des tissus, ainsi que son implication
dans différentes pathologies, ont été au
centre de nombreuses recherches.

Dans le systeme vasculaire, le NO est
une molécule vitale qui agit principale-
ment en tant que vasodilatateur, mais
peut également réguler la fonction de
certaines protéines par S-nitrosylation
[2, 4, 14]. Le NO est produit dans les
cellules endothéliales par I’enzyme NO
synthétase endothéliale (eNOS, endo-
thelial nitric oxyde synthase) a partir de
la L-arginine [5]. Une fois produit, le NO
diffuse a travers la membrane plasmique
endothéliale pour atteindre les cellules
musculaires lisses adjacentes ou sa
cible principale est I’enzyme guanylate
cyclase soluble. Cette cascade d’évene-
ments aboutit a la relaxation du muscle
lisse. Le NO joue donc un réle clé dans les
fonctions vasculaires essentielles, telles
que la pression artérielle, le flux sanguin
et 'apport en oxygene vers les tissus.
€tant donné ce rdle central, un défaut
de la production ou de la régulation du
NO est fréquent dans des pathologies
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vasculaires comme I’athérosclérose, le
diabéte ou I’hypertension artérielle [6].

Importance de la diffusion du NO dans
I’endothélium

Limportance du NO explique I’'abondance
des études consacrées a ses caractéris-
tiques biochimiques ainsi qu’a la régula-
tion de sa production. Cette molécule est
extrémement instable et sa demi-vie tres
courte. Ceci explique pourquoi le modele
de simple diffusion du NO de son site
de production a sa cible - proné par de
nombreuses études - a été rapidement
remis en cause. De fait, les mécanismes
cellulaires et moléculaires contrdlant la
diffusion du NO restent méconnus.

Nous avons ainsi démontré dans deux
situations expérimentales - un modele
d’artere isolée et un modéle de coculture
de cellules endothéliales et musculaires
lisses - qu’on ne détectait pas de NO
dans le milieu environnant suite a la
stimulation de la production de NO par
’endothélium en réponse a la phénylé-
phrine [7]. Cette observation était en
contradiction avec le modele de libre
diffusion du NO. C’est ce paradoxe qui a
conduit notre laboratoire a étudier plus
précisément la régulation de la diffusion
du NO dans la paroi vasculaire, étude
dont les résultats ont été publiés récem-
ment dans Nature [7].

L’hémoglobine O et la eNOS participent
a la diffusion endothéliale du NO

Dans la paroi artérielle, les cellules
endothéliales sont connectées aux cel-
lules musculaires lisses adjacentes par
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une structure spécialisée - la jonc-
tion myoendothéliale - qui traverse la
lamina élastique interne [8]. Ces points
de contact sont essentiels au controle
précis de la contraction du muscle lisse
par le NO dérivé de I’endothélium. Nous
avons tout d’abord étudié le profil pro-
téique de la jonction myoendothéliale
grdce a une analyse protéomique quan-
titative appelée iTRAQ! (isobaric tag-
ging reagents for quantitative proteomic
analysis). Pour cela, nous avons uti-
lisé un modéle de coculture vasculaire
développé dans notre laboratoire : des
cellules musculaires lisses et des cellules
endothéliales sont cultivées sur les deux
faces opposées d’une membrane perfo-
rée de pores de 0,4 pm de diametre [9].
Les deux types cellulaires produisent
alors des extensions cellulaires au tra-
vers des pores de la membrane et entrent
en contact physique, formant ainsi des
jonctions myoendothéliales [9]. Le pro-
fil protéique de ces jonctions a révélé
la présence inattendue d’hémoglobine
o (Hba). Nous avons alors confirmé
par un marquage immunofluorescent et
par western-blot la présence d’Hba au
niveau de la jonction dans les cocultures,
et par un marquage aux particules d’or
dans les jonctions myoendothéliales des
artéres thoracodorsales de souris. Ces

! Cette technique rend possible la quantification relative par
spectrométrie de masse des protéines d’un extrait complexe.
Le principe repose sur le marquage de peptides tryptiques
avec une série de réactifs formant un lien covalent avec les
amines primaires de I’extrémité amino-terminale ou de la
chaine latérale des résidus lysine. Ces différents réactifs sont
dits isobariques en ce sens qu’ils possédent tous une masse
moléculaire de 145 Da.

471

MAGAZINE

NOUVELLES


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2013295009

472

Diffusion du NO
Relaxation des CML

T

Méthémoglobine
Hba’

Oxyhémoglobine

Hbor""

l

Piégeage du NO

expériences ont par ailleurs montré la
présence d’Hbo sous forme monomé-
rique dans I’endothélium vasculaire, et
des expériences in vitro ont démontré
que I’Hbo présente au niveau de la
jonction myoendothéliale est produite
par les cellules endothéliales.

Des expériences de co-immunopréci-
pitation réalisées sur des lysats d’ar-
teres thoracodorsales et a partir de
protéines purifiées, et in situ sur des
coupes transversales d’arteres thoraco-
dorsales (au moyen du kit DuoLink) ont
révélé la proximité de I’eNOS et de "'Hba
au niveau de la jonction myoendothé-
liale. Il était des lors légitime de poser
la question du role éventuel de I"Hba
dans la régulation de la diffusion du NO,
notamment en piégeant celui-ci via le
noyau ferreux de I’Hba.

Afin d’analyser I'aspect fonctionnel de
cette interaction, nous avons réduit
- par la technique de siARN - expres-
sion de I’Hbau exclusivement dans les
cellules endothéliales d’arteres thora-
codorsales ; celles-ci ont par la suite
été montées et analysées dans un myo-
graphe pressurisé’. La diminution de

% Dans ce systeme, le segment d’artére est installé horizon-
talement entre deux micropipettes de verre. Une des pipettes
est perfusée par une solution saline tandis que I'autre est
occluse, ce qui permet d’élever la pression intraluminale. Le
myographe pressurisé est idéal pour les artéres qui posse-
dent une paroi trés fine. Polyvalent, le myographe pressurisé
permet d’étudier, d’une part, les propriétés intrinséques
biomécaniques active (le tonus myogénique) et passive (la
compliance) des artéres, a pression variable et, d’autre
part, la réponse des cellules musculaires lisses et des cel-
lules endothéliales face aux substances vasoactives et aux
contraintes engendrées par le débit a pression constante.
(repris de la thése de Virginie Bolduc, Université de Montréal).

m/sn® 8, vol. 29, mai 2013

Figure 1. Mécanisme de régulation du NO par ’hémoglobine o. Le monoxyde

d’azote (NO) produit par I’eNOS au niveau de I’endothélium interagit avec les

deux formes d’hémoglobine o : la méthémoglobine et I"oxyhémoglobine. Au

niveau basal, I’heme de I’hémoglobine o est principalement sous forme ferrique

I’expression de [I’Hba
dans [’endothélium

entrafne une vasodila-
tation plus importante en réponse a
I’acétylcholine ainsi qu’une diminution
de la contraction en réponse a la phény-
[éphrine. Dans ces conditions, il y a aussi
une augmentation de la diffusion du NO
au travers de la paroi artérielle d’arteres
thoracodorsales isolées. La réduction de
I’expression de I’Hbal par siARN dans le
modele de coculture décrit ci-dessus
a confirmé I"augmentation de la dif-
fusion du NO au travers de la jonction
myoendothéliale, sans pour autant que
I’expression de la eNOS ne soit affectée.

L’état redox de I’Hbot régule

la biodisponibilité endothéliale du NO
[l est maintenant établi que le NO réagit
avec I’Hbot sous forme ferreuse (Fe?*)
ou oxyhémoglobine, selon une réaction
de désoxygénation rapide qui produit du
nitrate et de I’Hbal sous forme ferrique
(Fe**) ou méthémoglobine. Or, I’affinité
de la méthémoglobine pour le NO est
considérablement réduite par rapport a
celle de "oxyhémoglobine. Il était donc
important d’identifier I’état redox de
I’Hbow dans I’endothélium en étudiant
ses caractéristiques spectrales. Nous
avons déterminé que I’Hbou est pré-
sente & la fois sous la forme Fe?* et Fe’*
in vitro et in vivo dans I’endothélium
d’artéeres thoracodorsales. Nous avons
également détecté la présence de Ien-
zyme responsable de la réduction de la
méthémoglobine en oxyhémoglobine, la
méthémoglobine réductase (cytochrome
B5 réductase 3, CYB5R3), au niveau de
la jonction myoendothéliale. Uinterac-

(Fe®*, méthémoglobine) et a une faible affinité pour le NO, permettant sa diffu-
sion et la relaxation des cellules musculaires lisses. Lorsque la méthémoglobine
réductase (cytochrome B5 réductase 3, CYB5R3) est active, la méthémoglobine
est réduite sous forme d’oxyhémoglobine, dont I’héme ferreux (Fe?*) a une trés
forte affinité pour le NO. Le NO réagit alors avec I’oxyhémoglobine, réduisant

donc sa biodisponibilité. CML : cellules musculaires lisses.

tion entre ’Hbo et la CYB5R3 a aussi
été démontrée au niveau de la jonction
d’arteres thoracodorsales, grace a I’uti-
lisation du kit Duolink et par des expé-
riences de co-immunoprécipitation dans
le modele de coculture. La réduction
de I’expression de CYB5R3 au niveau de
I’endothélium d’arteres thoracodorsales
isolées, d’une part par siARN ciblant le
CYB5R3, d’autre part, par application de
I"inhibiteur pharmacologique de CYB5R3,
le propylthiouracile (PTU), a conduit a
une vasodilatation plus importante des
vaisseaux en réponse a I’acétylcholine
et @ une vasoconstriction moindre en
réponse a la phényléphrine. De plus, la
réduction du taux de CYB5R3 dans I’en-
dothélium a permis de mesurer une aug-
mentation de la diffusion du NO dans
les arteres ainsi que dans le modéle de
coculture vasculaire. €nfin, la réduc-
tion de I’expression de CYB5R3 dans
I’endothélium a logiquement conduit a
une augmentation du niveau de méthé-
moglobine et une diminution du niveau
d’oxyhémoglobine.

Alors que I’hémoglobine est surtout
connue pour son role dans I"apport
d’oxygene aux tissus par les globules
rouges, notre étude démontre non seu-
lement la présence inattendue d’Hbo
dans les cellules endothéliales et son
enrichissement au niveau de la jonc-
tion myoendothéliale, mais également
le role inattendu de I"Hba dans la
paroi artérielle. €n effet, 'Hba bloque
la diffusion du NO vers le muscle lisse ;
elle le fait via une réaction irréversible
et extrémement rapide de désoxy-
génation du NO qui se lie a la forme
réduite de I’Hbo, "oxyhémoglobine,



pour former du nitrate et de I’Hba sous
forme oxydée, la méthémoglobine. Cet
échange redox de I"Hbou nécessite un
recyclage de I’Hbou de la forme ferrique
Fe’* vers la forme Fe’*. Nos données
indiquent que I’enzyme CYB5R3 remplit
ce role. Lorsque CYB5R3 est inactive,
I’abondante quantité d’Hbal présente
a la jonction myoendothéliale est sous
forme ferrique (Fe®*), qui ne piege pas
ou peu le vasodilatateur NO ; celui-
ci peut alors diffuser librement vers
le muscle lisse ou il exerce son effet
vasodilatateur en activant la gua-
nylate cyclase soluble. A Iinverse,
la forme active de la CYB5R3 forme
un complexe avec la méthémoglobine
afin de réduire son noyau ferrique
(Fe®*) a Pétat ferreux (Fe?*). Ce der-
nier peut alors piéger le NO grdce a
une réaction de désoxygénation abou-
tissant a la formation de nitrate ;
le NO ne peut alors diffuser vers le
muscle lisse (Figure 1). 'expression et
I’étroite proximité des trois protago-
nistes I’Hbot, I’eNOS et la CYB5R3, au
niveau de la jonction myoendothéliale,
constituent un microdomaine essentiel
a la régulation minutieuse de la diffu-
sion du NO. Le fonctionnement de cette
voie de signalisation a par consé-

quent un impact important sur I’état
contractile du muscle lisse et sur des
fonctions vasculaires clés, telles que
la régulation du flux sanguin au sein
des tissus, ’oxygénation des tissus et
la pression artérielle.

Conclusion

Limpact de cette nouvelle découverte
peut étre important pour comprendre
I’lhoméostasie, non seulement du sys-
téme vasculaire, mais plus générale-
ment de n’importe quel tissu ou les
trois acteurs impliqués dans ce modele
- eN0S, Hba et CYB5R3 - sont expri-
més. Par exemple, deux d’entre eux,
eNOS et I’hémoglobine sont exprimés
dans les cellules épithéliales alvéolaires
[10], les macrophages [11], les cellules
mésangiales [12] au niveau rénal et les
neurones [13].0

Haemoglobin alpha regulates nitric
oxide in endothelial cells
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dale, I"hippocampe et le noyau accum-
bens (NAc), ces neurones modulent la
valence émotionnelle!, I’attention et
I’apprentissage associés a un événement
nouveau. De nombreuses études ont
montré qu’au-dela des stimulus plai-

1 0n désigne par ce terme de valence émotionnelle le carac-
tere positif (plaisant) ou négatif (déplaisant) de I’émotion.

sants, les stimulus aversifs peuvent aussi
changer I’activité des neurones dopami-
nergiques. Une expérience stressante ou
aversive peut causer des activations ou
des inhibitions des neurones dopaminer-
giques et/ou des changements du taux
de dopamine libérée dans les régions de
projections [1-3]. Les neurones dopami-
nergiques de I'aire tegmentale ventrale

473

MAGAZINE

NOUVELLES



	Le monoxyde d’azote : un vasodilatateur aux fonctions vasculaires essentielles
	Importance de la diffusion du NO dans l’endothélium
	L’hémoglobine a et la eNOS participent à la diffusion endothéliale du NO
	L’état redox de l’Hba régule la biodisponibilité endothéliale du NO
	Conclusion
	Haemoglobin alpha regulates nitric oxide in endothelial cells
	LIENS D’INTÉRÊT
	RÉFÉRENCES

