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>L'exposition a des concentrations élevées d’oxy-
géne est une cause majeure de la rétinopathie du
prématuré ; elle est caractérisée par une dégéné-
rescence des micro-vaisseaux et par une isché-
mie rétinienne suivie d’'une angiogenése anar-
chique pré-rétinienne. Cependant, des données
cliniques et expérimentales suggerent que des
concentrations élevées de dioxyde de carbone
joueraient un role important dans cette patho-
logie. hyperoxie et I’hypercapnie sont associées
au déclenchement d’un stress azoté qui favorise
la nitration de I'acide arachidonique qui se trans-
forme en acide trans-arachidonique. A son tour
I’acide trans-arachidonique peut lui-méme cau-
ser une dégénérescence micro-vasculaire dans la
rétine par suite de I"induction de I’expression du
facteur anti-angiogénique thrombospondine-1.
Ces effets nouvellement décrits du stress azoté
menant a des dommages micro-vasculaires et
impliquant I"acide trans-arachidonique ouvrent
peut-étre de nouvelles avenues pour le traite-
ment des affections liées au stress azoté comme
les rétinopathies (autant celles des prématurés
que des diabétiques) et les encéphalopathies
ischémiques. <
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ment chez le sujet dont les défenses antioxydantes sont
immatures, constituent des facteurs majeurs de la patho-
genése de la RDP [1]. Non seulement ces formes actives
oxygénées aggravent-elles directement les dommages

Article disponible sur le site h

Les rétinopathies prolifératives provoquées par ischémie,
telles que les rétinopathies des prématurés (RDP) et des
diabétiques, sont caractérisées par un rétrécissement puis
une dégénérescence des capillaires des micro-vaisseaux
rétiniens [1] (Figure 1). Cette situation peut entrainer
une néo-vascularisation pré-rétinienne aberrante dans le
corps vitré pouvant mener a la cécité. Avec 6 a 18 % des
cas, la RDP représente la deuxiéme cause de cécité dans
les pays industrialisés [2]. Uexces d’oxygéne (0,) et la
formation de radicaux libres qui en résulte, particuliére-
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causés a la micro-vasculature [1] mais encore elles peu-
vent réagir avec le monoxyde d’azote (NO*) pour engen-
drer des formes hautement réactives d’azote [3], comme
le peroxynitrite, le dioxyde d’azote (NO,") et le trioxyde
de diazote (N,05), dont les effets néfastes sur les fonc-
tions cellulaires sont connus sous le nom de stress azoté
[4]. Les mécanismes proposés pour expliquer ces effets
néfastes comprennent I'inactivation de la respiration
mitochondriale, la modulation de I’expression de génes,
principalement a la suite d’une nitration de protéines et
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de PADN ainsi que la peroxydation de lipides [5]. Plusieurs études ont
démontré le role critique du stress azoté dans les rétinopathies ischémi-
ques (voir revue [1]). De son coté, 'acide trans-arachidonique (ATA), qui
résulte de Iisomérisation de I’acide arachidonique via I’action du NO,’,
vient élargir le tableau de la toxicité associée au NO," [6].

Une pression partielle de dioxyde de carbone (C0,) élevée dans le sang
(hypercapnie), état qui affecte souvent les nouveau-nés atteints de dys-
plasie broncho-pulmonaire, peut aussi contribuer a I’apparition de la RDP
[7]. Chypercapnie provoque une vasodilatation menant a une augmen-
tation du débit sanguin rétinien, et donc un apport accru en 0, [8], qui
favorise "apparition du stress azoté [9].

Dans cet article nous abordons deux aspects inter-reliés et associés au
stress azoté dans 'apparition de la RDP: (1) le mécanisme d’atténua-
tion de la néo-vascularisation par I’hypercapnie, avec pour conséquence
le stress azoté; et (2) les effets et les mécanismes d’action des ATA
comme médiateurs du stress azoté, avec pour suite la dégénérescence
micro-vasculaire.

Stress azoté induit par I’hypercapnie

Lhypercapnie nuit a la néo-vascularisation rétinienne

L'ischémie provoque une déficience en nutriments et en 0, mais cause
simultanément une augmentation de la concentration locale de CO, [10].
Cette hypercapnie est due a une diminution de I’élimination des déchets,

a la production aérobie de CO, jusqu’a I'épuisement des
réserves d’0, et a une augmentation de la production ana-
érobie de C0, @ partir du tamponnage d’ions hydrogénes
(dérivés de la décomposition d’acides organiques) par le
bicarbonate [10]. Uexposition de cellules endothéliales a
I’hypercapnie entraine une inhibition de leur prolifération,
de leur migration et de leur différenciation en structures
capillaires [11]. Chez le sujet encore en phase de déve-
loppement (nourrisson prématuré), I’hypercapnie nuit & la
néo-vascularisation et a I'angiogenése rétiniennes [7, 12]
et contribue a I"apparition de la RDP.

Lhypercapnie augmente
I’expression d’eNOS et la nitration
Nous avons montré que I'expression de la monoxyde d’azote
synthase endothéliale (endothelial Nitric Oxide Synthase,
eNOS) augmente fortement dans la rétine de rats exposés
& une hypercapnie induite par 10 % de €0, (PaC0O, ~ 70 mm
Hg) pendant les six premiers jours postnataux [12]. Des
augmentations similaires de Iexpression d’eNOS ont été
observées lors d’ischémies cérébrales et cardiaques [13, 14].
Linduction rapide d’eNOS dans la rétine en développement,
associée a I’hypercapnie, suggére que des niveaux élevés
de CO, jouent un r6le important sur la régulation d’eNOS;
celle-ci est accompagnée d’une
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hausse de la production de
nitrite (le principal métabolite
stable du NO*) [12].

Par ailleurs, nous savons que le
€0, peut favoriser la nitration
(Pintroduction d’un radical NO,
dans un composé organique)
en catalysant la conversion du
peroxynitrite en nitrosoperoxo-

Clooo
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Ischémie

Rétinopathie du prématuré

Figure 1. Développement de la rétinopathie du prématuré. Des concentrations élevées de CO, provoquent une
vasodilatation menant @ une augmentation du débit sanguin rétinien, accompagnée d’une augmentation
de "apport d’0,. L'exces d’0, et de CO, mene a la formation de radicaux libres et a I'installation d’un stress

oxydant et azoté, qui causent des dommages aux micro-vaisseaux. Cela provoque une ischémie suivie d’une

néo-vascularisation pré-rétinienne aberrante.
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carbonate, un agent de nitra-
tion hautement efficace [9].
Ainsi, les niveaux des marqueurs
de nitration 3-nitrotyrosine
(NT) et les ATA augmentent de
facon marquée dans la rétine
de rats exposés a I’hypercapnie
[12]. Des expériences d’histo-
chimie et d’immunocytochimie
ont permis de localiser I'aug-
mentation de NT principalement
dans les cellules endothéliales,
mais aussi dans les astrocytes
qui sont en contact avec ces
derniéres [12]; ces résultats
concordent avec les domma-
ges micro-vasculaires observés
dans la RDP [1].



Afin de confirmer I'effet de la nitration provoquée par
I’hypercapnie sur le développement micro-vasculaire de la
rétine, nous avons inhibé la NOS et favorisé la décomposi-
tion du peroxynitrite en injectant respectivement dans le
corps vitré oculaire du N-nitro-L-arginine-methylester (L-
NAME) et du chlorure de 5, 10, 15, 20-tetrakis (4-sulfona-
tophényl) porphyrinato-Fe (I1l) (FeTPPS). Ces deux agents
ont prévenu la diminution de la vascularisation de la rétine
en tant que conséquence secondaire a I’hypercapnie, tan-
dis qu’un inhibiteur des NOS inductible (iNOS) et neuronale
(nNOS), (le 1-(2-trifluorométhylphényl) imidazole) s’est
montré inefficace [12].

Lhypercapnie affecte la viabilité cellulaire

€tant donné que Ihypercapnie est associée & I’hype-
rémie, les effets cytotoxiques directs de I’hypercapnie
ne peuvent pas étre distingués des effets découlant de
I’hyperoxie associée. Nous avons donc vérifié si I’ajout
de niveaux physiologiques de NO* (avec le donneur de NO*
DETA NONOate) en présence de 5 ou 10 % de CO, (PaCO,
respectivement de ~ 35 et 70 mmHg) en maintenant le
pourcentage d’0, a 21 %, pouvait causer la mort de cel-
lules endothéliales neurorétiniennes primaires en culture.
Nous avons observé que la viabilité des cellules endothé-
liales en réponse au DETA NONOate était réduite sous des
conditions hypercapniques, tandis que la viabilité des
astrocytes n’était pratiquement pas affectée [12].

Dans I’ensemble, nos observations in vitro et in vivo
démontrent donc que I’hypercapnie, indépendamment
d’une variation des niveaux d’oxygénation, suscite un
stress azoté qui est tout d’abord néfaste pour la viabi-
lité des cellules endothéliales, et, par la suite, pour la
vascularisation de la rétine en voie de formation.

Les acides trans-arachidoniques (ATA)
et la dégénérescence micro-vasculaire

Les ATA et le stress azoté

U'acide arachidonique (AA) est un acide gras abondant
localisé dans les membranes cellulaires; il est un pré-
curseur de plusieurs médiateurs lipidiques importants.
Un nouveau procédé de peroxydation ot le NO," entraine
I’isomérisation non enzymatique cis a trans de 'AA a
récemment été décrit [15] (Figure 2). Cette réaction
dépendante du stress azoté engendre quatre mono-iso-
meéres stables d’ATA pouvant circuler librement dans le
plasma humain : 56-AA, 8E-AA, 116-AA et 14€-AA [16];
bien que les deux derniers se retrouvent également dans
I'alimentation, les quatre sont endogenes a I"organisme
[6]. Jusqu'a récemment, les effets biologiques des ATA
n’étaient pas connus. Nous avons évalué le rdle des ATA
sur la vascularisation rétinienne dans un modele de réti-
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nopathie provoquée par oxygene (RPO) ; tout comme pour les rétinopa-
thies résultant d’hypercapnie décrites précédemment, I’exposition a I0,
au cours d’une RPO méne & une augmentation du stress azoté [17], ce
qui devrait favoriser 'isomérisation de I’AA en ATA. Effectivement, nous
avons observé une augmentation significative de la concentration des
ATA libres (non-estérifiés aux phospholipides) et totaux (libres + liés
aux phospholipides) dans un modéle expérimental de RPO, ol des ratons
et des souriceaux de 7 jours (P7) sont exposés a 75-80 % d’0, ou & Iair
ambiant pendant 24 h [5]. Uinjection dans le corps vitré de Pinhibiteur
de NOS, le L-NAME avant I’exposition des animaux a I’0,, ainsi que I'uti-
lisation de souris C57/BL6 dont le géne eNOS est invalidé, ont empéché
I’augmentation des niveaux d’ATA stimulée par I’0,, associant la eNOS
dans le stress azoté lors de la formation d’ATA dans la rétine [5].

Les ATA provoquent une vaso-oblitération

rétinienne par mort cellulaire sélective

Chez ’humain au stade feetal, la vascularisation rétinienne débute vers
la 16° semaine de gestation et s’achéve avec la naissance au 9¢ mois. On
comprend que les prématurés naissent avec des rétines dont la vascu-
lature est incomplete et vulnérable a I'oxygénation excessive en milieu
extra-utérin. Chez les rongeurs, I’angiogenése rétinienne commence
immédiatement aprés la naissance a terme et les micro-vaisseaux
superficiels atteignent I'extrémité de la rétine a I'dge de neuf jours (P9).
Nous avons donc utilisé la rétine en voie de formation chez le raton
pour étudier les effets des ATA sur la densité vasculaire. Des injections
intra-oculaires d’ATA chez des ratons d’dge P6 (Figure 3) ainsi que le
traitement d’explants rétiniens de porcelets nouveau-nés avec I’ATA
conduisent a une diminution de la densité vasculaire comparativement
aux animaux témoins [5]. Ces résultats démontrent que les ATA interfé-

e N()-l-'/zO2 —
eNOS »
“NO+0,

"= Peroxynitrite
+ (0,

Figure 2. Nitration de l’acide arachidonique en acide trans-arachidonique. La
monoxyde d’azote synthase endothéliale (eNOS) produit du monoxyde d’azote
(NO) qui peut réagir avec I’oxygene ou des radicaux libres dérivés de I"oxygéne
pour produire du dioxyde d’azote (NO,’). Ce dernier provoque Iisomérisation
cis a trans de I'acide arachidonique (AA), engendrant la formation de I'acide

trans-arachidonique (ATA).
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rent avec "angiogenése physiologique et causent une vaso-oblitération,
telle qu'observée dans les modéles de RPO [17].

Afin de caractériser la nature des cellules vasculaires sensibles aux
ATA, nous avons déterminé les effets des ATA sur la viabilité de cellules
endothéliales neurorétiniennes, d’astrocytes ainsi que de cellules de
muscles lisses en culture. Les ATA ont entrainé la mort des seules cellules
endothéliales micro-vasculaires en fonction de la concentration et du
temps de traitement, en revanche, les cellules de muscle lisse, les astro-
cytes ainsi que des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine
(HUVEC) n’ont pas été affectés par ’exposition aux ATA [5]. La nature de
la mort endothéliale micro-vasculaire neurorétinienne observée semble
étre apoptotique puisque le marquage de TUNEL (qui détecte la frag-
mentation nucléaire de I’ADN) et I'activité caspase étaient supérieurs
dans les cellules exposées aux ATA [5]. Uensemble de ces résultats
concordent avec ceux observés lors d’un stress azoté [12, 17].

Les ATA augmentent I’expression de la thrombospondine-1

La thrombospondine-1 (TSP-1) est une protéine anti-angiogénique sécré-
tée par les cellules endothéliales. La TSP-1 active son récepteur trans-
membranaire CD36 [18], ce qui provoque Iinhibition de la migration et
induit 'apoptose des cellules endothéliales [19]. Nous avons montré que
I’ajout d’ATA a des cellules endothéliales en culture augmente rapidement
Pexpression de TSP-1 [5]. Une augmentation de la quantité de TSP-1 et
de son ARNm se manifeste dans I’endothélium rétinien de ratons exposés
a une hyperoxie pendant 24 h; cette augmentation est amoindrie chez
des souris dont le géne eNOS est invalidé comparativement aux souris
contrdles [5]. La kinase ERK1/2 semble intervenir dans la signalisation des
ATA puisque I'ajout de I'inhibiteur de mitogen-activated protein kinase
(MAPK) PD98059 aux cellules endothéliales en culture diminue I’expression
de TSP-1 et la mort cellulaire provoquées par les ATA [5]. €n revanche, les
mécanismes moléculaires menant a une augmentation de I’expression de
la TSP-1 par les ATA demeurent inconnus.

Nous avons ensuite vérifié le role de TSP-1 et de son
récepteur CD36 dans la mort des cellules endothéliales
et la dégénérescence micro-vasculaire en réponse aux
ATA. Des anticorps neutralisants dirigés contre TSP-1
ou CD36 ont compléetement bloqué la vaso-oblitération
provoquée par I’ATA dans des explants rétiniens de
porcelets nouveau-nés [5]. Finalement, la vaso-obli-
tération rétinienne (causée par le stress azoté et par la
production d’ATA) observée chez des rongeurs exposés
a I’hyperoxie est significativement atténuée chez des
souris déficientes en CD36 ou TSP-1 [5, 20].

Conclusion

Les mécanismes menant a la vaso-oblitération, une
étape critique dans I’apparition de la RDP, sont com-
plexes. Uhyperoxie postnatale joue a cet égard un rdle
important, mais I’hypercapnie semble aussi participer
a I'installation de la RDP. Des niveaux élevés et clini-
quement pertinents de CO, engendrent un stress azoté
provenant de la stimulation d’eNOS et de la nitration,
ce qui entraine la mort de cellules endothéliales micro-
vasculaires de la rétine et une atténuation de la néo-
vascularisation rétinienne.
Les ATA sont produits in vivo lors de stress azoté et cau-
sent des dommages aux micro-vaisseaux par le biais
de I’activation de TSP-1 dans les cellules endothéliales
micro-vasculaires de la rétine [5]. Nos résultats démon-
trent donc que les ATA peuvent reproduire les effets d’un
stress azoté (comprenant une nitration) a origine de
la dégénérescence des micro-vaisseaux observée dans
les rétinopathies ischémiques, incluant les effets asso-
ciés a I’hypercapnie et a

Témoin

Figure 3. Effets de I'acide trans-arachidonique sur la vascularisation rétinienne et la densité vasculaire. Des
ratons de 6 jours ont recu une injection intra-oculaire d’acide trans-arachidonique-14€ (14€-AA ; concentration
finale estimée a 5x 107¢ M) ou du véhicule (témoin). A I’age du 9° jour, leurs vaisseaux sanguins ont été colorés
avec la lectine de Griffonia simplicifolia conjuguée au TRITC, puis les rétines ont été montées a plat et photogra-
phiées. L'échelle graphique correspond a 500 um. Les yeux ayant recu une injection d’ATA ont une superficie de

vascularisation de la rétine et une densité vasculaire réduites (p < 0,01) par rapport aux yeux contrdles.
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I’hyperoxie [12, 17]. Bien
que les effets des ATA aient
été démontrés uniquement
dans un modéle de RPO,
tant I’hyperoxie que I’hy-
percapnie engendrent un
stress azoté et, en consé-
quence, une augmentation
des niveaux d’ATA.

Il n’existe pas a I’heure
actuelle de traitement
efficace pour prévenir les
dommages subis par les
micro-vaisseaux qui sur-
viennent lors de la genése
des rétinopathies isché-
miques comme la RDP. €n
revanche, I’identification
récente de I'augmentation



de I’expression de TSP-1 par les ATA comme mécanisme
important pouvant causer des dommages au réseau
micro-vasculaire fournit de nouvelles cibles thérapeu-
tiques pour le traitement de ces affections associées au
stress azoté. Dans le méme ordre d’idées, la détection
éventuelle d’un récepteur des ATA pourrait mener a la
mise au point d’antagonistes permettant de limiter
leurs effets; des interventions ciblant la formation
de NO, ou d’ATA pourraient aussi étre envisagées, par
exemple, en modulant Iactivité de la eNOS [5]. Ces
traitements pourraient aussi s’appliquer aux nouveau-
nés souffrant de maladies pulmonaires chroniques cau-
sant une hypercapnie, et qui présentent le risque d’étre
victimes d’une RDP. Idéalement, la prévention de la
dysplasie bronchopulmonaire aurait un effet important
sur I"atténuation de I’hypercapnie, et, en conséquence,
éviterait ’apparition de la RDP.

Comme la production de radicaux libres dérivés du NO*
figure également dans la physiopathologie de plusieurs
maladies [21], les découvertes présentées ci-haut
pourraient aussi permettre d’expliquer les dommages
causés aux micro-vaisseaux et leurs conséquences
néfastes observées dans les vasculopathies diabéti-
ques, les encéphalopathies ischémiques et divers états
inflammatoires. ¢
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SUMMARY

Hypercapnia- and trans-arachidonic acid-induced
retinal microvascular degeneration: implications in
the genesis of retinopathy of prematurity

High oxygen tension is a major factor in the genesis of
retinopathy of prematurity (ROP). However, clinical and
experimental evidence also suggest a significant role
for high levels of carbon dioxide (CO,). Hypercapnia is
a facilitator of nitration in vitro, and nitrative stress is
known to have an important role in microvascular dege-
neration leading to ischemia in conditions such as ROP.
We hereby present evidence that prolonged exposure to
C0, impairs developmental retinal neovascularisation
through a mechanism involving increased endothelial
nitric oxide synthase and induction of a nitrative stress ;
effects of hypercapnia are independent of its hyperae-
mic effects. Moreover, in a model of oxygen-induced
retinopathy, we demonstrate that an in vivo nitrative

M/S n° 11, vol. 23, novembre 2007

stress associated with retinal vasoobliteration results in nitration of

cis-arachidonic acids into trans-arachidonic acids (TAAs). TAAs act in

turn as mediators of nitrative stress by causing microvascular dege-

neration by inducing expression of the anti-angiogenic factor throm-

bospondin-1. These recent findings establish a previously unexplored

means by which hypercapnia hinders efficient neovascularisation

and provide new insight into the molecular mechanisms of nitrative

stress on microvascular injury involving TAA, therefore opening new

therapeutic avenues in the management of nitrative stress disorders

such as in ischemic retinopathies (of prematurity and of diabetes) and

encephalopathies. ¢
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