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EFFETS DU NEUROPEPTIDE Y (NPY) SUR LES VOffiS AERIENNES DE COBAYE
ET SUR LE GROS INTESTIN DE RAT: ETUDE DE STRUCTURE-ACTIVITE.

par

MAJDA TAOUDI BENCHEKROUN

Mémoire présenté au département de Pharmacologie en vue de l'obtention du grade
de Maîtrise ès Sciences (M.Sc.) Faculté de médecine. Université de Sherbrooke

RESUME

Le neuropeptide Y (NPY) et le peptide YY (PYY) sont des molécules de 36
acides aminés de la famille des polypeptides pancréatiques. Le PYY est
exclusivement localisé dans les cellules endocrines de la muqueuse du tractus
digestif alors que le NPY est impliqué dans la neurotransmission sympathique. Dans
le poumon, le NPY est colocalisé avec la norépinéphrine (NE) dans une population
de fibres nerveuses associées aux voies aériennes. Au niveau du tractus digestif, il
se retrouve dans les éléments neuronaux impliquant à la fois les fibres sympathiques
extrinsèques et les neurones intrinsèques. L'existence de deux sous-classes de
récepteurs pour le NPY fût proposé. Ils se distinguent d'abord par leur localisation
(post-Y, et pré-jonctionnel-Yj) et par leur habileté à reconnaître (Y2) ou non (Yj) le
fiagment 13-36 du NPY. Afin de déterminer les rôles possibles de ce peptide sur les
voies aériennes et sur le tractus digestif, nous avons étudié son effet sur diverses
préparations isolées. Nos résultats ont démontré que le NPY induit une contraction
dépendante de la dose sur la trachée, les bronches et les bandelettes de parenchyme
pulmonaire de cobaye. La comparaison des valeurs des EC50 pour le carbamyl-
choline, l'histamine, la substance P, la 5-HT et le NPY a révélé que ce dernier était
l'agent contractile le plus puissant. L'activation de la cyclooxygénase a été
nécessaire pour observer une bronchoconstriction. De plus, nous avons démontré que
le NPY exerçait un effet inhibiteur sur la trachée de cobaye. Il a induit une
inhibition d'environ 40% des réponses maximales induites par la NE, le peptide
vasoactif intestinal, la 5-HT et la substance P. Cependant, le NPY n'exerce aucun
effet inhibiteur sur les réponses induites par l'histamine et le carbamylcholine. Sur
les préparations isolées du tractus digestif de rat, le NPY et le PYY ont exercé
d'une foçon dépendante de la dose une augmentation de l'activité spontanée au
niveau proximal, et une puissante contraction accompagnée d'une augmentation de
l'activité spontanée au niveau du côlon distal. Les valeurs des EC50 obtenues ont
indiqué que le NPY (8.6XI0'*M) et le PYY (4.4X10"®M) sont les plus puissants
agents contractiles identifiés jusqu'à ce jour. Des études pharmacologiques ont révélé
que l'effet contractile de NPY semble être médié via la libération d'acétylcholine
tandis que celui du PYY semble impliquer la libération d'une substance non
adrénergique et non cholinergique dont la nature reste à déterminer. L'étude de
structure activité a démontré que la portion C-terminale est importante pour l'activité
du peptide alors que la partie N-terminale serait possiblement responsable pour
l'affinité de la molécule. Le fragment NPY (13-36) s'est avéré plus efficace que le
NPY sur les deux préparations isolées (bronches de cobaye et côlon descendant de
rat). Le mécanisme d'action de ce fragment s'est révélé différent de celui du NPY
sur les voies aériennes de cobaye alors que sur le côlon descendant de rat, il semble
identique. D'après la classification de Wahlestedt, sur le muscle longitudinal du
côlon de rat, le NPY activerait le récepteur alors que sur le muscle lisse des
voies aériennes, les résultats ne nous permettent pas de conclure au sujet des sous
types de récepteurs activés.



INTRODUCTION

1. GENERALITES SUR LE NEUROPEPTIDE Y (NPY)

1.1 Découverte, isolation et structure:

Le NPY est un peptide de 36 acides aminés, initialement isolé à partir d'un

extrait de cerveau de porc par Tatemoto (Tatemoto, 1982). Ce peptide présente une

forte homologie de structure avec le polypeptide pancréatique (PP) (50%) et avec le

peptide YY (PYY) (69% d'homologie) (Tatemoto et Mutt, 1980), ce qui a fait

rassembler ces trois nouveaux peptides au sein d'une même famille. Tatemoto et

Mutt ont isolé le NPY et le PYY en se basant sur une homologie structurale que

semblaient posséder certains peptides régulateurs présents au sein du tractus gastro

intestinal, i.e la présence d'une fonction amide sur l'acide aminé en position C-

terminale. Le NPY et le PYY possèdent tous deux un résidu tyrosine aux extrémités

N- et C-terminales de leurs molécules.

Le NPY a été isolé depuis chez trois autres espèces animales: le rat, le

mouton et l'homme. Chez ce dernier, la séquence complète du NPY (h-NPY) fut

déterminée à partir d'extraits tumoraux d'un phéochromocytome (Minth et coll.,

1984) (Figure # 1). Chez le rat et le mouton, le NPY fut isolé, comme chez le

porc, à partir d'extraits de cerveau (Larhammar et coll., 1987, Sillard et coll., 1989).

Le h-NPY et le r-NPY présentent une séquence d'acides aminés identiques, mais

cette dernière diffère de celle du p-NPY par un acide aminé. La méthionine que

l'on retrouve en position 17 chez le h- et le r-NPY est remplacée par une leucine

chez le p-NPY. Chez le mouton, la glutamine que l'on retrouve à la position 10 est



Neuropeptîde Y

Glu Asp MaGly ProPro
AlAsn a

Asp G u

Pro Asp

GONHTyrLys MetArg
Gin

3Ser Ala
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Pro Arg
Thr

Tyr Tyr
110

TyrNH Leu

SeAsn
Alae

LeTyr u
His Arg

HGURE # 1: Structure primaire du Neuropeptîde Y (NPY) humain.



remplacée par un aspartate et la méthionine en position 17 est aussi remplacée par

une leucine. Les séquences complètes en acides aminés des molécules de PP, PYY

et des divers NPY sont présentées dans le tableau # 1.

Le PP et le PYY sont deux peptides qui ont été localisés dans des cellules

de type endocrine respectivement au niveau du pancréas et du système gastro

intestinal (Lin et Chance, 1974; Lundberg et coll., 1982d). Chez l'homme et chez la

plupart des mammifères, le PP a été mis en évidence à la fois au niveau du

pancréas exocrine et endocrine. Les cellules contenant du PP ont été retrouvées à la

périphérie des îlots de Langerhans, mais aussi au niveau du parenchyme

pancréatique et dans l'épithélium des conduits excrétoires (Larsson et coll., 1975,

1976).

Le PYY fut localisé exclusivement dans les cellules endocrines présentes

dans la muqueuse du tractus digestif. Chez l'homme des essais radioimmunologiques

(RIA) ont révélé que les concentrations de PYY sont minimes au niveau de

l'intestin grêle (iléon = 68 +/- 6 pmol/g) alors que des concentrations maximales ont

été retrouvées au niveau des muqueuses du côlon distal (82 pmol/g au niveau du

côlon ascendant, 196 pmol/g au niveau du côlon sigmoïde) et du rectum (480

pmol/g) (Adrian et coll., 1985a). Chez d'autres espèces animales, comme pour le

chien, de fones concentrations de PYY ont été retrouvées dans l'iléon (1610 +!- 123

ng/g) et le côlon (1607 +/- 194 ng/g) (Taylor, 1985).

Par opposition au PP et au PYY, le NPY est un neuropeptide. D a été mis

en évidence dans des fibres nerveuses tant au niveau du système nerveux central

que périphérique (Lundberg et coll., 1982b).



TABLEAU # 1

Séquences d'acides aminés du pol^eptide pancréatique humain (h-PP), du peptide
Y Y humain (h-PYY), du neuropeptide Y humain (h-NPY), du neuropeptide Y porcin
(p-NPY) et du neuropeptide Y de mouton (m-NPY).

h-PP Ala Pro Leu Glu

h-PYY Tyr Pro Ile Lys
h-NPY Tyr Pro Ser Lys
p-NPY Tyr Pro Ser Lys
m-NPY Tyr Pro Ser Lys

h-PP Asn Ala Thr Pro
h-PYY Asp Ala Ser Pro
h-NPY Asp Ala Pro Ala
p-NPY Asp Ala Pro Ala
m-NPY Asp Ala Pro Ala

h-PP Ala Ala Asp Leu

h-PYY Tyr Ala Ser Leu
h-NPY Tyr Ser Ala Leu
p-NPY Tyr Ser Ala Leu
m-NPY Tyr Ser Ala Leu

h-PP Leu Thr Arg Pro
h-PYY Val Thr Arg Gin
h-NPY Ile Thr Arg Gin
p-NPY Ile Thr Arg Gin
m-NPY Ile Thr Arg Gin

5

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

15

25

10

Val Tyr Pro Gly Asp
Glu Ala Pro Gly Glu
Asp Asn Pro Gly Glu

Asp Asn Pro Gly Glu

Asp Asn Pro Gly Asp

20

Gin Met Ala Gin Tyr
Glu Leu Asn Arg Tyr
Asp Met Ala Arg Tyr
Asp Leu Ala Arg Tyr
Asp Leu Ala Arg Tyr

30
Arg Tyr Ile Asn Met
His Tyr Leu Asn Leu
His Tyr Ile Asn Leu
His Tyr Ile Asn Leu
His Tyr Ile Asn Leu

35

Arg Tyr NH2
Arg Tyr NH2
Arg Tyr NH2
Arg Tyr NH2
Arg Tyr NH2



2. LOCALISATION ET DISTRIBUTION:

2.1 Système nerveux central:

Au niveau du cerveau, les résultats des études immunohistochimiques ont

révélé que les fibres nerveuses contenant du NPY sont particulièrement concentrées

dans les structures limbiques soit le cortex, l'hippocampe et le thalamus (Allen et

Bloom, 1986; Maccarone et Jarrott, 1986; Gray et Morley, 1986b; McDonald, 1988;

O'Donohue et coll., 1985). Ces observations ont été appuyées par des études

d'essais radioimmunologiques (RIA) dans lesquelles il a été rapporté que de fortes

concentrations de NPY sont retrouvées dans les régions limbiques et

hypothalamiques, ainsi que dans le ganglion basai tant au niveau du noyau caudé

que du putamen et aussi au niveau du cortex (Polak et Bloom, 1984). Des études

comparatives ont révélé que les concentrations de NPY sont supérieures à celles de

la somatostatine (SS) et de la cholécystokinine, en particulier au niveau de

l'hypothalamus, du putamen et du noyau caudé, ce qui en ferait actuellement le

peptide régulateur le plus abondant au niveau du système nerveux central (Adrian et

coll., 1983; Gray et Morley, 1986a).

A l'aide de la technique d'immunocoloration double, il a été démontré que le

NPY était présent dans des neurones catécholaminergiques dans certaines régions

spécifiques du cerveau, tels que le locus caeruleus et la medulla oblongata (Hokfelt

et coll., 1983; Allen et coll., 1983). Ce sont là les premières démonstrations révélant

la co-localisation du NPY avec la norépinéphrine (NE) au niveau du système

nerveux central. En plus d'être co-localisé avec la NE, le NPY a aussi été retrouvé

dans des fibres contenant le peptide vasoactif intestinal (VIP) et la choline



acétyltransférase et ce, plus spécifiquement au niveau des ganglions

parasympathiques crâniens (Leblanc et coll., 1987). Enfin, par le biais d'études

immunohistochimiques, il a été montré qu'une injection intra-cérébro-ventriculaire de

6-hydroxydopamine induit une vidange du contenu en NE au niveau de

l'hypothalamus mais n'affecte en rien l'innervation au NPY. Ces résultats indiquent

que, dans cette région du cerveau, les fibres nerveuses contenant du NPY originent

en grande partie de neurones intrinsèques (lesquels ne synthétisent que du NPY)

plutôt que des neurones médullaires dans lesquels la NE et le NPY coexistent

(Gustafson et Moore, 1987).

Plusieurs travaux ont démontré que le NPY et la S S sont fortement associés,

en terme de distribution, dans certaines régions du cerveau dont le cortex,

l'hippocampe et le noyau basai chez le rat (Chronwall et coll., 1984; Beal et coll.,

1986; Hendrey et coll., 1984), chez le singe (Hendrey et coll., 1984; Beal et coll.,

1987) et chez l'homme (Chan-Palay, 1987). Il a été rapporté que le taux

d'immunoréactivité à la SS est diminué dans certaines régions cérébrales chez les

patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Beal et Martin, 1986). Des études

similaires réalisées avec le NPY ont révélé que les concentrations de ce dernier

étaient elles aussi diminuées dans certaines régions du cortex chez les patients

atteints de cette maladie; suggérant ainsi une implication potentielle du NPY dans

l'étiologie sinon le processus évolutif de la maladie d'Alzheimer.

Au niveau de la moelle épinière, des fibres nerveuses immunoréactives au

NPY ont été retrouvées tant au niveau de la corne dorsale que ventrale. Un

sectionnement du nerf sciatique, une rhizothomie dorsale, un sectionnement de la

moelle épinière ou un traitement des animaux à la capsaicine n'ont pas affecté la



distribution des fibres nerveuses immunoréactives au NPY (Polak et Bloom, 1984).

Ces observations indiquent que les fibres nerveuses qui contiennent du NPY ne sont

pas de nature sensorielle mais au contraire de nature motrice.

2.2 Système nerveux périphérique:

En périphérie, les fibres nerveuses immunoréactives au NPY ont été

retrouvées dans la majorité des organes étudiés incluant les systèmes

cardiovasculaire, gastro-intestinal et respiratoire. Cette observation se rapporte tant à

l'homme (Lundberg et coll., 1983) que le cobaye, le rat, le chat et le porc

(Lundberg et coll., 1983, 1985a; Uddman et coll., 1985 et Edvinsson et coll., 1983,

1984a). Dans tous ces systèmes, les fibres contenant du NPY présentent une forte

association avec les vaisseaux sanguins et plus particulièrement avec les artères.

Au niveau du coeur, l'innervation présentant une immunoréactivité qui

s'apparente au NPY est particulièrement dense au niveau des oreillettes et beaucoup

plus faible dans les ventricules (Lundberg et coll., 1982b; Gu et coll., 1983, 1984;

Uddman et coll., 1985). De plus, elle est très abondante au niveau des artères

coronaires et du système de conduction cardiaque (Polak et Bloom, 1984). Les

résultats des essais radioimmunologiques effectuées à partir d'extraits de tissu

cardiaque humain ont montré que les plus fortes concentrations de NPY se

retrouvent au niveau des vaisseaux coronariens (20 +/- 4 pmol/g) et du noeud

auriculo-ventriculaire (22 +/- 2 pmol/g). Les plus faibles concentrations se retrouvent

au niveau des oreillettes droite et gauche, du noeud sino-auriculaire (15 +!- 3

pmol/g) et des ventricules droit et gauche (10 ± 2 pmol/g) (Polak et Bloom, 1984).

Lorsque comparé à la concentration de substance P (SP) que l'on retrouve au niveau



du coeur de cobaye, le NPY semble être le neuropeptide le plus abondant découvert

jusqu'à maintenant au niveau du coeur chez plusieurs espèces de mammifères y

compris l'homme (Polak et Bloom, 1984).

Le système respiratoire de diverses espèces de mammifères incluant le

cobaye, le chat (Lundberg et coll., 1983; Sheppard et coll., 1984, Uddman et coll.,

1984), le rat (Uddman et coll., 1984, Sheppard et coll., 1984), le porc (Lundberg et

coll., 1983), la souris (Uddman et coll., 1984), le singe (Lundberg et coll., 1983;

Ghatei et coll., 1987) et l'homme (Lundberg et coll., 1983; Sheppard et coll., 1984)

est aussi très riche en fibres nerveuses contenant du NPY. Ces dernières ont été

retrouvées en association avec les vaisseaux pulmonaires (artères et veines) et dans

l'adventice du tractus trachéobronchial chez ces cinq espèces. Des fibres

immunoréactives au NPY ont aussi été retrouvées au niveau des muscles lisses des

voies aériennes, de la trachée jusqu'aux bronchioles; où la densité de ces fibres est

plus faible. Par exemple, chez le chat, les plus fortes concentrations ont été

retouvées dans l'artère pulmonaire (95 pmol/g) et les bronches principales (21

pmol/g) (Lundberg et coll., 1983). Chez le singe, à l'exception des bronches, les

concentrations de NPY ont été retrouvées inférieures à 1 pmol/g de tissus (Ghatei et

coll., 1987). La variation dans les concentrations pulmonaires du NPY entre les

espèces animales s'est aussi reflétée par une distribution non uniforme du

neuropeptide entre ces mêmes espèces. Chez le chat, ces fibres nerveuses sont

associées à la fois aux muscles lisses vasculaires et non vasculaires et ce, à partir

de la trachée jusqu'au poumon profond. De plus, elles ont été démontrées dans les

ganglions ind-amuraux de la trachée et des bronches (Lundberg et coll., 1983)

suggérant ainsi une interaction possible avec l'innervation cholinergique. Chez le



cobaye, ce sont les vaisseaux sanguins, particulièrement les artères, qui reçoivent le

plus riche approvisionnement de fibres nerveuses utilisant le NPY comme

neurotransmetteur (Uddman et coll., 1985). Ce dernier, par contre, est absent dans

les ganglions intramuraux (Sheppard et coll., 1984). Enfin, chez le singe, le NPY est

associé exclusivement à la vascularisation pulmonaire et aux glandes tubuleuses de

la trachée (Ghatei et coll., 1987). Aucune particuliarité dans la distribution des fibres

immunoréactives au NPY au niveau du poumon de porc, de rat et de l'homme n'a

été rapportée. La distribution des fibres est telle que décrite précédemment. Tel que

démontré dans les autres systèmes, la distribution des neurones contenant du NPY

dans les poumons se rapproche intimement de l'innervation sympathique

noradrénergique.

De point de vue du développement, les fibres nerveuses contenant du NPY

apparaissent aux environs de la 20"°"' semaine de gestation dans les poumons de

foetus humain. La population de ces fibres nerveuses augmente considérablement à

la période néonatale. La période d'apparition et le patron de développement de ces

voies nerveuses s'apparentent de beaucoup à ceux des fibres nerveuses sympathiques

ce qui confirme l'association étroite du NPY au neurotransmetteur classique qu'est

la NE (Sheppard et coll., 1984; Polak et Bloom, 1984).

La distribution abondante des fibres nerveuses immunoréactives au NPY au

niveau du système respiratoire des mammifères, son association particulière avec la

musculature lisse vasculaire et non vasculaire laissent suggérer que le NPY est

probablement impliqué dans le contrôle sinon la régulation de diverses fonctions

pulmonaires.
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Au niveau du système gastro-intestinal, les fibres nerveuses immunoréactives

au NPY ont été retrouvées tout au long du tube digestif: de l'oesophage jusqu'au

côlon distal. Chez les rongeurs (Fumess et coll., 1983) et l'homme (Lundberg et

coll., 1983), ces fibres positives ont été localisées dans la muqueuse, mais surtout

dans la sous-muqueuse, les couches musculaires (circulaire et longitudinale) et les

plexi nerveux sous-muqueux (Meissner). Dans la sous-muqueuse, la plupart des

fibres qui contiennent du NPY sont présentes autour des vaisseaux sanguins. Les

plexi sous-muqueux de l'intestin grêle contiennent une forte population de corps

cellulaires immunoréactifs au NPY, cependant la quantité de peptide est moins

importante au niveau de ces mêmes plexi de Meissner présents dans l'estomac et le

gros intestin. Ceci ne semble pas être le cas pour la population de corps cellulaires

immunoréactifs au NPY retrouvés dans les plexi myentériques (Sundler et coll.,

1983; Polak et Bloom, 1984). Il a été suggéré que les fibres nerveuses

immunoréactives au NPY retrouvées en association avec la musculature lisse du

tractus gastro-intestinal seraient d'origine intrinsèque alors que les fibres nerveuses

périvasculaires seraient d'origine extrinsèque. Ces observations sont basées sur le fait

qu'une sympathectomie abdominale cause une disparition des fibres nerveuses

périvasculaires immunoréactives au NPY et non des autres (Sundler et coll., 1983;

Polak et Bloom, 1984). Cette vaste distribution des fibres contenant du NPY dans le

système gastro-intestinal suggère une multitude de fonctions, incluant un rôle dans la

régulation de l'activité neuronale intramurale, dans le tonus du muscle lisse et du

flux sanguin local.
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3. CARACTERISTIQUES DES FIBRES NERVEUSES PERIPHERIQUES

CONTENANT LE NPY.

Tel qu'il a été démontré au niveau du système nerveux central, il a été

suggéré que dans les fibres nerveuses périphériques le NPY serait dans une forte

proportion aussi co-localisé avec la NE. Cette hypothèse découle d'une série

d'observations concernant l'origine, la caractérisation et le devenir des fibres

nerveuses contenant le NPY suivant divers traitements chirurgicaux et/ou

pharmacologiques. Par exemple: 1) une sympathectomie chirurgicale résulte en une

perte de fibres nerveuses périvasculaires immunoréactives au NPY et à la NE

(Sundler et coll., 1983; Grunditz et coll., 1984; Uddman et coll., 1985), 2) les

enzymes impliqués dans la formation de la NE soit la tyrosine hydroxylase et la

dopamine P-hydroxylase (la TH et la DBH) coexistent avec le NPY dans certains

corps cellulaires des ganglions sympathiques tels le ganglion cervical supérieur, le

stellaire et le coeliaque ainsi que dans les fibres nerveuses originant de ces

ganglions (Lundberg et coll., 1982b, 1983; Uddman et coll., 1984), 3) un traitement

à l'aide de la neurotoxine 6-OHDA induit une déplétion de l'immunoréactivité à la

NE et au NPY au niveau des fibres nerveuses périvasculaires (Lundberg et coll.,

1982b; Fumess et coll., 1983; Ekblad et coll., 1984a; Uddman et coll., 1985) et que

4) le NPY est libéré après une stimulation des nerfs sympathiques (Allen et coll.,

1984a). Ces observations indiquent qu'une sous-population de neurones

immunoréactifs au NPY serait de nature sympathique. A cet effet, des évidences ont

été fournies à savoir que le NPY est synthétisé dans les corps cellulaires de ces

fibres sympathiques, emmagasiné dans des vésicules et ensuite acheminé par un
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mécanisme de transport axonal vers les terminaisons nerveuses (Fried et coll 1985a,

b). Des études réalisées à l'aide de la microscopie électronique ont de plus révélé

que chez la rate du chat et le canal déférent du rat, le NPY et la NE sont tous

deux emmagasinés dans des vésicules denses au niveau des terminaisons nerveuses.

Un entreposage séparé des deux molécules ne peut par contre être exclu. Il a été

démontré (dans le canal déférent de rat) qu'un traitement à la réserpine induit une

diminution du contenu en NE sans altérer celui du NPY (Lundberg et coll., 1985a,

Fried et coll., 1985a). Enfin, des études de fractionnement cellulaire ont montré que

la même terminaison nerveuse contient de petites vésicules qui entreposent

séparément la NE et le NPY (Fried et coll., 1985a, b; De Quidt et coll., 1985). Ceci

suggère donc que, selon les tissus ou les voies nerveuses, l'emmagasinage de la NE

et du NPY peut se présenter sous diverses combinaisons.

En plus d'être souvent co-localisé avec la NE dans les fibres nerveuses

sympathiques, le NPY a aussi été associé avec l'acétylcholine et ce plus

particulièrement au niveau des ganglions sous-muqueux dans l'intestin de cobaye

(Fumess et coll., 1984). Enfin chez le rat, la souris et le porc le NPY a aussi été

retrouvé en co-localisation avec le peptide intestinal vasoactif (VIP) et le peptide

histidyl-isoleucine (PHI) dans les cellules périvasculaires non adrénergiques. 11 est à

noter que les fibres périvasculaires adrénergiques qui contiennent du NPY au niveau

du tractus gastro-intestinal ne semblent pas contenir de VIP ni de PHI (Ekblad et

coll., 1984c).
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4. SITES RECEPTEURS:

4.1 Système nerveux central:

L'existence de sites récepteurs spécifiques au NPY a d'abord été démontrée

chez le rat par le biais d'études de liaisons réalisées sur des préparations

membranaires obtenues de différentes régions du cerveau (Saria et coll., 1984). Ces

sites de liaison furent retrouvés au niveau du cortex cérébral, de l'hypothalamus, du

striatum et de l'hippocampe (Unden et coll., 1984; Martel et coll., 1987). Des

observations similaires ont été rapportées avec des préparations membranaires

originant du cerveau de cobaye, de hamster et de l'homme (Martel et coll., 1987).

Les études autoradiographiques ont confirmé l'existence d'une forte densité de sites

de liaisons au NPY présents dans le bulbe olfactif, le septum, dans quelques noyaux

thalamiques et dans l'aire postrema du noyau médian et du tractus solitari (Martel et

coll., 1986; Nakajima et coll., 1986).

4.2 Système nerveux périphérique:

En périphérie, les études de liaisons sur des préparations de membranes ont

révélé la présence de sites récepteurs spécifiques et de haute affinité au NPY sur

des vaisseaux sanguins provenant de la rate de cochon (Lundberg et coll., 1988)

ainsi que sur les muscles lisses de l'artère pulmonaire de lapin (Reynolds et Yokota,

1988). La présence de récepteurs au NPY a aussi été démontrée sur des lignées

cellulaires de phéochromocytomes de rat (Reynolds et Yokota, 1988; Schwartz et

coll., 1987) et sur les cellules épithéliales de l'intestin grêle de rat (Laburthe et

coll., 1986). Enfin, les études autoradiographiques ont révélé la présence de sites de
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liaisons au niveau du tubule proximal et des muscles lisses vasculaires des reins de

lapin (Leys et coll., 1987).

43 Sous-classes de récepteurs pour le NPY.

En 1987, Wahlestedt et coll. ont suggéré l'existence de deux sous classes de

récepteurs pour le NPY, soit Yj et Yj. Cette classification a été suggérée suite à

1 observation que le fragment 13-36 du NPY était actif sur certaines préparations

vasculaires (l'artère fémorale de rat) mais non sur d'autres (la veine iléaque de

cobaye). Ainsi, les récepteurs Yj seraient post-jonctionnels et reconnmtraient

uniquement la molécule entière du peptide. Les récepteurs seraient pré-

jonctionnels et reconnaîtraient en plus de la molécule entière, le fragment 13-36 du

NPY (Wahlestedt et coll., 1986; 1987).

5. ACTIVITES PHYSIOLOGIQUES ET PHARMACOLOGIQUES:

L'abondance des réseaux nerveux immunoréactifs au NPY, la présence de

récepteurs qui lui sont propres et la démonstration que ce peptide est effectivement

libéré des terminaisons nerveuses suivant diverses stimulations, suggèrent que le

NPY serait impliqué dans une multitude de fonctions tant au niveau du système

nerveux central que périphérique (Allen et coll., 1985; Danger et coll., 1987;

Drumheller et coll., 1988; Rioux et coU., 1986; Wahlestedt et coll., 1986).
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5.1 Système nerveux central:

Parmi les différents effets centraux attribués au NPY, il a été rapporté entre

autres qu'une injection intracérébrale de NPY provoque une hypotension, une

bradycardie et un ralentissement de la respiration (Fuxe et coll., 1983; Harfstrand.

1986). Egalement, une injection intra-cérébro-ventriculaire ou une administration de

NPY dans le noyau paraventriculaire de l'hypothalamus résulte en une augmentation

de l'ingestion de nourriture (Stanley et Leibowitz, 1985; Parrott et coll., 1986) et

une diminution du taux plasmatique de LH-RH (McDonald et coll., 1985).

5.2 Système nerveux périphérique:

Au niveau périphérique, les principaux effets pharmacologiques rapportés

pour le NPY dérivent majoritairement de travaux effectués sur le système

cardiovasculaire. In vivo, une injection intraveineuse de NPY induit une

hypertension systémique, caractérisée par une longue durée d'action (Lundberg et

coll., 1982b). Une administration de NPY dans un coeur perfusé induit à la fois des

effets chronotrope et ionotrope positifs. Ces actions du NPY sont résistantes aux

antagonistes des récepteurs a- et P-adrénergiques mais sont inhibées par la

nifédipine, ce qui laisse entrevoir une implication potentielle du Ca"^ dans les effets

médiés par le peptide (Lundberg et coll., 1982b, 1984b; Corder et coll., 1986;

Dahlof et coll., 1985a; Mabe et coll., 1985; Petty et coll., 1984). De plus, Rioux et

coll. (1986) ont démontré qu'une infusion de NPY dans un coeur perfusé induit une

augmentation de la fréquence cardiaque, de la pression myocardiaque et une

diminution de la tension myocardiaque. Ces données suggèrent une forte implication

du NPY dans la régulation de l'activité des muscles cardiaques lorsque administré in
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VIVO.

I" vitro, trois actions principales ont été rapportées lorsque le NPY est mis

en présence de différentes préparations isolées de muscle lisse vasculaire: 1) un effet

post-jonctionnnel direct, 2) un effet post-jonctionnel indirect et 3) un effet pré-

jonctionnel indirect

1) Effet post-jonctionnel direct du NPY:

Le NPY est avant tout reconnu comme un puissant agent vasoconstricteur

(Lundberg et Tatemoto, 1982; Ekblad et coll., 1984a,b; Edvinsson et coll., 1985).

Sur des préparations vasculaires isolées, cet effet est dépendant de la concentration

et est caractérisé par une lente entrée en action et une durée d'action prolongée.

Cependant, l'amplitude de la contraction induite par le NPY varie d'une préparation

vasculaire à une autre. Par exemple, la contraction induite par le NPY n'atteint que

37 ± 8% et 11 ± 4% de la réponse induite par la NE respectivement sur l'artère

rénale et la veine mésentérique de l'homme (Pemow, 1988). Cependant, sur les

vaisseaux cérébraux et sur certains vaisseaux périphériques (artère du muscle lisse

squelettique de l'homme) le NPY induit une contraction maximale dont l'amplitude

est équivalente à celle induite par la NE (Edvinsson et coll., 1983, 1984a,b, 1985;

Ekblad et coll., 1984a; Wahlestedt et coll., 1985). Sur les préparations sensibles au

NPY (vaisseaux cérébraux), l'action vasoconstrictrice du peptide est abolie par les

inhibiteurs des canaux calciques comme la nifédipine (Wahlestedt et coll., 1986).
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2) Effet post-jonctionnel indirect du NPY:

Certains vaisseaux sanguins dont l'artère gastro-épiploïque de lapin répondent

par une contraction lorsque stimulée électriquement. Cette réponse n'est pas bloquée

par le guanéthidine et le prazosin (antagonistes a,- et oq- adrénergiques). Sur ces

préparations, des concentrations de NPY plus faibles que celles requises pour induire

un effet post-jonctionnel direct, augmentent les réponses induites par la stimulation

électrique (Edvinsson et coll., 1983, 1984a,b; Ekblad et coll., 1984a; Glover, 1985;

Dahlof et coll., 1985b; Lundberg et coll., 1985b; Wahlestedt et coll., 1985,

Wahlestedt et Hakanson, 1986; Jansen et coll., 1986; Hanko et coll., 1986; Neild,

1987). Par exemple, sur l'artère gastro-épiploïque de lapin, le NPY induit un

déplacement vers la droite de la courbe dose réponse induite par la NE ou par des

stimulations électriques sans changer la réponse maximale (Edvinsson et coll.,

1984b; Ekblad et coU., 1984a; Wahlestedt et coll., 1985). Cet effet potentiateur du

NPY a aussi été noté envers d'autres agents vasoconstricteurs dont l'histamine et la

prostaglandine (Edvinsson et coll., 1984b). Cet effet potentiateur du NPY n'est

pas bloqué par les antagonistes du Ca^.

3) Effet pré-jonctionnel indirect du NPY:

Cette dernière action du NPY fut étudiée plus particulièrement sur la partie

prostatique du canal déférent de rat Une stimulation électrique sur cette préparation

induit une réponse contractile rapide causée par la libération de NE à partir des

terminaisons nerveuses sympathiques (Lundberg et coll., 1984b, Lundberg et Stame,

1984). Sur cette préparation, le NPY inhibe la réponse contractile induite par une

stimulation électrique mais n'affecte pas l'effet d'une administration exogène de NE
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(Allen et coll., 1982; Ohhashi et Jacobowitz, 1983; Wahlestedt et coll., 1985). Des

résultats similaires suggérant que le NPY inhibe la libération de la NE furent aussi

obtenus en utilisant des préparations d'artère fémorale de rat (Lundberg et coll.,

1985b). Cet effet modulateur pré-jonctionnel du NPY a été confirmé en utilisant de

la NE tritiée (pH]NE). L'ensemble de ces travaux a permis de démontrer que sur

certaines préparations non-vasculaires (canal déférent de rat) et vasculaires (l'artère

fémorale de rat), des récepteurs pour le NPY sont présents sur les terminaisons

nerveuses sympathiques (Ohhashi et Jacobowitz, 1983).

Depuis la découverte de substances vasoactives telles que le facteur relaxant

dérivant de l'endothélium par Furchgott et Zawadzki (1980) ou le facteur contractant

dérivant de l'endothélium par Luscher et VanHoutte (1986), deux groupes de

chercheurs se sont intéressés à vérifier si l'effet du NPY, sur les vaisseaux sanguins,

était relié à l'endothélium. Daly et Hieble (1987) ont démontré que l'effet

potentiateur induit par le NPY sur l'artère de l'oreille de lapin stimulée

électriquement est dépendant de l'endothélium. De leurs coté, Pernow et Lundberg

(1988) ont observé que les réponses directes induites par le NPY sur les artères du

muscle glutéus maximus et splénique de porc, n'étaient pas reliées à la présence de

l'endothélium. C'est donc dire que cet effet endothélium dépendant du NPY peut

aussi varier d'une préparation tissulaire à l'autre tout comme l'effet potentiateur du

peptide.

D'autres effets périphériques induits par le NPY furent rapportés. Par

exemple, une perfusion au NPY, du rein isolé de rat, induit une augmentation de la

pression et réduit le flux sanguin rénal. Ces effets sont accompagnés d'une baisse

du taux de filtration glomérulaire et d'une augmentation de la natriurèse. Le fait que
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le NPY soit vasoconstricteur et natriurétique au niveau du système rénovasculaire

suggère que ce peptide est impliqué dans le contrôle des fonctions rénales (Allen et

coll., 1985a).

Lorsque administré in vitro, ce peptide induit une augmentation des réponses

contractiles induites par la NE sur des préparations tissulaires provenant du muscle

dilatateur de l'iris de lapin (Piccone et coll., 1988). L'interprétation physiologique de

ces effets est encore inconnue.

Au niveau du tractus urogénital, le NPY inhibe les contractions induites par

des stimulations électriques sur le canal déférent de rat par une inhibition de la

libération de la NE (Allen et coll., 1982; Ohhashi et Jacobowitz, 1983). De plus, ce

peptide induit une diminution des réponses contractiles non adrénergique et non

cholinergique, après une stimulation nerveuse sur la vessie de cobaye (Lundberg et

coll., 1984a).

Aucune étude n'a été entreprise pour vérifier si le NPY peut induire une

action directe sur les muscles lisses des voies aériennes ou encore si le peptide peut

y exercer un effet potentiateur tel que démontré au niveau de certains vaisseaux

sanguins. Cependant, il a été rapporté que le NPY induit une inhibition de la

composante cholinergique suivant une stimulation électrique sur la trachée de cobaye

(Stretton et Bames, 1988).

Pour ce qui est du système gastro-intestinal, Wahlestedt et Hakanson (1986)

ont rapporté que le NPY n'induisait aucun effet moteur direct sur des préparations

isolées de taenia coli de cobaye. Par contre, les travaux de Hellstrom ont montré

que chez le chat, une administration intra-artérielle de NPY cause une inhibition de

la motilité du côlon ainsi qu'une vasoconstriction de longue durée (Hellstrom et
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coll., 1985). D'autres données ont révélé que le NPY était capable de stimuler

l'absorbtion des ions chlore au niveau de la muqueuse iléale de lapin (Hubel et

Renquist, 1985). Cependant, le mécanisme par lequel le NPY exerce ses actions est

inconnu de même que la localisation de ses récepteurs.

6. BUTS DE L'ETUDE:

Les objectifs du présent projet de recherche sont:

1) Déterminer si le NPY peut exercer un effet myotrope direct ou un effet

potentiateur et/ou inhibiteur au niveau des muscles lisses des voies aériennes

des mammifères et élucider les mécanismes d'actions s'il y a lieu.

2) Déterminer les rôles possibles du NPY et du PYY sur le tonus de base du

muscle lisse longitudinal du côlon des mammifères et élucider les

mécanismes d'actions s'il y a lieu.

3) A l'aide de fragments de synthèse du NPY, déterminer sur nos préparations

biologiques laquelle des portions de la molécule de NPY est responsable de

l'activité biologique du peptide.

4) Caractériser les récepteurs responsables des activités du NPY sur les deux

systèmes biologiques en utilisant tout comme Wahlestedt et coll. (1986) la

molécule entière de NPY et de PYY et le fragment 13-36.



MATERIEL ET METHODES

1. ANIMAUX

Les préparations tissulaires faisant l'objet de notre étude, provenaient

principalement de deux espèces animales: des cobayes Hartley albinos, sans égard de

sexe, dont le poids variait entre 200 et 300 g et des rats Sprague Dawley mâles de

225 à 250 g. Ces animaux ont été obtenus de la ferme d'élevage Charles River de

St-Constant, Québec.

Certains tissus humains", obtenus de la salle d'autopsie du C.H.U.S et ceci

suivant l'approbation du Comité d'éthique médicale de la faculté, ont aussi été

utilisés.

Les cobayes pré-anesthésiés au pentobarbital de sodium (40 mg/kg, ip), ont

été sacrifiés par dislocation cervicale et exsanguinés par le sectionnement de la

veine cave inférieure. Les rats ont été exsanguinés par le sectionnement de la veine

cave inférieure après une injection intrapéritonéale de pentobarbital de sodium (50

mg/kg).

2. PRELEVEMENT DES TISSUS:

Six préparations principales ont été sélectionnées dont trois provenant du

tractus respiratoire (trachée, bronches principales et bandelettes de parenchyme

pulmonaire) et trois du système gastro-intestinal (côlon ascendant, transverse et
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descendant).

Suivant leur prélèvement tous les tissus furent immédiatement immergés

dans une solution physiologique identique à celle qui a été utilisée durant

l'expérience.

Les tissus provenant du système respiratoire ont été baignés dans une

solution de Krebs (pH = 7.4) dont la composition en mM était comme suit: NaCl

118.1; KCl 4.7; MgSO^ 7H2O 1.2; KH,PO, 1.2; NaHCOj 25; CaCl^ 2.5; glucose

11.1.

La solution physiologique utilisée pour les principaux tissus provenant du

tractus gastro-intestinal fut le Tyrode (pH = 7.2) dont la composition en mM fut

comme suit: NaCl 136.8; KCl 2.6; MgS04 7H2O 1.5; NaH^PO^ 0.47; NaHCOî 11.9;

CaClj 1.8; glucose 5.5.

3. PREPARARION DES TISSUS:

3.1. Tractus respiratoire de cobaye et de rat

Les préparations tissulaires provenant du cobaye et du rat ont été préparées

de façon similaire. La trachée et les bronches principales ont été taillées en spirale

selon les méthodes respectives de Constantine (Constantine, 1965) et de Patterson et

Arbor (1958). Des bandelettes de parenchyme pulmonaire ont été préparées selon la

méthode de Lulich (Lulich et coll., 1976), à partir des lobes inférieurs droit et/ou

gauche des poumons.
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3.2. Tractus gastro-intestinal de rat

Le côlon descendant a été prélevé du côlon sigmoïde à la courbure

splénique; le côlon transverse, de la courbure splénique à la courbure hépatique et le

côlon ascendant de la courbure hépatique au caecum. Les trois parties du côlon ont

été nettoyées de leur contenu et dégraissées. Des segments de 1.0 cm de longueur

pour chacune des trois parties du côlon ont été utilisés.

3.3. Autres tissus

Des bronches internes (diamètre de 1 à 2 mm) provenant de poumons

humains furent préparées en spirale selon la méthode de Constantine (1965).

4. ESSAIS BIOLOGIQUES

Tous les essais biologiques ont été effectués dans des bains de 5 ml

contenant une solution physiologique de Krebs ou de Tyrode. Ces dernières furent

oxygénées à l'aide d'un mélange gazeux contenant 95% Oj et 5% COj et

maintenues à température constante de 37°C.

Toutes les préparations tissulaires ont été reliées à un transducteur de force

Grass (modèle FT 03C), sous une tension initiale de 1 g. Une période de

stabilisation d'une heure leur a été ensuite allouée. La réponse des tissus suite à

l'addition de peptide et/ou d'agoniste a été enregistrée isométriquement. Dans ce

système, les signaux sont d'abord transformés en impulsion électrique par les
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transducteurs, amplifiés et ensuite inscrits sur un enregistreur polygraphe de marque

Grass (modèle 7D).

5. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

5.1. Méthodologie générale

Avant de débuter les expériences, la réactivité des tissus a été évaluée à

l'aide de drogues (agonistes) de contrôle. Dans les cas où nous avions à travailler

avec des agonistes relaxants, les tissus ont été précontractés à l'aide d'un Krebs

enrichi en potassium (pH = 7.2) dont la composition en mM fut comme suit: NaCl

4.7; KCl 124.7; MgSO, 7H,0 1.2; KH,PO, 1.2; NaHC03 25; CaCl^ 2.5; glucose

11.1.

5.2. Méthodologie spécifique

5.2.1. Effet direct du p-NPY et du PYY

Dans un premier temps, nous avons déterminé si le NPY pouvait induire un

effet direct (contraction ou relaxation) sur différentes préparations. D'une façon

générale, pour les tissus présentant une faible ou une absence d'activité spontanée

(telle que les voies aériennes), nous avons effectué des courbes doses-réponses

cumulatives. Ces dernières ont été réalisées en augmentant progressivement la

concentration d'agonistes dans les bains, jusqu'à l'obtention d'une réponse

maximale. Pour les tissus présentant une forte activité spontanée (ex: le côlon), des



doses croissantes d'agonistes ont été appliquées de façon consécutive. Dans ce cas,

un intervalle minimal de 15 minutes fut accordé après chaque application de

l'agoniste afin d'éviter toute désensibilisation du tissu. Les peptides ont été

maintenus en contact avec les préparations tissulaires pendant une période nécessaire

au développement d'une réponse complète. Enfin, sur les préparations provenant du

tractus gastro-intestinal l'effet du NPY fut comparé à celui du PYY.

5.2.2. Effet modulateur du NPY

Chez les tissus présentant une réponse de faible amplitude au NPY, nous

avons évalué si ce peptide pouvait altérer (potentier ou inhiber) l'action d'agonistes

classiques relaxants et/ou contractiles. Plus spécifiquement, des courbes doses-

réponses cumulatives à l'aide d'agonistes tels la NE, le VIP, la SP, l'histamine, le

carbamylcholine, et la 5-hydroxytryptamine (5-HT) ont été effectuées, en présence

de 30 nM de NPY. Des expériences contrôles ont été réalisées en parallèle où seule

la solution de véhicule (Krebs ou Tyrode) a été ajoutée. Lors de l'utilisation des

substances relaxantes, les tissus ont été préalablement contractés à l'aide de la

solution de Krebs enrichie en potassium. Pour toutes ces expériences, le NPY (30

nM) a été ajoutée 5 minutes avant le début de la stimulation avec les agonistes. Ce

protocole expérimental (dose, temps de prétraitement) a été choisi sur la base des

résultats obtenus lors d'expériences similaires réalisées par différents groupes de

chercheurs sur des préparations isolées de vaisseaux sanguins (Edvinsson et coll.,

1984b; Han et Abel, 1987; Ekblad et coll., 1984a).



5.2.3. Mécanisme d'action du NPY, du fragment NPY(13-

36) et du PYY.

Dans le but de déterminer le mécanisme par lequel le NPY, certains

fragments ou encore le PYY pouvait exercer leurs actions, des stimulations uniques

avec ces peptides ont été répétées en absence ou en présence de divers antagonistes

pharmacologiques classiques. Les préparations tissulaires ayant servi à cette étude

ont été la trachée de cobaye et les trois parties de côlon de rat. Les inhibiteurs

utilisés ont été l'indométacine (bloqueur de la cyclooxygénase), l'atropine (bloqueur

des récepteurs cholinergiques muscariniques), le diphenhydramine (bloqueur des

récepteurs histaminergiques Hj), le méthysergide (bloqueur des récepteurs

sérotonergiques), le tétrodotoxine (bloqueur non spécifique de la transmission

nerveuse), le propranolol et le phentolamine (bloqueurs respectifs des récepteurs a et

P adrénergiques).

5.2.4. Etude de structure activité

Dans le but de déterminer les acides aminés responsables de l'activité

biologique du NPY, nous avons évalué l'activité biologique d'une série de fragments

en N- et C-terminal et analogues de la molécule de NPY. Pour ce faire, nous nous

sommes servi du même protocole que celui utilisé pour évaluer l'effet direct du

NPY. Les préparations qui ont servis pour cette étude ont été les bronches

principales de cobaye et le côlon descendant de rat. Les différents fragments et

analogues testés, sont présentés dans le tableau # 2.
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TABLEAU # 2

Liste des fragments et analogues des NPY porcin et humain

FRAGMENTS ANALOGUES

p-NPY(2-36) (Cha^ h-NPY
p-NPY(5-36) (D-Trp^) h-NPY
p-NPY(ll-36) (D-Tyi^) h-NPY
p-NPY(13-36) (Phe^) h-NPY
p-NPY(16-36) (Trp^ h-NPY
p-NPY(18-38) (Tyr-O-Me^ h-NPY
p-NPY(25-36)

h-NPY(l-24)NH2 (Cha"') h-NPY
h-NPY(13-36) (D-Trp^O h-NPY

(D-Tj^O h-NPY
(Phe^O h-NPY
(Tip'O h-NPY
(Tyr-G-Me'O h-NPY

[Leu^-^^] h-NPY

(Tyr^-V-CH^NH-Pro^) h-NPY
[Asp^Lys''] h-NPY
cyclo^'[Asp^Lys^'] h-NPY
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6. SUBSTANCES PHARMACOLOGIQUES

Les composés suivants ont été utilisés: le chlorure de carbamylcholine (le

carbachol), la norépinéphrine G'hydrochlorure (-) artérénol ), la prostaglandine

(PGEj), le dihydrochlorure d'histamine, la 5-hydroxytryptamine Ge complexe

créatinine sulfate ), le sulfate d'atropine, l'hydrochlorure de diphenhydramine, le

propranolol G'hydrochlorure D,L-propranolol ), la tétrodotoxine et l'indométacine;

tous ces composés ont été obtenus de Sigma Chemical Co., St- Louis, U.S.A. Les

NPY porcin et humain (p-NPY et h-NPY), les fragments, les analogues, la SP, le

peptide intestinal vasoactif (VIP) et le peptide YY (PYY) ont tous été synthétisés

par les Dr S. St Pieixe et A. Foumier de l'INRS - Santé à Montréal.

Tous les composés ont été fraîchement dilués dans la même solution

physiologique que celle utilisée durant l'expérience (Krebs ou Tyrode) à l'exception

des peptides. Ces derniers, sous forme lyophilisées, ont été dissous dans l'eau

bidistillée contenant 0.1% d'albumine sérique bovin à une concentration initiale de 1

mg/ml et conservées à -20®C. Les dilutions subséquentes requises pour l'étude, ont

été préparées dans le Krebs ou le Tyrode immédiatement avant le début des

expériences. L'indométacine a d'abord été dissoute dans un volume minimal

d'éthanol puis ensuite diluée dans le Krebs ou le Tyrode de façon a obtenir la

concentration désirée. Enfin la solution stock de NE fût préparée dans de l'eau

bidistillée contenant 1% d'acide ascorbique.
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7. PARAMETRES PHARMACOLOGIQUES

Les courbes doses-réponses cumulatives ou consécutives effectuées à l'aide

d agonistes stimulants ou relaxants ont permis de déterminer les trois paramètres

suivant: l'affinité apparente, l'activité intrinsèque et la puissance relative.

L'affinité apparente fut exprimée sous forme de EC50; le ECjo étant la

concentration molaire d'agoniste nécessaire pour produire 50% de la réponse

maximale (Ariens et coll., 1957).

L activité intrinsèque (a®) est une mesure de la capacité que possède un

agoniste à stimuler les récepteurs. L'a® d'un agoniste de référence est fixé à 1.0.

L effet maximal est atteint lorsque l'application de concentration croissante et

subséquente de l'agoniste ne provoque plus d'augmentation de la réponse tissulaire

(Ariens, 1964 et Ariens et coll., 1964).

L'ordre de puissance des agonistes est évalué en comparant l'affinité

apparente d'un agoniste de référence à l'affinité de l'agoniste à évaluer. Ce rapport

exprimé en pourcentage de l'affinité de l'agoniste de référence est calculé ainsi:

rEC<n de l'agoniste de référence] x 100

EC50 de l'agoniste à évaluer

8. STATISTIQUES

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes plus ou moins

1 erreur standard sur la moyenne (S.E.M). Les statistiques ont été faites en utilisant

le test "t" de Student. Nous considérons une différence significative lorsque P <

0.05.



RESULTATS

1. SYSTEME RESPIRATOIRE.

1.1 Effet du p-NPY sur les voies aériennes de cobaye, de rat et de

l'homme.

Le tonus de base des voies aériennes de rat (trachée, bronches principales et

bandelettes de parenchyme pulmonaire) et de l'homme (bronches internes), n'a pas

été modifié (contraction ou relaxation) après l'addition de p-NPY. Cependant, le p-

NPY a exercé un effet contractile et ce d'une façon dépendante de la dose sur la

trachée, les bronches principales et les bandelettes de parenchyme pulmonaire du

cobaye. Lorsque comparée à une contraction induite par l'histamine, la réponse du

peptide s'est caractérisée par une entrée en action lente et une durée d'action

prolongée (Figure # 2, a). Au niveau des bronches principales la concentration seuil

de NPY nécessaire pour induire une réponse fût de l'ordre de 10'" M et la

contraction maximale fut obtenue à 10"® M (figure # 2, b). Des résultats similaires

ont été obtenus en utilisant les bandelettes de parenchyme pulmonaire. Cependant,

au niveau de la trachée, la réponse maximale fut déjà atteinte à une concentration

de 10"'' M du peptide (Figure # 3). Aucune différence significative n'a été

enregistrée entre les réponses maximales et les valeurs des EC50 de deux courbes

doses réponses répétées à 60 minutes d'intervale, suggérant ainsi une absence de

tachyphylaxie du tissu au NPY. Les tensions maximales obtenues ont été

respectivement de 51 ± 17 (n=9); , 46 ± 8 (n=ll); 30 ± 7 (n=7) mg pour la

trachée, les bronches principales et les bandelettes de parenchyme pulmonaire. Les
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FIGURE # 2; Réponses contractiles induites par le p-NPY et l'histamine (H) sur
les voies aériennes de cobaye.
A: Effet d'une dose unique de chaque agoniste sur la trachée de
cobaye. A noter que plusieurs lavages (W) sont nécessaires pour que
le tissu cible reprenne son tonus de base suivant une stimulation avec
le p-NPY.
B; Enregistrement original d'une courbe dose-réponse cumulative
induite par l'addition de p-NPY sur les bronches principales de
cobaye. On peut remarquer que la lente entrée en action est une
caractéristique qui se manifeste à chacune des concentrations aioutées
de p-NPY.
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valeurs des EC50, calculées selon une analyse de régression linéaire, ont été de 0.1

nM pour la trachée, 6 nM pour les bronches principales et 1 nM pour les

bandelettes de parenchyme pulmonaire.

Le PYY quant à lui n'induit aucune réponse biologique sur ces mêmes

préparations tissulaires.

1.2 Puissance relative du p-NPY sur la trachée de cobaye.

Etant donné que le p-NPY induit une réponse maximale d'amplitude

équivalente sur les trois préparations tissulaires provenant du système respiratoire de

cobaye (voir plus haut) et que ce peptide a une plus grande affinité apparente sur la

trachée que sur les bronches principales et le parenchyme pulmonaire, nous avons

utilisé uniquement la trachée pour évaluer la puissance du p-NPY par rapport à

d'autres agents bronchoconstricteurs.

L'histamine (lO"® à 10^ M), le carbamylcholine (10"' à 3 x 10'^ M), la SP

(10"' à 5 X lO"^ M) ou le 5-HT (10' à 10"^ M) ont tous induit sur cette préparation,

une contraction dépendante de la dose. Les amplitudes maximales des réponses

obtenues à l'aide de ces agonistes ont varié de 361 à 1310 mg (Tableau # 3). En

comparaison, la réponse maximale obtenue avec le p-NPY fut de faible amplitude;

le peptide n'ayant généré qu'une augmentation maximale de 51 mg de la tension.

Lorsque exprimée en pourcentage, cette réponse du p-NPY s'est avéré équivalente à

environ 20% de la réponse maximale induite par l'histamine, à 4% de celle causée

par le carbachol, à 8% de la réponse à la SP et à 14% de la réponse à la 5-HT.

Cependant sur la base des valeurs de EC50 obtenues pour chacun de ces composés.
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TABLEAU # 3

Contractions maximales (mg) et valeurs des EC» (nM) du p-NPY, du
carbamylcholine, de la substance P et de la 5-hydroxytryptamine (5-HT) sur des
préparations isolées de trachée de cobaye.

AGONISTES CONTRACTION EC„ (n)
MAXIMALE (nM)

p-NPY 51 ± 17 0.1 ± 0.77 (10)

Histamine 650 ± 90.3* 3625 ± 870 (8)

Carbamylcholine 1310 ± 150* 193 ± 17 (4)

Substance P 610 ± 5* 937 ± 114 (6)

5-HT 361 ± 26* 629 ± 172 (6)

Les valeurs des contractions maximales (mg) et des EC50 (nM) ont été exprimées
en moyennes ± S.E.M. Le chiffre entre parenthèses représente le nombre
d'expériences.
*: signifîcativement différent de la contraction induite par p-NPY.
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le p-NPY s'est avéré l'agent contractile le plus puissant. Tel que présenté dans le

tableau # 3, l'ordre de puissance de ces agonistes sur la trachée de cobaye fut: p-

NPY > carbamylcholine > 5-HT > SP > histamine.

1.3 Mécanisme d'action du p-NPY sur les voies aériennes de cobaye.

Les réponses induites par 10"^ M de p-NPY sur les trois préparations

provenant du système respiratoire de cobaye n'ont pas été affectées par l'addition de

tétrodotoxine (TTX) (10^ M), d'atropine (10'^ M), de diphenhydramine (10"® M) ou

de méthysergide (10'^ M). Cependant un prétraitement des tissus à l'indométacine

(10"® M) a totalement inhibé la contraction induite par 10 ® M de p-NPY.

1.4 Effet inhibiteur du p-NPY sur la trachée de cobaye.

1.4.1 Norépinéphrine (NE)

L'activité contractile du p-NPY sur les voies aériennes de cobaye étant

relativement de faible amplitude, nous avons émis l'hypothèse que ce peptide

pourrait (comme il a été démontré au niveau des vaisseaux sanguins) interférer

d'une façon quelconque avec le pouvoir relaxant ou contractile de diverses

substances endogènes.

Le NPY étant avant tout co-localisé avec la NE, nous avons d'abord vérifié

si ce peptide pouvait altérer les réponses des tissus à ce neurotransmetteur.

Des courbes doses-réponses cumulatives à la NE ont d'abord été effectuées

tant sur le tonus de base de la trachée que sur des préparations précontractées à



36

l'aide d'un Krebs enrichi en potassium (K"") (124 nM). Sur les deux types de

préparations, l'addition de NE a induit une relaxation dépendante de la dose. Les

amplitudes maximales des relaxations obtenues sur le tonus de base de la trachée et

sur la même préparation précontractée au KCl furent respectivement de 0.6 ± 0.1 g

et de 0.76 ± 0.07 g.

Les courbes doses-réponses induites par la NE en absence et en présence de

NPY (30 nM) sur ces deux types de préparations sont présentées à la Figure # 4.

Un prétraitement de 5 minutes avec une concentration de 30 nM de p-NPY a résulté

en une diminution de 41% de la réponse maximale induite par la NE sur le tonus

de base de la trachée et de 39.5% sur les tissus précontractés au KCl. Cependant, la

présence de NPY n'a pas causé de déplacement significatif vers la droite des

courbes doses-réponses à la NE sur les deux préparations. Les valeurs de EC50

calculées selon une analyse de régression linéaire tant en présence et qu'en absence

de NPY sont présentées dans le tableau # 4.

1.4.2 Peptide vasoactif intestinal (VIP)

Des expériences similaires ont été réalisées en utilisant le VIP comme agent

relaxant. Ce dernier exerce un effet inhibiteur et ce à des concentrations variant de

10"' à 3 X 10"^ M sur les tissus précontractés au KCl. Telle qu'illustré sur la figure

# 5, l'addition de 30 nM de p-NPY a résulté en une diminution significative de

42.8% de la réponse maximale obtenue à l'aide du VIP sur cette préparation.

Cependant aucune différence significative n'a été observée entre les valeurs des EC50

obtenues en absence et en présence de p-NPY (Tableau # 4). Sur la préparation
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FIGURE # 5: Courbes doses-réponses cumulatives induites par le peptide vasoactif
intestinal (VIP) sur des préparations isolées de trachée de cobaye en
absence (symboles vides) et en présence (symboles pleins) de 30 nM
de p-NPY. Les courbes ont été obtenues en absence ( □ ) et en
présence ( O ) de KCl. Chaque point représente la moyenne ± S.E.M
des données obtenues à partir de 4 expériences. Les résultats ont été
exprimés en gramme de relaxation.
*: significativement différent (P < 0.05) du contrôle (symboles vides).
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TABLEAU # 4

Relaxations maximales (g) et valeurs des EC50 (nM) de la norépinéphrine (NE) et du
peptide vasoactif intestinal (VIP) sur la trachée de cobaye en absence et en présence
de 30 nM de p-NPY.

REPONSE EC50
MAXIMALE (nM)
(g)

Agonistes Témoin p-NPY Témoin p-NPY
(30 nM) (30 nM)

NE (K+) 0.76 ± 0.07 0.46 ± 0.04* 2030 ± 213 3050 ± 628

NE 0.59 ± 0.17 0.35 ± 0.06* 1033 ± 176 950 ± 150

VIP (K+) 0.7 ± 0.09 0.4 ± 0.03* 58.8 ± 10.5 33.8 ± 5.3

VIP N.D N.D N.D N.D

Les valeurs des relaxations maximales (g) et des EC50 (nM) ont été exprimées en
moyennes ± S.E.M. Ces valeurs dérivent des données obtenues de 4 à 11
expériences.
*: significativement différent du contrôle (P < 0.05).
N.D: non déteminé
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préalablement non contractée au K^ les concentrations de VIP utilisées ne nous ont

pas permis de déterminer l'effet maximal ni la valeur du ECjo- Cependant nous

avons observé qu'un prétraitement au p-NPY (30 nM) a causé une légère

augmentation des réponses des tissus stimulés avec le VIP laquelle augmentation

devient significative aux plus fortes concentrations utilisées (Figure # 5).

1.4.3 Agonistes contractiles

Le 5-HT (10-' à 10"' M), la SP (10' à 5 X 10"' M), l'histamine (lO"' à 10^

M) ou le carbamylcholine (10"' à 10'^ M) induisent tous une contraction dépendante

de la dose sur les préparations isolées de trachée de cobaye. Tel qu'illustré sur le

panneau A de la figure # 6, un prétraitement au p-NPY (30 nM) a entraîné une

baisse significative de 30% dans la réponse maximale induite par la 5-HT. Les

réponses des tissus aux concentrations plus faibles de sérotonine (lO"' à 5 x 10"® M)

ont aussi été significativement diminuées en présence de p-NPY. Des résultats

similaires ont été obtenus avec la SP. Nous avons observé une diminution de 38%

dans la réponse maximale (10"* M) ainsi qu'une diminution significative dans les

réponses induites par les doses plus faibles du peptide (Figure # 6 B). 11 est à noter

que pour les mêmes concentrations de SP, la réponse maximale des tissus cibles n'a

pas été atteinte en présence de p-NPY. Enfin, un prétraitement de la trachée au p-

NPY (30 nM) a causé une faible potentiation quoique non significative des réponses

générées par le carbamylcholine (Figure # 6 C) et n'a exercé aucun effet inhibiteur

sur les réponses induites par l'histamine (Figure # 6 D).
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FIGURE # 6: Courbes doses-réponses cumulatives induites par le 5-
hydroxytryptamine (5-HT) (A), la substance P (S?) (B), le
carbamylcholine (Carb) (G) et l'histamine (H) (D) sur la trachée de
cobaye en absence (O-O) et en présence de 30 nM de p-NPY (•—•).
Chaque point représente la moyenne ± S.E.M des données obtenues à
partir de 4 à 9 expériences. Les résultats ont été exprimés en gramme
de contraction.

*: significativement différent (P < 0.05) du contrôle (symboles vides).
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Pour chacun des agonistes, aucun déplacement significatif des courbes-doses

réponses n'a été détecté suite au prétraitement avec le NPY (Tableau # 5).

2. SYSTEME GASTRO-INTESTINAL DE RAT.

2.1 Effet du NPY et du PYY sur le côlon de rat

Dans cette série d'expérience, nous avons comparé l'activité biologique du

PYY à celle du NPY étant donné que ces deux peptides font partie de la même

famille des polypeptides pancréatiques. Tel que mentionné plus haut, le PYY a été

exclusivement localisé dans les cellules neuroendocrines de la muqueuse du tube

digestif. Il a donc été intéressant d'étudier son effet sur les trois parties du côlon de

rat.

Lorsque placés dans les bains à organes isolés, les segments ascendant,

transverse et descendant de côlon de rat ont présenté une activité de base irrégulière.

Celle-ci a consisté en une succession de contractions phasiques dont l'amplitude et

la fréquence ont varié d'un segment de côlon à un autre et aussi d'un animal à

l'autre. L'addition de p-NPY ou de PYY a résulté en une altération tant de l'activité

spontanée que du tonus de base chez les trois segments isolés du côlon (figures # 7

et 8).

Sur le côlon ascendant, les deux peptides ont causé majoritairement une

stimulation des contractions phasiques. Les augmentations de l'amplitude de même

que de la fréquence de ces contractions nous sont apparues reliées à la concentration

de PYY ou de p-NPY. Par contre, la durée d'action des deux peptides semblait

indépendante de leur concentration. En augmentant fortement les doses des deux
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TABLEAU # 5

Contractions maximales (g) et valeurs des ECjo (nM) de la 5-hydroxytryptamine (5-
HT), de la substance P, du carbamylcholine et de Thistamine sur la trachée de
cobaye en absence et en présence de 30 nM de p-NPY.

REPONSE MAXIMALE EC»
(g) (nM)

Agonistes Témoin p-NPY Témoin p-NPY
(30 nM) (30 nM)

5-HT 0.33 ± 0.03 0.27 ± 0.2* 629 ± 172 682 ± 107

Substance P 0.42 ± 0.05 ND 938 ±114 ND

Carbachol 0.97 ±0.1 1.3 ± 0.1 193 ± 17 185 ± 3.9

Histamine 0.65 ± 0.09 0.69 ± 0.09 3625 ± 870 4200 ± 878

Les valeurs des contractions maximales (g) et des EC» (nM) ont été exprimées en
moyennes ± S.E.M. Ces valeurs dérivent de données obtenues de 4 à 11
expériences.
*: significativement différent du contrôle (P < 0.05)
N.D: non déteminé
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peptides (>10-® M) une contraction transitoire fut parfois observée. Cependant dans

là majorité des préparations, cette réponse tonique s'est avérée faible (Figures # 7 a

et 8 a).

Sur le côlon transverse, l'addition de faibles concentrations de p-NPY ou de

PYY (10"® et 10""' M) a résulté en une augmentation de l'activité spontanée

(amplitude et fréquence) et ce, d'une façon dépendante de la dose. De plus fortes

concentrations ( > 5 x 10'^ M) ont induit une contraction. De façon générale, les

contractions causées par le PYY ont toujours été de courte durée. Par opposition,

celles induites par le p-NPY ont plutôt été caractérisées par l'apparition d'une

réponse maximale initiale (pic) suivi d'une diminution progressive de la tension,

celle-ci étant accompagnée d'une augmentation de l'activité spontanée. L'incidence

de ces contractions toniques fut directement reliée aux concentrations de peptide et

ce pour des doses variant de 5 x 10"^ à 3 x 10"® M. Les courbes doses-réponses

complètes pour le p-NPY et le PYY au niveau du côlon transverse n'ont par contre

pas été établies à cause des trop grades quantités de peptides requises (Figures 7 b

et 8 b).

Sur le côlon descendant, l'addition de p-NPY ou de PYY a résulté

(pour des concentrations variant de 10' à 3 x 10"® M) en une augmentation distincte

du tonus de base. Les caractéristiques de ces contractions toniques se sont avérées

similaires à celles observées sur le côlon transverse et ascendant; c'est-à-dire

transitoire et relativement de longue durée respectivement pour le PYY et le p-NPY

(Figures # 7 c et 8 c). Les courbes doses-réponses consécutives générées par

l'addition des deux peptides sont présentées à la figure # 9. Le PYY s'est avéré

plus efficace que le p-NPY pour induire une contraction sur cette préparation. Les
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FIGURE # 9: Courbes doses-réponses consécutives induites par l'addition de p-NPY
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résultats ont été exprimés en gramme de contraction.
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concentrations seuils pour induire une contraction ont été de 10"' M pour le PYY et

le p-NPY et de 10"'° M pour le h-NPY. Les réponses maximales ont été obtenues à

des concentrations équivalentes de 3 x 10"® M. Sur cette préparation le p-NPY et le

h-NPY se sont avérés de puissance et d'activité biologique équivalentes. Aucune

différence significative n'a été détecté entre les réponses maximales obtenues avec

les deux peptides.

2.2 Puissance relative du p-NPY et du PYY sur le côlon descendant de

rat.

Pour toutes les études subséquentes, nous avons travaillé uniquement avec le

côlon descendant de rat. Cette préparation a été préférée aux deux autres car 1) ce

tissu est plus sensible à l'activité du p-NPY et du PYY et 2) l'activité spontanée y

est moindre.

L'addition consécutive de 5-HT, de carbamylcholine ou de PGE^ dans les

bains à organes isolés a entraîné une contraction dépendante de la dose sur le côlon

descendant de rat (Figure # 10). Les concentrations seuils pour induire ces

contractions furent de 10"' M pour la PGE2 et le carbamylcholine et de 10"® M pour

la 5-HT. Les réponses maximales de ces agonistes ont été atteintes à des

concentrations variant entre 2 x 10"® et 2 x 10"^ M. Lorsque exprimée en

pourcentage, la contraction maximale induite par le NPY s'est avérée équivalente à

17% de celle du carbamylcholine, à 80% de celle de la 5-HT et à 112% de celle de

la PGE2 (Tableau # 6). En comparaison, celle du PYY s'est avérée équivalente à

25% de celle du carbamylcholine, à 115% de celle de la 5-HT, à 150% de celle du

p-NPY et à 163% de celle de la PGEj. Tel qu'illustré à la figure # 10, l'ordre de
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pourcentage de la contraction maximale pour chacun des agonistes.
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TABLEAU # 6

Contractions maximales (g) et valeurs des £0» (nM) des NPY porcin et humain, du PYY,
du carbamylcholine, de la 5-hydroxytryptamine (5-HT) et de la prostaglandine (PGE^)
sur le côlon descendant de rat.

Agonistes CONTRACTION EC50
MAXIMALE (nM)

(g)

p-NPY 0.98 ± 0.11 46.9 ± 6.43

h-NPY 0.73 ± 0.1 32.3 ± 11.3

PYY 1.47 ± 0.16 81.7 ± 22.8

Carbamylcholine 5.6 ± 0.29* 300 ± 88

5-HT 1.23 ± 0.09 3200 ± 723

PGE2 0.87 ± 0.17 61.6 ± 13.1

Les valeurs des contractions maximales (g) et des EC» (nM) ont été exprimées en
moyenne ± S.E.M. Ces valeurs dérivent de données obtenues de 5 à 10 expériences.
significativement différent de p-NPY.
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puissance de ces agonistes sur cette préparation fut: PYY = PGEj = p-NPY >

carbamylcholine > 5-HT. La courbe dose réponse obtenue à l'aide du PYY n'a pas

été présentée sin- cette figure car elle chevauche celle du p-NPY.

2.3 Mécanisme d'action du p-NPY et du PYY sur le côlon descendant

de rat

2.3.1 Mécanisme d'action du p-NPY

Les réponses au p-NPY (10"^ ou 10"® M) sur le côlon descendant de rat n'ont

pas été affectées par l'addition de diphenhydramine (10"® M), de méthysergide (10"®

M), d'indométacine (10"® M), de propranolol (10"® M) ou de phentolamine (10"® M).

Cependant les réponses des agonistes respectifs (10"^ M) de ces inhibiteurs ont été

bloqués. Suivant l'addition d'atropine (10"® M), les réponses au p-NPY (10"' ou 10"®

M) siu" le côlon descendant de rat ont été inhibées (Figure # 11, a). Sur cette même

préparation, l'addition de TTX (10"® M) a aussi totalement inhibé les réponses au p-

NPY (10"' ou 10"® M). Enfin, l'addition de TTX (10® M) ou d'atropine (10"® M) a

également bloqué les réponses au p-NPY (10"' ou 10"® M) sur le côlon ascendant et

transverse de rat.

2.3.2 Mécanisme d'action du PYY

Les réponses au PYY (10"' ou 10"® M) sur le côlon descendant de rat n'ont

pas été affectées par l'addition de diphenhydramine (10"® M), d'indométacine (10"®

M), de propranolol (10"® M), de phentolamine (10® M) ou d'atropine (10"® M)

(Figure #11, b). Par contre, en présence de TTX (10"® M), les réponses au PYY ont
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été inhibées sur le côlon descendant de rat. L'addition de TTX (10"® M) a également

inhibé les réponses au PYY (10"' ou 10"® M) sur le côlon ascendant et transverse de

rat.

3. ETUDE DE STRUCTURE ACTIVITE

3.1 Fragments du p-NPY.

Les valeurs des activités intrinsèques (a^), des activités biologiques relatives

(A.R), des ECso et les puissances relatives des NPY (porcin et humain) et de leurs

fragments respectifs ont été calculées à partir des courbes doses-réponses obtenues

sur les deux préparations tissulaires. Les données sont présentées dans le tableau #

7.

Bronches principales de cobaye:

Les courbes doses-réponses cumulatives effectuées sur des préparations

isolées de bronches de cobaye à l'aide du p-NPY et de ses fragments en C-terminal

sont illustrées a la figure 12. D une façon générale, cette figure démontre que les

récepteurs au NPY sont très sensibles aux faibles changements apportées à la

molécule mère. Par exemple, le retrait d'un seul acide aminé tel la Tyr\ a résulté

en la formation d'un peptide (NPY 2-36) pratiquement inactif sur les bronches

principales de cobaye. La réponse maximale obtenue avec le fragment (2-36) du p-

NPY s'est avéré 76.3% plus faible que celle obtenue avec la molécule entière. Un

raccourcissement plus grand de la molécule de NPY, fragment (5-36), a mené à la

formation d un peptide moins actif que le fragment (2-36) mais environ 140 fois



TABLEAU # 7

Activité biologique relative, activité intrinsèque et puissance relative du p-NPY, du h-NPY et de leurs fragments respectifs sur
les bronches principales de cobaye et sur le côlon descendant de rat.

Bronches principales de cobaye Côlon descendant de rat

Fragments A.R.^'^ P.R<'> FC CtE(4)
P.R EC»^^

(nM) (nM)

p-NPY 1 100 5.24 ± 2.17 1 100 86.2 ± 0.65

(2-36) 0.23 0.74 705 ± 279 0.5 44.8 192 ± 38.7

(5-36) 0.12 - >1000 0.26 66.8 129 ± 36.7

(11-36) 0.21 0.61 847 ± 453 0.28 28.7 300 ± 40
(13-36) 0.74 5.73 91.4 ± 29.2 1.18 20.5 420 ± 42.7

(16-36) 0.19 - >1000 0.1 10.3 830 ± 328

(18-36) ND ND ND 0.61 56.3 153 ± 31

(25-36) inactif 0.1 9.5 900 ± 360

h-NPY 1 100 570 ± 119 1 100 32.3 ± 11.3

(13-36) ND ND ND 0.5 22.9 147 ± 49

(1-24) inactif inactif

1: activité biologique relative exprimée en fonction de la contraction maximale obtenue avec une concentration de 10'^ M.
2: la puissance relative des agonistes exprimée en pourcentage de celle du p-NPY et du h-NPY.
3: la concentration (nM) de peptide requise pour atteindre une contraction de 10 mg. Ces résultats représentent la moyenne ±

S.E.M des données obtenues de 3 à 14 expériences.
4: activité intrinsèque exprimée en fonction de l'effet maximal de p- ou h-NPY.
5: concentration effective de peptide qui produit 50% de la contraction maximale. Ces résultats représentent la moyenne ±
S.E.M des données obtenues de 3 à 7 expériences.

en
en
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FIGURE # 12: Courbes doses-réponses cumulatives induites par l'addition de p-
NPY (O—O) et des fragments p-NPY (2-36) (•—•), (5-36) (□—
-□) et (25-36) (A A) sur des préparations isolées de bronches
principales de cobaye. Chaque point représente la moyenne ± S.E.M
des données obtenues de 5 à 11 expériences. Les résultats ont été
exprimés en gramme de contraction.
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moins puissant. Une perte proportionnelle d'activité et de puissance ont été

observées après un raccourcissement plus grand de la molécule soit avec les

fragments (11-36) et (16-36). Le fragment (25-36) du NPY s'est avéré quant à lui

totalement inactif sur cette préparation et ce même à des concentrations supérieures

à 10"® M (Tableau # 7).

Une exception à la règle fut le cas du fragment (13-36). Tel qu'illustré à la

figure # 13, ce fragment s'est avéré, comme ces prédécesseurs moins puissant que

le peptide mère. Cependant, ce fragment a présenté une activité biologique

supérieure à celle du peptide naturel. Les quantités restreintes de ce composé ne

nous ont pas permis de compléter la courbe dose-réponse. Cependant la réponse

obtenue avec une concentration de 3 x 10"® M de ce fragment a été de 0.16 g. Ceci

représente une augmentation de 243.3% par rapport à la réponse maximale obtenue

avec le NPY.

Côlon descendant de rat:

Les courbes doses-réponses consécutives effectuées sur les préparations

isolées de côlon de rat à l'aide des mêmes composés que ceux mentionnés

précédemment sont illustrées à la figure 14. D'une façon générale, cette figure

montre que des changements apportés à la molécule mère ont des répercussions

moins grande sur l'activité du peptide sur cette préparation que sur les voies

aériennes de cobaye. Par exemple, le raccourcissement de la molécule de NPY d'un

seul acide aminé en position N-terminal, soit le fragment p-NPY (2-36), n'a entraîné

qu'un léger déplacement vers la droite de la courbe dose-réponse, accompagnée

d'une diminution de moins de 50% dans la réponse maximale. Le raccourcissement
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FIGURE # 13: Courbes doses-réponses cumulatives induites par l'addition de p-
NPY (1-36) (O—O) et du fragment p-NPY (13-36) (•-•) sur des
préparations isolées de bronches principales de cobaye. Chaque point
représente la moyenne ± S.E.M des données obtenues de 8 à 11
expériences. Les résultats ont été exprimés en gramme de
contraction.



59

1.25-1

•39
c
o

'S
u
a
u

'4->

C
O

U

O

h

o

X
53

g

sO-V/Q

^5-

7  6

-log [Agoniste] M

FIGURE # 14: Courbes doses-réponses consécutives induites par l'addition de p-
NPY (O—O) et des fragments p-NPY (2-36) (•—•), (5-36)
(□—□), (13-36) (■—■) et (18-36) (A—A) sur des préparations
isolées de côlon descendant de rat. Chaque point représente la
moyenne ± S.E.M des données obtenues de 3 à 14 expériences. Les
résultats ont été exprimés en gramme de contraction.
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plus grand de la molécule, fragment (5-36) a mené à la formation d'un peptide dont

1 efficacité est plus faible que celle du fragment (2-36). Une perte proportionnelle

d'activité et de puissance a été observée avec des fragments plus courts, soit le (11-

36) et le (16-36). Cependant, une activité intrinsèque équivalente à 25% de celle du

peptide mère a été maintenue avec le fragment (18-36). Le fragment (25-36) du p-

NPY est un peptide dont la puissance et l'efficacité sont très faibles par rapport au

peptide naturel. Le fragment en N-terminal (1-24 NHj) du h-NPY n'a induit aucune

réponse biologique. Le fragment (13-36) quant à lui s'est avéré légèrement moins

puissant que la molécule entière mais avec une efficacité légèrement plus grande. Ce

fragment (13-36) du NPY s'est avéré 11.7% plus efficace que le NPY (P > 0.05)

(Tableau # 7).

Les courbes doses-réponses consécutives effectuées, à l'aide du h-NPY et de

son fragment h-NPY (13-36) sur cette même préparation sont illustrées sur la figure

# 15. Tel que démontré précédemment, le h-NPY s'est avéré moins efficace que le

p-NPY pour induire une contraction sur le côlon descendant de rat (Figure # 9 et

Tableau # 6). Par opposition à ce que nous avons observé avec le fragment p-

NPY(13-36), le fragment h-NPY(13-36) s'est avéré 4.3 fois moins puissant et 2 fois

moins actif que son peptide mère soit le h-NPY.

3.1.1 Mécanisme d'action du fragment p-NPY (13-36).

Nous avons démontré plus haut que la contraction induite par le p-NPY sur

les bronches principales de cobaye était dépendante de l'activation de la voie de la

cyclooxygénase. Tel qu'illustré sur la figure # 13, le fragment p-NPY (13-36) induit



61

w

C

*-3
u
«
u

C
o

u

O

fî5
T

T

O
0-V/^

10 8  7

-log [Agoniste] M

HGURE # 15: Courbes doses-réponses consécutives induites par l'addition de h-
NPY (1-36) (O—O) et du fragment h-NPY (13-36) (•—•) sur des
préparations isolées de côlon descendant de rat. Chaque point
représente la moyenne ± S.E.M des données obtenues de 5 à 6
expériences. Les résultats ont été exprimés en gramme de
contraction.
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aussi sur cette même préparation une contraction dépendante de la dose. L'absence

de parallélisme entre les deux courbes doses réponses (p-NPY et p-NPY (13-36))

laisse suggérer que les récepteurs impliqués ou encore le mécanisme par lequel les

deux peptides exercent leur action pourraient être différents. Nous avons vérifié cette

hypothèse. En conformité aux résultats obtenus avec le p-NPY, l'activité contractile

du fragment p-NPY (13-36) (10"® M) n'a pas été altérée suivant un prétraitement des

tissus avec la TTX (10"® M), l'atropine (10^ M), le diphenhydramine (10"® M) ou le

méthysergide (10"® M). Contrairement aux résultats obtenus avec le NPY, la réponse

contractile des bronches principales n'a pas été affectée par la présence

d'indométacine (10"® M).

Des expériences similaires ont été réalisées avec les préparations isolées de

côlon descendant de rat. Sur cette préparation,, l'activité biologique du fragment p-

NPY( 13-36) (10"® M) fut comme celle du p-NPY (10"® M) totalement inhibée par

l'addition de TTX (10"® M) ou d'atropine (10"® M).

3.2 Analogues du NPY

3.2.1 Modifications de la molécule de h-NPY en position 20

Système gastro-intestinal de rat:

Les courbes doses-réponses consécutives effectuées sur les préparations

isolées de côlon descendant de rat à l'aide des analogues du h-NPY sont présentées

sur la figure 16. Le panneau A de la figure 16 présente les courbes doses-réponses

consécutives effectuées à l'aide du h-NPY, du (D-Tyr^), du (Trp^) et du (Phe^) h-
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FIGURE # 16: Courbes doses-réponses consécutives induites par l'addition de h-
NPY et de divers analogues (substitutions de Tyr^) sur des
préparations isolées de côlon descendant de rat. Chaque f)oint
représente la moyenne ± S.E.M des données obtenues de 4 à 6
expériences. Les résultats ont été exprimés en gramme de
contraction.

A: h-NPY (O-O), D-TyP° (•-•), Trp^ (□-□) et Phe^
(B-B).
B: h-NPY (O-O), D-Trp"" (V-V). Tyr-0-Me'° (A—A) et L-Cha""
(A-A).
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NPY. De façon générale cette figure # 16 A montre qu'un remplacement de Tyr^ a

entraîné un déplacement vers la droite de la courbe dose-réponse au h-NPY. Les

concentrations seuils pour induire une contraction ont été de 10'" M pour les trois

analogues du h-NPY. Ces substitutions de Tyf^° ont aussi résulté en la formation de

peptide dont la puissance s'est avérée environ 4 à 8 fois plus faible que celle du

peptide naturel. Les analogues (D-Tyi^°) ou (Trp^) ont présenté une perte d'environ

18% d'efficacité lorsque comparés à celle de la molécule mère. Le (Phe^) h-NPY

s'est avéré aussi actif que la molécule naturelle (Tableau # 8).

Le panneau B de cette figure illustre les courbes doses-réponses consécutives

effectuées sur cette même préparation à l'aide du h-NPY et des analogues (D-

Tip^), (Tyr-O-Me^) et (Cha^) (cyclohexylalanine). Les concentrations seuils pour

induire une contraction ont été de IQ-' M, 10"' M et 10"'' M respectivement pour le

(D-Trp^), le (Tyr-O-Me^) et le (Cha^) indiquant ainsi une perte graduelle d'affinité

envers, les récepteurs. Par opposition au h-NPY, les analogues (Tyr-O-Me"") et

(Cha^h-NPY ont présenté une perte respective de 37% et 77% en terme d'activité

biologique tandis que le (D-Trp^)h-NPY s'est avéré aussi actif que la molécule

naturelle.

La molécule de h-NPY modifié en position 20 à l'aide de ces 3 acides

aminés a donc mené à la formation de peptides qui se sont avérés 3 à 8 fois moins

puissants que le peptide naturel (Tableau # 8).



TABLEAU # 8

Activité biologique relative, activité intrinsèque et puissance relative du h-NPY et de ses analogues en position 20 et 21 sur
les bronches principales de cobaye et sur le côlon descendant de rat.

Bronches principales de cobaye Côlon descendant de rat

Analogues A.R.('^ FCE,V-10

(nM)

aE(4)
P.R

(nM)

h-NPY 1 100 570 ± 119 1 100 32.3 ± 11.3

ID-Tyri°]hNPY 0.46 _ >1000 0.82 13.8 233 ± 33.3
[Trp^JhNPY 0.66 61.4 927 ± 42.2 0.83 25.9 125 ± 25
ID-Trp^^JhNPY 0.88 - >1000 1 33.3 96.8 ± 35.4
IPhe'^lhNPY 0.74 71.2 800 ± 237 1 12.6 225 ± 25
lCha'"]hNPY 0.76 67.7 841 ± 22 0.23 13.8 233 ± 66
ITyr-O-Me'^lhNPY 0.53 - >1000 0.63 37.6 85.7 ± 7.2

[D-Tyri']hNPY 0.32 >1000 0.7 7.6 425 ± 25
fTrp^'JhNPY inactif - - 0.5 9.6 346 ± 57.6
[D-Trp^'JhNPY inactif - - 0.82 6.4 500 ± 100
fPhe"]hNPY 1.38 110 518 ± 29.5 1.3 33.8 95.5 ± 19.1
[Cha^'JhNPY inactif - - 0.9 44.6 72.3 ± 14
[Tyr-0-Me"]hNPY 0.21 - >1000 1.09 20.5 157 ± 71.7

[Leu''''^']hNPY 2.6 228.9 249 ± 94.8 1.42 26.0 124 ± 19.5

o^
On
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suite tableau # 8

1: activité biologique relative exprimée en fonction de la contraction maximale obtenue
avec une concentration de 10"® M.

2; la puissance relative des agonistes exprimée en pourcentage de celle du p-NPY et du h-
NPY.

3: la concentration (nM) de peptide requise pour atteindre une contraction de 10 mg. Ces
résultats représentent la moyenne ± S.E.M des données obtenues de 3 à 7 expériences.

4: activité intrinsèque exprimée en fonction de l'effet maximal de p- ou h-NPY.
5: concentration effective de peptide qui produit 50% de la contraction maximale. Ces
résultats représentent la moyenne ± S.E.M des données obtenues de 3 à 7 expériences.
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3.2.2 Modifications de la molécule de h-NPY en position 21.

Des substitutions avec les mêmes acides aminés ont aussi été réalisées pour

la Tyr^\ Les courbes doses-réponses consécutives induites par ces divers analogues

ont été illustrées sur la figure # 17. Les valeurs quantitatives (EC50, a^, A.R et P.R)

ont été présentées dans le tableau # 8. Le panneau A de la figure 17 illustre les

résultats obtenus avec le h-NPY, le (D-Tyr^') et le (Trp^')h-NPY sur le côlon de rat.

Ces substitutions de Tyi^^ ont résulté en la formation de peptide dont la puissance

s'est avérée environ 10 à 14 fois plus faible que celle du peptide naturel.

Cependant, l'activité biologique du peptide natif n'a été diminuée que d'environ

30% et 50% après la substitution de la Tyr^' par le D-Tyr et le Trp.

Le panneau B de cette figure 17 illustre les courbes doses-réponses

consécutives induites par les analogues le (Cha^'), (Tyr-O-Me^') et (D-Trp^^h-NPY.

Les concentrations seuils pour induire un effet biologique ont été de 10 ' M, 10"® M

et 10'^ M respectivement pour (Cha^^, (Tyr-O-Me^^) et (D-Trp^'). L'activité

biologique du h-NPY a été diminuée de 18% suite au remplacement de Tyf^' par D-

Trp mais est demeurée inchangée lorsque la tyrosine 21 fut substituée par Tyr-O-Me

ou Cha.

Les analogues tels (D-Tyi^O, (Trp^') et (D-Trp^')h-NPY se sont avérés

respectivement 13, 10 et 15 fois moins puissants que le h-NPY alors que les

analogues (Cha^O et (Tyr-O-Me^') n'ont présentés une perte de puissance que de

l'ordre de 2 à 4 fois (Tableau # 8).

Le dernier panneau de cette figure, soit le 17 C, illustre les courbes doses-

réponses consécutives induites par les analogues (Leu^"-^') et le (Phe^^)h-NPY. D'une
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FIGURE # 17: Courbes doses-réponses consécutives induites par l'addition de h-
NPY et de divers analogues (substitutions de Tyr^') sur des
préparations isolées de côlon descendant de rat. Chaque point
représente la moyenne ± S.E.M des données obtenues de 3 à 6
expériences. Les résultats ont été exprimés en gramme de
contraction.

A: h-NPY (O-O), D-Tyi^' (A-A) et Trp'^ (A_A).
B: h-NPY (O-O). Cha^' (•-•), Tyr-O-Me'' (□-□) et D-W'
(■-■).
C: h-NPY (G—G), Leu^-^' (V—V) et Phe^' (t—T).
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façon générale, ces peptides se sont avérés plus actifs que la molécule naturelle

malgré une légère perte de puissance (3 à 4 fois). Ces modifications spécifiques de

la molécule mère ont entraîné des augmentations de 30% (Phe^') et 42% (Leu^-^')

dans l'activité biologique du peptide (Tableau # 8).

Système respiratoire de cobaye:

Tous les analogues (position 20 et 21) du h-NPY cités plus haut, ont été

testés sur les bronches principales de cobaye. Sur cette préparation tissulaire, la

substitution de la tyrosine en position 20 par D-Tyr^, D-Trp^ et Tyr-O-Me^ a

entraîné une perte de puissance chez la molécule mère. De plus, ces analogues se

sont avérés de 12 à 54 fois moins actifs que la molécule naturelle (Tableau # 8). Le

remplacement de Tyf^ par Trp^°, Phe^" ou Cha^ a aussi résulté en une perte

importante d'efficacité variant de 24 à 34%. La puissance de ces analogues s'est par

contre avérée similaire à celle du peptide naturelle, du moins lorsque évaluée en

terme de ECk, (quantité de peptide nécessaire pour induire une contraction de 10

mg).

Des changements majeurs tant au niveau de l'efficacité qu'au niveau de la

puissance du h-NPY ont été observé lorsque des substitutions similaires ont été

réalisées en position 21. Les analogues (Tip^')» (D-Trp^') et (Cha^') du h-NPY se

sont avérés totalement inactifs sur cette préparation et ce même à des doses

supérieures à 10"® M. Le remplacement de cette position par D-Tyr ou Tyr-O-Me a

résulté en une perte considérable d'affinité et d'activité biologique du h-NPY pour

ses récepteurs. Pour une concentration équivalente de 10" M, les analogues D-

Tyr^' et (Tyr-O-Me^') se sont avérés respectivement 68% et 79% moins actifs que la



72

molécule naturelle. Contrairement à ces observations, le (Phe^') et le (Leu^-^') ont

présentés une augmentation d'efficacité respective de 1.3 et 2.6 fois par rapport à

celle de la molécule mère.

3.2.3 Autres analogues du h-NPY

Des substitutions des résidus autres que le Tyr^ et Tyi^' ont été effectuées

au sein de la molécule naturelle. Ces analogues ont été testés sur les deux

préparations tissulaires. Les valeurs des activités intrinsèques (a^), des activités

biologiques relatives (A.R.), des EC50 et des puissances relatives (P.R.) pour chacun

des analogues et ce sur les deux préparations tissulaires ont été présentées dans le

tableau # 9.

La figure # 18 illustre les courbes doses-réponses consécutives induites par

l'addition du h-NPY et des analogues du h-NPY soit le (Tyr'-XjZ-CHiNH-Pro^) (lien

pseudo-amide), le [Asp^Lys^^] et le cyclo^-^^ [Asp^J^ys^'] sur le côlon descendant de

rat. Les concentrations seuils de peptide pour induire une contraction ont été de 10"'°

M pour le cyclo^^'[Asp'd.ys''], 10"' M pour le [Asp^d^ys''] et de 10"® M pour le

Tyr'-\j/-CH2NH-Pro^. Les 3 analogues se sont avérés moins actifs (diminution de

40%, 24% et de 29% en terme de réponses maximales) et moins puissants (de 1.2 à

6.7 fois) que la molécule naturelle sur cette préparation.

Sur les bronches principales de cobaye, le [Asp^Lys^'] et le cyclo^'^

[Asp^d^ys^'] ont présenté une perte respective de 66% et 96% en terme d'activité

biologique. Leurs puissances relatives n'ont pas pu être déterminées puisque les

contractions maximales n'ont pas été atteintes. Le Tyri-y-CH^NH-Pro' s'est avéré
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nCURE # 18: Courbes doses-réponses consécutives induites par l'addition de h-
NPY et ses analogues sur les préparations isolées de côlon
descendant de rat. Chaque point représente la moyenne ± S.E.M des
données obtenues de 4 à 6 expériences. Les résultats ont été
exprimés en gramme de contraction.
h-NPY (O-O), Tyr-\|/-CH,NH-Pro^ (•-•), [Asp^ Lys^>] (□-□)
et cyclo"' [Asp^Lys^'] (■-■). ^



TABLEAU # 9

Activité biologique relative, activité intrinsèque et puissance relative du h-NPY et de ses analogues sur les bronches principales
de cobaye et sur le côlon descendant de rat.

Bronches principales de cobaye Côlon descendant de rat

Analogues A.R.<'^ FC

(nM)

aE(4)
P.R EC^(^

(nM)

h-NPY 1 100 570 ± 119 1 100 32.3 ±11.3

[Tyr'-v-CHjNH-
Pro<"]hNPY

0.06 72.4 787 ± 48.3 0.6 14.8 138 ± 37

Cyclo^'^'[Asp^,
Lys^'JhNPY

0.34 - >1000 0.76 82.8 32.5 ± 10.7

[Asp^Lys'']hNPY 0.04 - >1000 0.71 50 62.7 ± 14.8

1: activité biologique relative exprimée en fonction de la contraction maximale obtenue avec une concentration de lO"® M.
2: la puissance relative des agonistes exprimée en pourcentage de celle du p-NPY et du h-NPY.
3: la concentration (nM) de peptide requise pour atteindre une contraction de 10 mg. Ces résultats représentent la moyenne ±

S.E.M des données obtenues de 3 à 7 expériences.
4: activité intrinsèque exprimée en fonction de l'effet maximal de p-NPY ou h-NPY.
5: concentration effective de peptide qui produit 50% de la contraction maximale. Ces résultats représentent la moyenne ±

S.E.M des données obtenues de 3 à 7 expériences.
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1.3 fois moins puissant que le h-NPY et 94% moins efficace que le h-NPY pour

induire une contraction de 10 mg sur les bronches principales de cobaye.



DISCUSSION

De façon globale, nos résultats ont montré que le NPY exerce divers effets

biologiques (contraction, inhibition) tant au niveau du système respiratoire que

gastro-intestinal. Les mécanismes régissant ces actions se sont révélés différents

d'une préparation tissulaire à l'autre et parfois même d'une espèce animale à l'autre.

Sur le côlon de rat, le PYY a induit une contraction dont le mécanisme d'action

s'est avéré différent de celui du NPY. L'addition de TTX et/ou d'atropine a

totalement inhibé les réponses induites par le NPY alors que les réponses induites

par le PYY ont été bloquées uniquement par l'addition de TTX.

L étude de structure activité, réalisée à l'aide de fragments et d'analogues

synthétiques, a révélé que les séquences d'acides aminés importantes pour

1 activation des récepteurs du NPY peuvent différer d'une préparation tissulaire à

une autre.

Plusieurs questions ont donc été soulevées au cours de cette recherche et de

nombreuses observations, parfois sans lien apparent, en sont ressorties. Donc de

façon à mieux saisir 1 importance relative de chacune de ces données, les résultats

seront discutés par étapes définies en tenant compte des premiers objectifs

poursuivis.

I. Effets du NPY sur les voies aériennes des mammifères:

Nos résultats fournissent d'abord une première évidence à savoir que le

NPY peut être impliqué directement dans le contrôle du tonus de base des voies

aériennes chez le cobaye. Sur chacune des préparations tissulaires étudiées (obtenues
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de trois niveaux différents de l'arbre trachéobronchique), le NPY a induit une

contraction dépendante de la dose. Les concentrations seuils pour déclencher une

réponse ont été en moyenne inférieures à 10"'^ M ce qui suggère la présence de

récepteurs à forte affinité pour le peptide dans ces tissus. Cette observation est fort

intéressante puisqu il a déjà été démontré que les fibres nerveuses sympathiques

présentant une immunoréactivité qui s'apparente au NPY étaient présentes au niveau

des muscles lisses des voies aériennes chez plusieurs espèces de mammifère incluant

le cobaye (Uddman et coll., 1984, Sheppard et coll., 1984). En se basant

uniquement sur l'activité intrinsèque, nos résultats suggèrent que le NPY est aussi

efficace pour induire une réponse contractile sur les voies aériennes proximales que

distales (Figure # 3). Cependant, les valeurs des EC50 indiquent que le NPY serait

plus puissant au niveau de la trachée que sur les bandelettes de parenchyme

pulmonaire et les bronches principales.

Les études pharmacologiques ont révélé que l'activité myotrope du NPY

n'était pas médiée via la stimulation de fibres nerveuses. L'addition de 10"® M de

tétrodotoxine n'a pas affecté la réponse induite par le peptide. Cependant, les

contractions générées par le NPY ont totalement été abolies par l'addition

d'indométacine, ce qui indique que l'inhibition de la synthèse et de la libération des

produits de la cyclooxygénase résulte en une inhibition totale de la réponse du

peptide. Cette observation peut sans doute expliquer l'absence d'activité apparente

du NPY au niveau du muscle lisse de la trachée de cobaye telle que rapportée par

Stretton et Bames (1988). Durant leurs expériences, une concentration de 10"® M

d'indométacine a toujours été présente dans leur solution de Krebs

physiologique.
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Bien que le NPY s'avère être un agent bronchœonstricteur chez le cobaye,

nous avons observé que ce peptide n'exerçait aucun effet contractile ou relaxant sur

des préparations tissulaires similaires obtenues du rat et de l'homme. Ceci pourrait

probablement refléter une absence d'activité de la phospholipase A après

l'interaction du NPY avec la membrane du muscle lisse chez ces deux espèces

plutôt qu'une absence de récepteurs pour le NPY dans ces tissus. En effet, il a déjà

été démontré que des fibres nerveuses immunoréactives au NPY sont présentes en

étroite association avec les muscles lisses des voies aériennes chez le rat et chez

l'homme (Uddman et coll., 1984; Sheppard et coll., 1984; Lundberg et coll., 1982b).

La contraction générée par le NPY présente un patron particulier lorsque

comparée à celle d'autres agents myotropes. Par opposition aux réponses rapides et

de courte durée induites par l'histamine, la 5-HT, le carbamylcholine et la SP, les

contractions générées par le NPY sont de longue durée et se caractérisent par une

entrée en action lente (Figure # 2). De plus, les amplitudes maximales des réponses

obtenues avec le NPY sont minimes et n'équivalent qu'à un faible pourcentage de

celles induites par les autres agents bronchoconstricteurs. D'une part, ceci pourrait

suggérer que le NPY est moins important que les autres agonistes pour influencer le

tonus de base des muscles lisses des voies aériennes. D'autre part, si l'on se base

sur les valeurs de EC50 , ces mêmes résultats pourraient indiquer que le NPY est, du

moins chez le cobaye, parmi les agents bronchoconstricteurs les plus puissants

identifiés à date (Tableau # 3).

Pour l'instant, l'importance physiologique de la bronchoconstriction prolongée

induite par le NPY demeure inconnue. Mais, quelle qu'en soit la véritable issue, ces

premières données suggèrent que des récepteurs sensibles à la molécule de NPY
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seraient possiblement présents au niveau des voies aériennes chez le cobaye.

D'une façon générale, le NPY est reconnu pour induire trois principales

actions (possiblement séparées) au niveau de la jonction neuro-effectrice

sympathique (Potter, 1988). Ces dernières sont 1) une inhibition de la libération de

la norépinéphrine via une action pré-jonctionnelle, 2) l'induction d'une contraction

directe (vasoconstriction) et 3) une modulation de la réponse induite par différents

agents endogènes (la NE et l'histamine) via une action post-jonctionnelle (Sundler et

coll., 1988; Potter, 1988). Ces trois principales actions du NPY ont été mises en

évidence lors d'expériences réalisées principalement sur des préparations isolées de

divers vaisseaux sanguins (Potter, 1988; Sundler et coll., 1988). A plusieurs reprises

il a été démontré que chacune de ces trois actions du NPY est de lente entrée en

action et de longue durée (Lundberg et Tatemoto, 1982a). De plus, le degré relatif

d'apparition de ces trois actions du peptide varie d'un vaisseaux sanguin à un autre

(Wahlestedt et coll., 1985) et aussi d'une espèce animale à l'autre pour une même

préparation (Wahlestedt et coll., 1985). Par exemple, l'effet potentiateur du NPY

semble davantage se manifester sur les artères que sur les veines. Ainsi, le NPY

augmente les contractions causées par la NE sur l'artère pulmonaire, gastro-

épiploïque et fémorale de lapin mais n'altère en aucune façon celles induites par la

NE sur la veine gastro-épiploïque et fémorale (Edvinsson et coll., 1984b; Wahlestedt

et coll., 1985, 1987). Certains autres vaisseaux sanguins, insensibles à l'effet

potentiateur du NPY, (artères cérébrales de chat) répondent par une contraction en

présence du peptide (Edvinsson et coll., 1983; Ekblad et coll., 1984a); tandis que

chez d'autres (artères coronaires de lapin) les deux actions du NPY (potentiation et

vasoconstriction directe) sont présentées (Han et Abel, 1987). De plus, il a été
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démontré que l'effet potentiateur du NPY apparaît habituellement à des

concentrations plus faibles que celles requises pour générer une vasoconstriction

(Edvinsson et coll., 1984a, b; Wahlestedt et coll., 1985; Sundler et coll., 1988;

Potter, 1988). Par exemple, sur les petites artères provenant des muscles

squelettiques chez l'homme, le NPY n'exerce aucun effet potentiateur mais génère

des contractions dont l'amplitude correspond à 95 ± 16% de celles causées par la

NE (Pemow, 1988). Par opposition, les contractions maximales générées par le NPY

sur les artères coronaires de lapin sont de faibles amplitudes. En plus de cet effet

post-jonctionnel direct, le NPY augmente légèrement les contractions induites par

divers agonistes contractiles (NE, histamine, PGF2J et bloque fortement les

relaxations induites par les agents vasodilatateurs dont l'acétylcholine (Edvinsson et

coll., 1984b; Han et Abel, 1987) sur cette même préparation.

Dans notre étude, les réponses contractiles au NPY furent obtenues avec des

concentrations similaires à celles utilisées chez les artères coronaires de lapin (Han

et Abel, 1987) mais légèrement plus faibles que celles nécessaires pour induire une

réponse sur les petites artères obtenues des muscles squelettiques chez l'homme

(Pemow et Lundberg, 1988). Donc, en se basant sur les évidences obtenues des

études réalisées sur les vaisseaux sanguins, nous avons émis l'hypothèse que la

réponse contractile obtenue avec le NPY sur les voies aériennes de cobaye ne serait

possiblement pas sa seule action.

Le protocole expérimental que nous avons adopté pour déterminer si le NPY

pouvait aussi exercer un effet potentiateur et/ou inhibiteur sur les voies aériennes de

cobaye a été choisi en fonction des résultats obtenus d'expériences similaires

réalisées sur des préparations vasculaires par différents groupes de chercheurs
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(Edvinsson et coll., 1984b; Han et Abel, 1987). Nous avons opté pour un

prétraitement de 5 minutes pendant lequel les tissus ont été mis en présence d'une

concentration de 30 nM de NPY avant de générer des courbes dose-réponse avec

divers agonistes. Des études réalisées avec des préparations d'artère fémorale de

lapin avaient permis de démontrer qu'il n'existait aucune différence significative

dans les valeurs des réponses maximales obtenues avec la NE en présence de NPY

si le peptide avait été ajouté entre 1 et 10 minutes avant l'administration de l'aminé

(Edvinsson et coll., 1984b). Une diminution de l'effet potentiateur du NPY n'était

évidente qu'après environ 30 minutes de prétraitement (Edvinsson et coll., 1984b).

Des observations similaires avaient été rapportées en utilisant comme tissus cibles

l'artère mésentérique de chat et les veines mésentériques de lapin et de l'homme

(Hanko et coll., 1986). De ces travaux, il devenait évident que l'effet potentiateur

du NPY sur les vaisseaux sanguins était généralement de longue durée et

probablement médié par des récepteurs présentant une forte affinité pour le peptide

(Hanko et coll., 1986). A cet effet, il a été rapporté que ce n'est qu'après une

période de prétraitement d'environ 60 minutes que les réponses maximales, obtenues

avec la NE en présence de NPY, redeviennent équivalentes à celles des tissus

contrôles (Edvinsson et coll., 1984b). A savoir si cet effet potentiateur du NPY sur

les contractions induites par la NE est relié à la concentration du peptide n'a pas

encore été réellement démontré. Il a été rapponé que chez les artères gastro-

épiploïques et l'artère de l'oreille de lapin, l'effet potentiateur du NPY pourrait

effectivement être associé à la concentration de peptide présente dans les bains

(Edvinsson et coll., 1984b; Hanko et coll., 1986). Cependant, ces observations

demeurent pour le moment très discutables car l'échelle des concentrations utilisées
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a toujours été très faible; les doses ayant varié majoritairement entre 1 et 50 nM de

NPY (Edvinsson et coll., 1984b; Hanko et coll., 1986; Han et Abel, 1987).

A l'aide du protocole décrit ci-haut nous avons observé que, chez la trachée

de cobaye, le NPY a altéré aussi l'activité biologique de divers agonistes naturels

tant relaxants que contractiles. Par opposition à son effet potentiateur sur les

vaisseaux sanguins, l'action du NPY sur les voies aériennes s'est révélée plutôt

comme étant inhibitrice. Ainsi le peptide a réduit l'amplitude des relaxations

induites par la NE et le VIP de même que celles des contractions induites par la 5-

HT et la SP. Aucune différence significative n'a pu être décelée concernant le degré

d'inhibition (40%) généré par le NPY sur les relaxations induites par la NE tant sur

le tonus de base des préparations que sur les tissus pré-contractés au KCl (Tableau

# 4). Cependant, le peptide s'est avéré moins efficace à réduire les relaxations

induites par le VIP lorsque les tissus avaient été préalablement contractés au KCl,

que lorsque les mesures avaient été réalisées sur le tonus de base des préparations.

Nous ne voyons pas d'explication évidente à ce phénomène. On peut remarquer une

certaine analogie entre l'effet du VIP et du NPY puisque l'effet relaxant du VIP est

beaucoup plus grand (du moins lorsqu'exprimé en gramme de relaxation) lorsque

mesuré sur le tonus de base que sur la tension résultant de l'addition d'une solution

riche en K\ Il est possible que ce résultat apparent soit dû au fait que sur les

préparations pré-contractées au KCl, la relaxation maximale n'aie pas été atteinte

avec les concentrations de VIP utilisées; ce qui aurait comme conséquence de

masquer l'effet véritable du NPY. Nous doutons cependant que ce soit véritablement

le cas car les résultats obtenus suggèrent que le NPY augmenterait les relaxations

induites par le VIP sur ces préparations. Pour éclaircir ce phénomène, d'autres
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expériences seraient nécessaires.

L'addition de 30 nM de NPY a également eu comme effet d'inhiber de

façon significative (respectivement de 30% et de 38%) les réponses contractiles

induites par la 5-HT et la SP (Tableau # 5). Ceci confirme en quelque sorte cette

caractéristique généralisée et non sélective de l'effet "modulateur" du NPY tel que

déjà rapporté chez les vaisseaux sanguins (Wahlestedt et coll., 1987). Nous avons vu

précédemment que le NPY augmente légèrement les contractions induites par les

agonistes contractiles sur les artères coronaires de lapin mais bloque aussi fortement

les relaxations causées par les agents vasodilatateurs sur cette même préparation

(Edvinsson et coll., 1984b; Han et Abel, 1987). Chez les voies aériennes de cobaye,

le NPY ne semble pas agir de façon préférentielle envers les agents relaxants ou

contractiles car l'amplitude de la réponse de son action "modulatrice" fut

sensiblement de même grandeur (environ. 35%) pour les deux groupes d'agents

myotropes.

Nos résultats suggèrent que le NPY pourrait faire preuve d'une certaine

sélectivité car ce ne sont pas les réponses de tous les agents myotropes qui sont

touchées. Sur certaines préparations de vaisseaux sanguins, le NPY augmente la

réponse à l'histamine et à l'acétylcholine en plus de celle de la NE (Edvinsson et

coll., 1984b; Han et Abel, 1987). Par opposition, le neuropeptide n'a pas altéré de

façon significative l'amplitude des contractions induites par le carbachol et

l'histamine sur nos préparations (Tableau # 5).

Au niveau des vaisseaux sanguins, le mécanisme d'action responsable de cet

effet potentiateur du NPY n'a pas encore été réellement élucidé. Plusieurs

hypothèses ont été émises mais chacune découlant de résultats obtenus avec des
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préparations vasculaires différentes et dans des conditions expérimentales variables.

Par exemple, il a été rapporté que, sur l'artère centrale de l'oreille de lapin, la

potentiation causée par le NPY sur les contractions induites par des stimulations

électriques était dépendante de la présence de l'endothélium ( Daly et Hieble, 1987).

Comme la réponse vasculaire de certains agonistes dont la SP et l'acétylcholine, a

déjà été démontrée comme souvent dépendante de la présence de l'endothélium, ces

auteurs ont spéculé que l'augmentation des réponses vasculaires à la NE par le NPY

pourrait aussi être dépendante de la présence des cellules endothéliales. L'hypothèse

apparaît quelque peu alléchante mais malheureusement elle est demeurée sans suite.

Comme deuxième possibilité, il a été proposé que in vitro le NPY induirait une

légère augmentation dans la tension de base des muscles lisses vasculaires, ce qui

faciliterait l'effet contractile des agonistes subséquemment testés. Cette hypothèse

repose sur le fait que la nifédipine (qui abolit l'activité contractile directe du NPY)

inhibe l'augmentation de la réponse à la NE par le NPY sur l'artère fémorale de rat

(Pemow, 1988). Comme la précédente, cette hypothèse n'a trouvé aucun preneiu:

puisque des résultats opposés (absence d'effet de la nifédipine) ont été obtenus sur

d'autres types de préparations vasculaires (Pernow, 1988; Wahlestedt et coll., 1985).

Comme troisième possibilité, il a été suggéré que le NPY pourrait stimuler le

catabolisme du phosphatidyl inositol pour induire une contraction et pourrait aussi

activer la protéine Idnase C pour inhiber les relaxations médiés par l'AMPc. Cette

idée repose sur des observations récentes impliquant ces seconds messagers dans le

contrôle du tonus vasculaires (Wahlestedt et coll., 1987; Lundberg et coll., 1988).

Cependant, dans le contexte qui nous concerne, cette possibilité demeure spéculative

car aucune évidence n'a encore été fournie démontrant une activation de ces seconds
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messagers par le NPY.

Un travail beaucoup plus concret a été présenté par Wahlestedt et coll. en

1985. Ces auteurs ont d'abord montré que sur l'artère fémorale de lapin,

1 augmentation de la réponse à la NE par le NPY s'exerçait au niveau post-

jonctionnel. C'est-à-dire que le NPY n'exerce aucun effet inhibiteur sur les

mécanismes de recapture de la NE, ni ne stimule une libération additionnelle de NE

au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques. De plus, ils ont démontré que

cet effet potentiateur du NPY était dépendant de la présence du Na"" et de la

mobilisation du Ca'^ séquestré intracellulairement mais non de la présence du Ca'"

extracellulaire. Ces données pourraient donc suggérer que l'effet potentiateur du

NPY découlerait d'une action inhibitrice sur l'activité de la pompe électrogénique

Na'"-K\ A cet effet, il a déjà été rapponé que sur les muscles vasculaires,

l'inhibition de la pompe Na"'-K'' cause une dépolarisation des membranes (Abel et

coll., 1981), une contraction (Aarlus et coll., 1983), une augmentation dans

l'amplitude des réponses contractiles induites par divers agonistes (Abel et coll.,

1981) et une inhibition des relaxations induites par les agents vasodilatateurs (Foley,

1984). Ces effets étant similaires à ceux causés par le NPY (Han et Abel, 1987),

l'hypothèse d'une inhibition de la pompe Na^'-K" a donc été suggérée à plusieurs

reprises comme mécanisme possiblement responsable de l'effet du peptide (Han et

Abel, 1987; Hakanson et coll., 1986). A savoir si cette explication peut être

applicable à tous les vaisseaux sanguins (compte tenu des effets variables que le

NPY peut y exercer) demeure par contre à être prouvée.

Comme nous venons de le voir, malgré la multitude de travaux déjà réalisés

à l'aide de différentes préparations vasculaires, les données concemant cet effet



86

potentiateur du NPY sont encore incomplètes. Il en est de même en ce qui a trait à

l'élucidation du mécanisme responsable de l'effet inhibiteur du peptide sur les voies

aériennes des mammifères. L'observation rapportée dans notre étude est tout à fait

originale et nous n'avons pas encore poussée nos investigations vers l'élucidation du

mécanisme sous jacent à cet effet du peptide. Pour le moment, le mécanisme

responsable de cet effet du NPY demeure sujet à de multiples interprétations. Par

exemple, on pourrait spéculer tout comme il a été fait chez les vaisseaux sanguins

que le NPY pourrait interférer avec la mobilisation du Ca"", la translocation du Ca"'"'

intracellulaire ou avec la génération d'un second messager cellulaire commun aux

divers agonistes. D'autres possibilités seraient que le NPY supprime aussi

l'excitabilité des cellules musculaires lisses en altérant l'influx ionique ou qu'il

entraîne la libération de médiateurs à partir des cellules épithéliales de la trachée de

cobaye.

Mis à part la participation possible des PGs, nous n'avons pour le moment

aucune donnée concrète qui puisse nous servir comme unité de base pour

l'élaboration d'une hypothèse précise. Par contre une analyse plus détaillée de nos

résultats peut nous permettre de faire un certain tri parmi les hypothèses citées plus

haut. Par exemple, il apparaît fort probable que l'effet inhibiteur du NPY soit la

résultante d'une interférence directe avec la mobilisation du Ca"^. S'il en était le

cas, nous aurions dû observer une diminution des réponses induites par l'histamine

et le carbachol tout comme il en a été pour les contractions générées par la SP et la

5-HT. Une altération ponctuelle de la génération d'un second messager cellulaire

commun apparaît aussi irréaliste car les agonistes utilisés lors de nos expériences

sont reconnus pour induire leur réponse via des mécanismes différents. Chez les
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voies aériennes de cobaye, les réponses contractiles générées par la SP, l'histamine

et la 5-HT impliquent une stimulation du métabolisme des phosphoinositides et

l'activation de la phospholipase C tandis que celles générées par le carbachol

dérivent initialement de l'ouverture des canaux potassiques. Les agonistes

bronchodilatateurs tels que la NE et le VIP stimulent quant à eux l'adénylate

cyclase, ce qui résulte en une augmentation de l'AMPc. De plus, chacun de ces

agonistes agit via des récepteurs qui lui sont propres (Watson et Abbot, 1990).

Cependant, malgré ce que nous venons de mentionner au sujet des différences en ce

qui concerne les seconds messagers intracellulaires, une possibilité serait que le NPY

bloque un certain médiateur qui intervient entre le moment ou l'agoniste se lie à

son récepteur et l'activation ou la génération comme telle du second messager. C'est

à dire que le NPY pourrait altérer d'une façon quelconque l'activité des sous unités

P, Y et/ou a des protéines G (guanine). D'une façon générale, au moment de

l'interaction d'une drogue avec son récepteur, il y a activation de la protéine G.

Ceci résulte en une dissociation de la sous unité a et du complexe Py. La sous

unité a étant ainsi libérée, elle active des enzymes effectrices (dont l'adénylate

cyclase) lesquelles médient les réponses cellulaires. C'est la ré-association du

complexe Py (en présence de phosphate inositol) qui généralement vient bloquer

l'activation de la sous unité a (Gilman, 1987; Cereione et coll., 1986). Puisque la

sous unité a est unique pour chaque protéine G tandis que les sous unités py sont

fortement homologues et fonctionnellement interchangeables (Gilman^ 1987) on

pourrait suggérer que le NPY libère un excès de complexe Py suivant son

interaction avec ses récepteurs. Ces sous unités Py, étant libres à la surface interne

des membranes cellulaires, auraient la capacité de lier les sous unités a libérées lors
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de stimulation par divers agonistes. Cette hypothèse est audacieuse certes, mais des

évidences d'un tel rôle modulateur des sous unités Py ont déjà été fournis pour des

cellules sanguines isolées de souris (Katada et coll., 1984).

Comme autre possibilité, l'on pourrait suggérer que le NPY aurait aussi la

propriété d'inhiber l'activité de la pompe Na'^-K^ des cellules musculaires lisses des

voies aériennes. On sait que l'induction d'une hyperpolarisation chez les muscles

lisses des bronches et de la trachée a comme répercussion de diminuer l'amplitude

des réponses tant des agents contractiles que relaxants (Dorothy et McCaig, 1986).

C'est en fait ce que l'on observe au cours de notre étude sauf que le NPY n'a pas

altéré l'amplitude des contractions induites par le carbachol et l'histamine. Dans ce

cas bien particulier, il y aurait donc lieu de reprendre des études en présence de

ouabaine, substance bien connue pour bloquer l'activité de cette pompe Na^-K"'

(Overbeck et coll., 1976).

Enfin, comme dernière alternative, l'on pourrait spéculer que le NPY exerce

son effet inhibiteur via les cellules épithéliales de la trachée. Là aussi, il est reconnu

que la réponse des voies aériennes à divers agents contractiles dont l'histamine,

l'acétylcholine, la SP et la 5-HT augmente en absence de cellules épithéliales

(Bames et coll., 1985; Flavahan et coll., 1985; Hay et coll., 1985). La réponse

d'agonistes relaxants est aussi altérée sur ce type de préparations mais les résultats

ne sont pas constants (Flavahan et coll., 1985). Donc ce nouveau paramètre (cellules

épithéliales) devrait aussi être pris en considération dans les travaux futurs.

Peu de données sont disponibles en ce qui concerne la signification

physiologique de la présence du NPY au niveau du système respiratoire. En 1984,

Lundberg et coll. (1984b) ont rapporté que le NPY n'affectait ni l'excitation
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cholinergique ni l'inhibition non-adrénergique induite par une stimulation électrique

sur la trachée de cobaye. Ils ont conclu que ce peptide n'avait aucun rôle particulier

sur le maintien ou le contrôle du tonus de base des voies aériennes chez le cobaye.

Récemment, en utilisant une technique beaucoup plus raffinée, Stretton et Bames

(1988) ont rapporté que sur ce type de préparation tissulaire, le NPY réduisait la

composante cholinergique résultant d'une stimulation électrique via une action

directe sur les récepteurs situés sur les terminaisons nerveuses cholinergiques. De

plus, ils ont montré que le NPY n'altérait en aucune façon les contractions induites

par l'acétylcholine sur la trachée de cobaye. Ceci donc conférait au NPY un rôle sur

le maintien du calibre des voies aériennes mais via une action pré-jonctionnelle. Ces

observations ont été confirmées par Grundemar et coll. (1988) en utilisant une

trachée de cobaye comme tissu cible et aussi confirmées par Matran et coll. (1989)

sur les bronches de cobaye. De plus, ces derniers auteurs ont rapporté que le NPY

n'exerçait aucun effet inhibiteur ou potentiateur sur les contractions induites par la

neurokinine A mais que le peptide diminuait les contractions non-adrénergiques non-

cholinergiques suivant une stimulation électrique. Ils ont donc suggéré que le NPY

exerçait son effet inhibiteur strictement au niveau pré-jonctionnelle en inhibant à la

fois la libération d'acétylcholine au niveau des terminaisons nerveuses cholinergiques

et des neurotransmetteurs (neurokinines) libérés des terminaisons nerveuses sensitives

(Matran et coll., 1989).

Nos résultats ont révélé que le NPY exerçait à la fois un effet contractile

post-jonctionnel (bronchoconstriction de faible amplitude) et un effet inhibiteur post-

jonctionnel (inhibition des réponses induites par plusieurs agents tant contractiles que

relaxants) sur ces mêmes préparations. Donc, l'ensemble de ces données montre que
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sur les voies aériennes de cobaye, le NPY exerce trois effets différents tout comme

il a été rapporté pour les vaisseaux sanguins: 1) un effet pré-jonctionnel: une

inhibition des contractions induites par des stimulations électriques, 2) un effet post-

jonctionnel médié par la libération de PGs: une contraction et 3) un effet inhibiteur

post-jonctionnel: une inhibition non sélective des réponses à divers agonistes. Après

analyse de tous ces résultats, il apparaît que les effets post-jonctionnels du peptide

seraient prédominants (du moins dans des conditions physiologiques normales) car

pour induire un effet pré-jonctionnel, de plus fortes concentrations de NPY sont

requises.

A savoir si le NPY pourrait être impliqué dans certains problèmes

physiologiques au niveau du système respiratoire est une question qui sera

probablement débattue d'ici peu. En effet, en 1988, Dahlof et coll. ont rapporté que

le taux plasmatique de NPY est plus élevé (d'environ 40%) chez les patients

souffrant d'asthme que chez les individus témoins. De plus, ils ont démontré que ce

taux plasmatique de NPY augmentait de 2 à 3 fois en période de crise aiguë ou

dans des situations de stress (Dahlof et coll., 1988). L'interprétation physiologique

de ces observations n'a pas encore été amorcée. Or, il a été démontré depuis que

les agonistes Pj-^drénergiques utilisés couramment comme agents thérapeutiques chez

les patients asthmatiques, entraînent la libération de NPY par les terminaisons

nerveuses sympathiques via une interaction avec les récepteurs p-adrénergiques

présents sur ces terminaisons (Dahlof, 1989). Puisque le NPY a comme propriété

d'exercer différents effets (pré- et post-jonctionnels) sur les voies aériennes de

cobaye (présente étude), il serait tentant de spéculer (du moins jusqu'à ce qu'une

preuve soit apportée) que ce peptide pourrait possiblement être impliqué dans le
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phénomène d'hyperréactivité bronchique rencontré chez les patients asthmatiques.

2. Effets du NPY et du PYY sur le côlon descendant de rat:

Nos résultats ont démontré que le NPY et le PYY affectent tous deux

l'activité spontanée du muscle lisse longitudinal chez le côlon de rat (Figure # 7, 8).

Deux effets majeurs ont été notés: 1) une augmentation de la fréquence des

contractions phasiques et 2) une augmentation du tonus de base. Chacune des

réponses induites par le NPY et le PYY fut différemment exprimée selon le

segment de côlon utilisé. L'augmentation de l'activité phasique a été observée à la

fois au itiveau du côlon ascendant et du côlon transverse, tandis que l'effet

contractile induit par les deux peptides fut principalement notée dans la deuxième

moitié du gros intestin. De plus, les réponses contractiles au NPY et au PYY se

sont avérées dépendantes de la concentration et ont été majoritairement exprimées

par le côlon descendant de rat. Ces observations vont dans le même sens que celles

rapportées par Hellstrom et coll. (1985). Ce dernier a démontré que chez le chat, le

NPY et le PYY agissent tous deux comme puissants agents contractiles mais surtout

au niveau de la portion distal du tractus gastro-intestinal. Suivant une infusion

intraveineuse, les deux peptides induisent d'une façon dépendante de la dose, une

augmentation du tonus rectal ainsi qu'une augmentation de la pression anale

(Hellstrom et coll., 1985).

Cette sensibilité différente des divers segments du côlon au NPY et au PYY,

telle qu'observée dans notre étude, est aussi compatible avec les actions régionales

variables récemment rapportées pour le NPY au niveau de l'intestin grêle de rat

(Krantis et coll., 1988). Ce peptide induit une contraction sur le duodénum, une
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réponse biphasique (contraction et relaxation) sur le jéjunum et une relaxation sur

l'iléon (Krantis et coll., 1988). Un tel phénomène ne semble pas être unique pour le

NPY et le PYY mais apparaît plutôt comme une caractéristique commune de

plusieurs autres substances endogènes actives présentes au niveau du côlon. Des

effets différents de même que des effets régionaux spécifiques ont été rapportés pour

l'angiotensine, la 5-HT et l'acide y amino butyrique (Daniel, 1968; Krantis et

Harding, 1987) au niveau de l'intestin grêle et ce chez diverses espèces de

mammifères. Par exemple. Couture et coll. (1982) ont démontré que le muscle lisse

longitudinal du côlon descendant de rat était plus sensible à la SP et aux

enképhalines que celui du côlon ascendant. Donc, nos résultats confirment et

fournissent des évidences additionnelles de l'hétérogénéité des réponses du muscle

lisse le long du tractus gastro-intestinal.

Les augmentations de l'activité phasique et du tonus de base induites par le

NPY et/ou le PYY au niveau de l'intestin de rat semblent être en contradiction avec

les actions rapportées pour ces peptides chez d'autres espèces animales. Des études

effectuées à l'aide du PYY ont montré que ce dernier inhibe in vivo la motricité du

jéjunum chez le chat (Lundberg et Tatemoto, 1982b) et le chien (Suzuki et coll.,

1983), de même que la motricité du côlon chez le chat (Lundberg et Tatemoto,

1982), le chien (Suzuki et coll., 1983) et l'homme (Lundberg et Tatemoto, 1982b;

Saria et Beubler, 1985). En ce qui conceme le NPY, son implication dans la

régulation des muscles lisses gastro-intestinaux est plus obscure. Par exemple, il a

été rapporté que in vitro, le NPY n'exerce aucun effet direct sur le taenia coli, le

jéjunum distal et l'iléon proximal de cobaye (Wahlestedt et Hakanson, 1986).

Cependant, plusieurs autres groupes ont rapporté que le NPY exerce un effet
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inhibiteur sur les muscles lisses de préparations isolées de l'intestin grêle et du

côlon de cobaye (Allen et coll., 1987; Wiley et Owyany, 1987). De plus, une

infusion intraartérielle de NPY chez le chat entraîne une inhibition de la motilité du

côlon (Hellstrom et coll., 1985). Ces divergences de résultats indiquent que, selon

des espèces animales, les neurotransmetteurs et les mécanismes impliqués dans le

contrôle du tonus des muscles lisses du tractus gastro-intestinal sont probablement

différents.

Les analyses pharmacologiques ont révélées que les réponses contractiles du

NPY sont insensibles à la présence d'antagonistes pour les récepteurs a et (3

adrénergiques ni à un prétraitement avec l'indométacine, le méthysergide ou le

diphenydramine. Ceci exclu la .NE, les prostaglandines, la sérotonine ou l'histamine

comme médiateurs possiblement impliqués dans la réponse du peptide. Cependant,

les contractions induites par le NPY ont été totalement abolies en présence de TTX

ou d'atropine. Ces résultats suggèrent que les récepteurs pour le NPY sont absents

sur les cellules musculaires au niveau du côlon descendant et que l'effet stimulateur

du NPY est médié via une transmission cholinergique. A savoir si cet effet du NPY

est pré- ou post-ganglionnaire demeure par contre à être déterminé.

A plusieurs reprises, il a été suggéré que le NPY et le PYY pourraient

interagir avec un même sous type de récepteur pour générer leurs actions

(Wahlestedt et coll., 1987). Selon nos résultats, il apparaît que les contractions

induites par le PYY sur le côlon descendant de rat ne sont pas médiées par une

libération d'acétylcholine par opposition à celles qui ont été observées pour le NPY.

Les réponses générées par le PYY ont été abolies seulement par l'addition de TTX,

suggérant ainsi que l'effet du peptide est médié via une stimulation nerveuse. Les
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contractions causées par le PYY semblent donc impliquer la libération d'une

substance non adrénergique et non cholinergique dont la nature reste à détenniner.

Etant donné que les mécanismes d'action du NPY et du PYY se sont avérés

différents sur cette préparation tissulaire, ceci nous permet d'énoncer que les deux

peptides exercent leur action via des sites récepteurs différents. Cette démonstration

indirecte de l'existence probable de récepteurs différents pour le NPY et le PYY est

en accord avec des résultats déjà obtenus sur l'intestin grêle de rat. Sur cette

préparation, il a été observé que le PYY induit une contraction alors que le NPY

n'y exerce aucun effet moteur (Krantis et coll., 1988). De façon similaire, il a été

observé qu'une infusion de PYY ralentit la vidange gastrique chez l'homme (Allen

et coll., 1984b) alors qu'une infusion de NPY n'a aucun effet.

Finalement, nous avons comparé l'activité myotrope du NPY et du PYY a

celle d'une multitude d'agents endogènes bien connus comme étant actifs sur cette

préparation. En se basant sur l'amplitude maximale des contractions obtenues avec

des agonistes, nos résultats ont révélé que les deux peptides tout comme la PGE^, le

carbamylcholine et la 5-HT induisent une augmentation du tonus de base sur le

côlon descendant de rat. Les valeurs des EC50 ont indiqué par contre que sur une

base molaire, le NPY, le PYY et la PGEj sont de puissance équivalente tout en

étant beaucoup plus puissants que le carbachol et la 5-HT pour induire une

contraction sur ces tissus (Tableau # 6). Ces résultats suggèrent donc que les deux

peptides sont impliqués dans la régulation du tonus musculaire chez le rat.

L'importance physiologique ou pathologique de la présence de même que des effets

pharmacologiques (Fumess et coll., 1983; Lundberg et coll., 1982d, 1983; notre

étude) de ces deux peptides n'a pas encore été réellement analysé. Récemment, il a
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été rapporté que chez les patients souffrant de diarrhée (Adrian et coll., 1986) et

chez ceux présentant des problèmes de réabsorption des graisses suivant une

résection iléale (Adrian et coll., 1985b), les concentrations plasmatiques respectives

de NPY et de PYY étaient anormalement élevées. Ceci pourrait donc suggérer que

les deux peptides (NPY et PYY) pourraient avoir un ou des rôle (s) particulier (s) à

jouer en ce qui concerne le contrôle du transit gastro-intestinal et la réabsorption des

graisses et/ou des électrolytes.

3. Etude de structure activité du NPY.

De façon globale, les résultats de nos études de structure activité ont montré

que les récepteurs du NPY étaient sensibles aux changements introduits dans la

molécule mère (Tableau # 7). Par exemple, le retrait d'un seul acide aminé soit la

Tyr' a résulté en une perte presque totale de l'activité biologique du NPY sur les

voies aériennes de cobaye alors que cela n'a causé une perte que d'environ 2 fois

dans la puissance du NPY sur le côlon de rat. Sur cette préparation, la courbe

concentration-réponse au NPY(2-36) s'est avérée parallèle à celle du NPY mais la

réponse obtenue avec le fragment fut 50% plus faible que celle du peptide naturel.

Un raccourcissement plus grand de la molécule a résulté en la formation de peptides

proportionnellement moins actifs et moins puissants que le NPY. Finalement, le

fragment N-terminal (1-24) s'est avéré inactif sur les deux préparations. Dans

l'ensemble, nos résultats supportent donc le concept que les groupements chimiques

importants pour l'induction de l'effet biologique du NPY sont retrouvés dans la

partie C-terminale de la molécule tandis que ceux responsables de l'affinité du

peptide pour ses récepteurs seraient probablement localisés dans la portion N-
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terminale (Donoso et coll., 1988; Rioux et coll., 1986; Danho et coll., 1988; Boublik

et coll., 1989; Mackerell et coll., 1989).

Une analyse plus détaillée de toutes ces données révèle que malgré ce besoin

apparent d'une séquence entière en acides aminés pour que le NPY puisse produire

une activité biologique complète (Donoso et coll., 1988; Rioux et coll., 1986; Danho

et coll., 1988; Boublik et coll., 1989; Mackerell et coll., 1989), les prérequis

structuraux des récepteurs du NPY pour l'obtention de cette activité (i.e. même

efficacité) semblent varier selon les essais biologiques utilisés et/ou l'origine des

tissus. Par exemple, les résultats d'expériences similaires où l'on a mesuré in vitro

l'effet cardiaque du NPY (Rioux et coll., 1986), l'effet inhibiteur du NPY sur le

canal déférent de rat (Donoso et coll., 1988) ou le déplacement de NPY radioactif

par le NPY ou des fragments plus courts (Quirion et coll., communicatioa

personnelle) ont montré que les fragments (2-36), (5-36), (11-36), (16-36) et même

(19-36) se comportaient comme des agonistes complets quoique moins puissants que

le NPY. Dans nos essais biologiques, nous avons observé que ces mêmes fragments

agissent comme des agonistes partiels sur le côlon de rat et qu'ils sont pratiquement

dépourvus d'activité biologique sur les voies aériennes de cobaye. Par opposition à

l'hjqjothèse émise par Donoso et coll (1988), nous pouvons donc suggérer que les

récepteurs pour le NPY, tant périphériques que centraux, ne sont pas identiques mais

pourraient être sensibles à des arrangements moléculaires spécifiques et peut être

même sélectifs en plus d'être sensibles à la molécule naturelle. Des données

accumulées lors de nos travaux, en plus de celles découlant d'autres études (Linch

et coU., 1989; Potter et coll., 1989; Walker et Miller. 1988) où différents fragments

et analogues du NPY ont été utilisés supportent une telle possibilité (voir plus loin).
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Des études réalisées pour mettre en lumière la structure tridimensionnelle de

la molécule de NPY ont révélé que ce peptide aurait une conformation moléculaire

de type "épingle à cheveux" (MacKerell et coll., 1989) (Figure # 19). Cette structure

serait assurée entre autre par un rapprochement des noyaux aromatiques de la

tyrosine en position 27 et de la tyrosine en position 1. Il a été proposé que le retrait

de cette tyrosine en position N-terminale aurait comme conséquence de déstabiliser

la structiue moléculaire du peptide rendant ainsi plus imparfaite son interaction avec

les récepteurs et moins efficace son effet biologique (Boublik et coll., 1989). Nos

résultats abondent quelque peu en ce sens car chez les deux essais biologiques, une

baisse d'activité a été observée avec le firagment (2-36). Des observations similaires

ont été rapportées par Jolicoeur et coll. (communication personnelle, 1990) lors de la

mesure de différents paramètres neuro-comportementaux. Cependant tel que nous,

l'avons rapporté dans nos deux essais biologiques, les conséquences du retrait de

cette tyrosine 1 n'ont pas été les mêmes. Par ailleurs, d'autres études effectuées

chez le rat indiquent que les effets moteurs du NPY (la catalepsie) ont été diminués

suite à la seule élimination du premier acide aminé tandis que les effets du peptide

sur l'ingestion de nourriture et sur la température corporelle n'ont pas été altérés et

ce même suite à l'élimination de plus de 10 acides aminés de la portion N-terminale

de la molécule (Jolicoeur et coll., 1990: communication personnelle; Boublik et

coll., 1989). En somme, ces résultats suggèrent fortement que les prérequis

structuraux des récepteurs du NPY pour la reconnaissance du ligand et l'expression

complète de l'activité biologique du peptide peuvent varier d'un tissu cible à un

autre.
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FIGURE # 19; Modèle hypothétique de la conformation tridimensionnelle du NPY.
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Des évidences additionnelles à cette présence de plusieurs types de récepteurs

pour le NPY ont été fournis avec les analogues de synthèse évalués au cours de

notre étude. Une attention particulière a été donné au doublet de tyrosine en position

20 et 21 car il a été démontré que pour des peptides tels la neurotensine (Quirion et

coll., 1980), la SP (Regoli et coll., 1987), l'angiotensine II (Regoli et coll., 1974) et

la bradykinine (Regoli et Barabé. 1980), les résidus tyrosines sont souvent très

importants pour la reconnaissance et la liaison des molécules à leurs récepteurs. De

façon générale, nous avons vu que des substitutions des tyrosines en position 20 et

21 par une cyclohexylalanine (Cha), un tryptophane (Trp), une D-Tyrosine (D-Tyr),

un D-Tryptophane (D-Trp) ou par l'addition d'un groupement méthyl sur l'anneau

benzyl (Tyr-O-Me) résultent en la formation d'analogues qui présentent

d'importantes différences tant en ce qui regarde la puissance que l'activitg

biologique des peptides (Tableau # 8). Par exemple, la substitution de la Tyi^' par

chacun des groupements mentionnés ci-haut a résulté en la formation d'analogues

pratiquement inactifs au niveau des voies aériennes de cobaye. Cependant, malgré

une légère perte de puissance (entre 2 et 10 fois) lorsque comparé à celle du NPY,

ces analogues ont présenté une forte activité biologique sur le côlon de rat. La

substitution de la Tyf^ par les mêmes composés a résulté en la formation

d'analogues qui se sont avérés similairement moins puissants (entre 2 et 10 fois)

que le NPY sur les deux types de préparations tissulaires. C'est donc dire que la

Tyr^' serait très importante pour que le NPY puisse induire une réponse biologique

sur les voies aériennes de cobaye mais non sur le côlon de rat. Une particularité

similaire a déjà été rapporté par le groupe de Krstenansky en 1989. Ces demiers ont

démontré à l'aide d'une série d'analogues que chez les préparations membranaires
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de cerveau de souris, la tyrosine en position 20 serait préférentiellement nécessaire

pour assurer la liaison de la molécule à ses récepteurs. Sur le canal déférent de rat,

de même que sur les membranes cellulaires obtenues de cerveau de rat, il a été

démontré (Martel et coll., 1990, communication personnelle) que ni l'une ni l'autre

des deux tyrosines n'est réellement essentielle pour le maintien de l'affinité ou

l'activité biologique du peptide. Ces données confirment donc l'existence possible de

récepteurs hétérogènes pour le NPY.

Nous pouvons remarquer que les divergences de résultats obtenus à l'aide de

ces analogues du NPY semblent être directement reliées avec la conformation

tridimensionnelle du peptide. Par exemple, lorsque l'on remplace de la Tyri" ou

Tyri' par une phénylalanine (Phe^" ou Phe^'), on conserve toujours le noyau

aromatique mais on enlève le groupement hydrophobe du noyau benzyl. Ceci a pouf-

conséquence de rendre le peptide plus hydrophobe mais n'altère pas comme telle

son activité biologique sur les deux préparations tissulaires. Cependant, si l'on

remplace la tyrosine par un tryptophane (Trp^° ou Trp^'). on perd ce noyau

aromatique. La molécule devient alors plus hydrophobe et on remarque au niveau

des deux tissus une perte d'activité biologique et de puissance et ceci plus

particulièrement au niveau des voies aériennes de cobaye où le Trp^' est inactif. Le

tryptophane est une molécule de plus gros volume que la tyrosine. On peut donc

imaginer un réarrangement de la configuration tridimensionelle du peptide qui aurait

comme conséquence de réduire l'affinité du peptide à se lier à son récepteur. Le

même phénomène est observé si l'on remplace la tyrosine par une cyclohexylalanine

(Cha) ou encore par une Tyr-O-Me, qui sont deux molécules plus volumineuses que

la tyrosine.
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Un autre exemple serait l'importance de rorientation spatiale de l'acide

aminé utilisé lors des substitutions. Si l'on remplace la Tyr^ ou Tyr^' par une D-

Tyrosine ou encore par un D-Tryptophane au lieu d'un L-Tryptophane (voir plus

haut), on note également des diminutions autant de la puissance que dans l'activité

du peptide mais qui ne sont pas identique pour les deux préparations. Ceci confirme

encore une fois, la grande sensibilité des différents sous types des récepteurs pour le

NPY au moindre changements apportés à la molécule mère. Un autre point

intéressant fut observé lors de la substitution des deux noyaux aromatiques par une

chaîne latérale aliphatique (Leu^"-^'). Cet analogue s'est révélé plus actif que le

peptide mère sur les deux préparations biologiques utilisés. Il est intéressant de

souligner que cet analogue est le seul à induire une forte augmentation de l'activité

biologique relative (A.R. = 2.6) et de la puissance du peptide sur les voies aérienne^

de cobaye. Ceci suggère qu'une diminution de la rigidité de la molécule de NPY

pourrait favoriser une augmentation de l'affinité du peptide pour certaines sous

classes de récepteurs. En accord avec cette observation, le développement d'une

molécule plus rigide (cyclo^^'[Asp^, Lys^']) a eu comme conséquence de diminuer sa

capacité de liaison à ses récepteurs.

Finalement, dans le but de freiner la dégradation enzymatique possible du

peptide, nous avons teste un dernier analogue ou le lien peptidique entre la tyrosine

en position 1 et la proline en position 2 fut modifiée (Tyr'-tfr-CHjNH-Pro^). Ceci a

entraîne une perte presque totale de 1 activité biologique du peptide sur les voies

aériennes de cobaye mais non sur le côlon descendant de rat. Ces résultats suggèrent

que la moindre altération de la molécule de NPY peut perturber l'activité et/ou

l'affinité du peptide pour ses récepteurs; supportant ainsi le concept de
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l'hétérogénéité des récepteurs pour le NPY (Chang et coll., 1985, 1988; Martel et

coll., 1990: communication personnelle; Potter et coll., 1989; Linch et coll., 1989;

Walker et Miller. 1988).

Une autre observation intéressante dérivant de notre étude fut la propriété

agoniste assez particulière offerte par le fragment (13-36). Sur le côlon de rat, ce

fragment a induit une réponse contractile similaire (Tableau # 7) à celle générée par

le NPY. Chez les voies aériennes de cobaye, ce fragment s'est avéré environ 100

fois moins puissant que le NPY mais plus de deux fois plus actif que le peptide

naturel (Figure # 13). De plus, le mécanisme d'action par lequel le fragment (13-36)

induit son action s'est avéré différent de celui responsable de la contraction causée

par le NPY. Ce ne fut pas tout a fait le même cas sur le côlon de rat où les deux

peptides (NPY et le fragment 13-36) ont généré leur réponse via un mêntg.

mécanisme d'action. De nos expériences, il n'est pas possible de déterminer si les

deux types de récepteurs pour le NPY et le fragment (13-36) représentent deux

différentes espèces moléculaires de récepteurs ou seulement deux états différents

d'un même récepteur. Cependant, le fait qu'une même action (contraction) causée

par deux peptides intimement reliés par leur structure peuvent être médié

différemment chez les voies aériennes de cobaye mais non sur le côlon de rat

suggèrent que les récepteurs du NPY existent probablement sous plusieurs variantes

plutôt que sous deux types de récepteurs distincts tels que proposés par le groupe de

Wahlestedt en 1986.

L'observation qu'un fragment du NPY puisse présenter une action différente

du peptide ne constitue pas une première en soi. Boublik et coll. (1989) ont à cet

effet rapporté chez le rat, que les fragments (17-36) et (18-38) causent tous deux
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une hypotension contrairement à l'effet hypertenseur induit par le NPY. Martel et

coll. (1990; communication personnelle) ont aussi observé que le fragment du NPY

(1-24 CONHj) est capable d'augmenter l'effet induit par une stimulation électrique

sur le canal déférent de rat. Les mécanismes par lesquels les fragments NPY (17-

36), le NPY (18-36) et le NPY (1-24 CONHj) exercent des effets opposés au

peptide naturel n'ont pas encore été élucidés. Cependant, ces observations suggèrent

encore une fois l'existence de plusieurs sous classes de récepteurs pour le NPY.

Il a été suggéré que les sites de liaisons pour le NPY se présentent sous

deux formes soit Y; et Yj. Ce qui a permis de distinguer les deux types de

récepteurs fut la capacité de liaison et l'activité biologique du fragment en position

C-terminal du NPY (13-36), lequel se lie seulement au récepteur Yj. Les récepteurs

Yj du NPY sont pré-synaptiques alors que les récepteurs Yj sont post-synaptiquç§,

(Wahlestedt et coll., 1985; 1987).

Au niveau du système nerveux central, on retrouve majoritairement des

récepteurs de type Yj (Danho et coll., 1988). Au niveau du système nerveux

périphérique, les deux sous classes de récepteurs pour le NPY ont été retrouvées.

Par exemple, sur le canal déférent de rat, les récepteurs pour le NPY seraient de

type Yj alors que sur les vaisseaux sanguins (la veine iléaque de cobaye et l'artère

fémorale de lapin), ils seraient de types Yj (Wahlestedt et coll., 1987).

Selon la classification proposée par Wahlestedt et coll. (1987), les récepteurs

pour le NPY présents sur le côlon de rat seraient de type Y^. Ils sont d'abord pré-

jonctionnels et reconnaissent le fragment C-terminal 13-36. Sur la trachée de cobaye,

la bronchoconstriction induite par le NPY résulterait de l'activité d'un récepteur

post-jonctionnel. Cependant, à l'encontre des critères déjà établis (Wahlestedt et
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coll., 1987), la préparation est demeurée sensible au fragment (13-36). De plus,

l'intensité de la contraction induite par le fragment (13-36) et le mécanisme

responsable de cette réponse diffèrent de ceux induits par le NPY. Cette disparité de

réponse entre les deux composés ne nous permet pas de conclure quant à la sous

classe de récepteurs présents sur les voies aériennes de cobaye selon la classification

proposée par Wahlestedt en 1987.



CONCLUSION

1- Le NPY induit une contraction dépendante de la dose sur les voies aériennes de

cobaye. Cet effet nécessite l'activation de la cyclooxygénase.

2- Les réponses de la NE, du VIP, de la 5-HT et de la SP sont inhibées en

présence de NPY sur les voies aériennes de cobaye. Le mécanisme sous jacent à cet

effet est inconnu. Il serait possible que cet effet soit médié par les PGs tant

contractiles que les relaxantes.

3- Le NPY et le PYY induisent tous deux une contraction dépendante de la dose

sur le côlon descendant de rat.

4- Le NPY et le PYY agissent via des mécanismes d'actions différents pour induire

leurs effets sur le côlon descendant de rat.

5- Le NPY et le PYY agissent via des récepteurs différents sur les préparations

isolées de côlon de rat.

6- Les études de structure activité ont démontré l'importance des deux portions N-

et C- terminales du NPY. Les résidus retrouvés dans la portion C-terminale de la

molécule de NPY contiendraient le message pour le déclenchement de la réponse

biologique alors que ceux retrouvés dans la portion N-terminale seraient

possiblement responsables de l'affinité de la molécule.

Le fragment C-terminal du NPY (le NPY 13-36) induit une contraction par un

mécanisme différent que celui du NPY sur les voies aériennes de cobaye mais non

sur le côlon descendant de rat.
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8- Selon les critères d'une première classification suggérée par Wahlestedt en 1987,

les récepteurs pour le NPY présents chez le côlon de rat seraient de type Yj.

Cependant, les résultats obtenus à l'aide du NPY sur les voies aériennes de cobaye

ne nous permettent pas de conclure au sujet des sous types de récepteurs activés sur

ces préparations.

9- L ensemble des résultats obtenus des études de structure activité réalisées à l'aide

d analogues et de fragments synthétiques nous permet de suggérer que les prérequis

structuraux des récepteurs pour le NPY diffèrent d'un tissu à un autre; ce qui

supporte le concept de l'hétérogénéité des récepteurs pour le NPY.
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