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Résumé

La thrombose et la claudication intermittente sont deux pathologies cardiovasculaires
responsables d'une ischémie. Elles sont caractérisées par une augmentation de la
concentration plasmatique en thromboxane ek 8-iso-prostaglandine et en sérotonine
responsables, entre autres, d’une vasoconstriction. Des travaux antérieurs a notre étude ont
montré que le naftidrofuryl (Praxiléfle antagoniste des récepteur 544 Bst capable
d’interférer avec une contraction induite par le thromboxaneCAt effet n’a cependant pas

été étudié en détail. L'objectif de ce travail est d’étudier le comportement pharmacologique
du naftidrofuryl vis-a-vis du récepteur du thromboxang ™)

Dans un premier temps, les effets du naftidrofuryl ont été évalueéso dans un modele de
contractions de la musculature lisse d’aortes de rats, riches en récepteur TP gt 5-HT
induites par le U-46619, le 8-iso-prostaglanding & la sérotonine. Ces effets ont été
comparés a des antagonistes de références du récepteur TP. Les effets des quatre
diastéréoisomeres du naftidrofuryl ont également été évalugiso sur un méme modele de
contraction d’aortes isolées.

Les effets du naftidrofuryl ont été évaluésvitro sur le récepteur TP apres la mise au point
d’'une méthode standard permettant d’évaluer l'effet de drogues sur la mobilisation du
calcium intracellulaire induite par I'activation de récepteurs couplés a une proigjne G

Ainsi, I'étude des effets du naftidrofuryl sur des cellules surexprimant l'une ou l'autre
isoforme du récepteur TP (HEK 293) a permis d’étudier une éventuelle sélectivité de la
drogue. Une étude sur des cellules issues de la musculature lisse d’'une aorte humaine
(HVSMC) a également été réalisée.

Les résultats obtenus montrent que le naftidrofuryl prévient la vasoconstriction en se liant a
la fois aux récepteurs TP et 5-pAT avec néanmoins une intensité moindre vis-a-vis des
récepteurs TP. Le BM-520 et le SQ-29548, deux antagonistes puissants des recepteurs TP,
sont les plus actifs. Les 4 diastéréoisomeres du naftidrofuryl possedent par ailleurs une
activité myorelachante semblable I'un par rapport a I'autre dans ce modeéle. Enfin, I'effet
antagoniste des récepteurs TP du naftidrofuryl est néanmoins responsable a forte dose d’'une
diminution de la mobilisation de calcium intracellulaire. En conclusion, les effets vasoactifs
du naftidrofuryl sont principalement médiés par ses propriétés antisérotoninergiques et, dans
une moindre mesure par ses propriétés antagonistes du récepteur TP.

Mémoire de master en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire

Janvier 2009
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Liste des abréviations

5-HT : 5-hydroxytryptamine (sérotonine)

[ ]JF : concentration finale

8-is0-PGFE,, : 8-isoprostaglandinexf-

ADNCc : ADN complémentaire

ADP : Adénosine diphosphate

AM : Acétoxymeéthylester

AMP : Adénosine monophosphate

COX : Cyclooxygénase

DAG : Diacylglycérol

ECso : concentration en agoniste requise pour atteindre 50% du tonus maximal de I'aorte
contractée

EC'’so : concentration en agoniste induisant 50% de la mobilisation du calcium intracellulaire
maximale

Foasal: Fluorescence basale

Fmax : Fluorescence maximale

Fmin : Fluorescence minimale

Fsimuie : Fluorescence stimulée

HEK 293 : Human Embryonic Kidney Cells

HVSMC : Human Vascular Smooth Muscle Cells

ICs0: concentration en drogue inhibant 50% de la libération de calcium maximale induite par
les différents inducteurs

IC'so: défini comme la concentration en drogue réduisant de 50% de la tension maximale de
I'aorte induite par le 5-HT 2 uM

ICos: Intervalle de confiance a 95%

ICAM : Intercelllular Adhesion Molecule

IP3: Inositol triphosphate

ISRS: Inhibiteur Spécifique de la Recapture de la Sérotonine
JAK: Janus Kinase

MAOQO: Monoamine oxydase

MAP Kinase:Mitogen activated protein Kinase

NO: Nitric oxide

PAD: Peripheral arterial disease

PG:Prostaglandine

PGG: Prostaglandine &

PGH,: Prostaglandine H

PGhL: Prostacycline

PIP,: Phosphatidylinositol 4,5 biphosphate

PKC:Protéine Kinase C

PLA,: Phospholipase A

PLC :Phospholipase C

Rmax : Ratio des fluorescences maximales



Rmin : Ratio des fluorescences minimales
ROS :Reactive Oxygen Species

Rstimuie: Ratio des fluorescences stimulées
TNF-a : Tumor Necrosis Factor «

TPH: Tryptophane hydroxylase

TXA2: Thromboxane A

TXB,: Thromboxane B

TXRA: Thromboxane Receptor Antagonist
TXS: Thromboxane synthétase

TXSI: Thromboxane Synthase Inhibitor
VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule
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I. Introduction

[. Introduction

Les maladies cardiovasculaires constituent un probleme majeur de santé
publique. Parmi ces pathologies, la thrombose et la claudication intermittente occupent
une place importante. Ainsi, ces deux maladies induisent une ischémie vasculaire
diminuant I'apport en oxygéne. Divers travaux ont mis en évidence une implication et
une augmentation de la concentration plasmatique de médiateurs comme la sérotonine,
le thromboxane A et le 8-iso-prostaglandine i dans ces pathologies. La
compréhension des mécanismes d’action de ces composés dans ces états pathologiques
ainsi que I'étude de leur origine constituent donc un enjeu thérapeutique important.

Dans cette premiere partie, les différents composés ainsi que leurs roles
biologiques seront décrits. Ensuite, I'implication de ces médiateurs dans la thrombose et
la claudication intermittente sera abordée.

I.1. Médiateurs dérivés de I'acide arachidonique
I.1.1. L’acide arachidonique

L’acide arachidonique, ou acide 5, 8, 11, 14-éicosatétraéndriged 1.1), est
un acide gras polyinsaturé a 20 atomes de carbone contenant quatre doubles liaisons. Il
constitue un des acides gras formeés a partir de la membrane phospholipidique. Cet acide
gras essentiel provient directement de 'alimentation ou dérive de I'acide linoléique. Il
est le précurseur principal de la famille des éicosanoides chez les mammiféres. Cette
famille comprend les leucotrienes, les époxydes ainsi que les prostanoides.

La libération de I'acide arachidonique est catalysée par des enzymes spécifiques,
les phospholipases. La phospholipasge (RLA;) est la principale enzyme de cette
famille jouant un rdle central dans la libération de I'acide arachidonique estérifé au
glycérol en position 2Nakahata, 2008).

[.1.2. Métabolisme de 'acide arachidonique

L’acide arachidonique libéré devient le substrat principal de trois voies
enzymatiques différentes : la voie des lipooxygénases, générant les leucotrienes ; la voie
des époxygénases, engendrant les époxydes ; et la voie des cyclooxygénases, a l'origine
des prostanoide&igure 1.2).

Seule la derniere voie sera détaillée puisque le thromboxan€TRA)),
médiateur d’intérét dans ce travail, appartient a cette derniére famille de composés.

[.1.2.1. La voie des cyclooxygénases

Les cyclooxygénases (COX), ou prostaglandine endoperoxidsyhthétases,
sont des glycoprotéines membranaires homodimériques catalysant la biosynthese des
prostaglandines (PGs), de la prostacycline gP&@ldu TXA (Hanson, 2007).

Une seule forme de COX a été initialement déctergstroem et al. 1964).
Néanmoins, au début des années 1990, une seconde isoforme flt décbuvettal.(
1990). La COX-1, caractérisée par une expression constitutive, est présente dans la
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plupart des tissus et types cellulaires. La COX-2 est quant a elle exprimée de facon
inductible au niveau de certaines cellules du refarijs, McKanna et al., 1994), du
cortex (famagata et al., 1993) et de I'endothélium vasculddeefg et al., 2002). En
outre, elle est exprimée lors de situations pathologiques comme I'inflamm@&doet

et al., 1994), la fievre, le cancer du sditw@ang et al., 1998).

La COX comporte deux sites catalytiques. Le site cyclooxygénase catalyse dans
un premier temps I'oxydation et la cyclisation de I'acide arachidonique par l'insertion de
deux molécules d’oxygene. Il en résulte un endoperoxyde instable, la prostaglandine G
(PGG). Le site peroxydase catalyse ensuite la réduction de lg BG@rostaglandine
H, (PGH), eicosanoide pivot, précurseur des prostaglandipek2t F,, du TXA; et
de la PGJ(Figure 1.3) (Hanson, 2007).

L’isomérisation de la PGien TXA; est catalysée par la thromboxane synthétase
(TXS), hémoprotéine appartenant a la famille du cytochrome P4&0rdnd et al.,
1985). Dans les années 1990, diverses équipes ont montré la présence d’ARNm de la
TXS dans les plaquettes, les macrophages, les monocytes, les leucocytes, les cellules
endothéliales et certaines cellules rénales ou la synthese duprgdomine Kiyata et
al., 1994 ; Zhang et al., 1997).

1.1.3. Le thromboxane A

Le thromboxane Aest un médiateur cellulaire lipidique appartenant a la famille
des éicosanoides et produit par les plaquefigsie 1.4). Il est issu du métabolisme de
I'acide arachidonigue par la voie des cyclooxygénases.

[.1.3.1. Dégradation du TXA

Le TXA,, médiateur instable, est rapidement hydrolysé en thromboxane B
(TXBy) inactif. En effet,in vivo, le temps de demi-vie du TXA&st de trente secondes
(Hanson, 2007).

Chez 'Homme, le catabolisme du TXAboutit a la production d’environ 20
composes inactifs en diverses proportions. Au niveau plasmatique, lg etXB 11-
déhydroTXB constituent les principaux métabolites reflétant la production de,TXA
Tandis qu’au niveau urinaire, ce sont les métabolites 11-déhydrodtxB3-dinorTXB
(Catella et al., 1986). Un troisieme métabolite de moindre importance a été identifié en
1993, le 11-déhydro-2,3-dinorTX%BChiabrando et al., 1993Fgure 1.5).

[.1.3.2. Roéles physiologiques et physiopathologiques du TXA

Le TXA; joue un réle aussi important que diversifié au sein de I'organisme. En
effet, ce composé est responsable de la vasoconstriction, de [l'activation et de
'agrégation plaquettaire. De plus, le TXAinduit également la contraction et la
prolifération des cellules musculaires lisses en agissant via les récepteurs TP présents a
la surface des cellules musculaires lisses.

La PG}, synthétisée au niveau de I'endothélium vasculaire, est I'antagoniste
physiologique du TXA Elle est reconnue par un récepteur spécifique appartenant a la
famille des récepteurs couplés a des protéines G. Elle inhibe l'activation des plaquettes
et induit la relaxation des cellules musculaires lisses.
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Par conséquent, I'équilibre entre la production de ,P&l de TXA est
déterminant pour le maintien de ’lhoméostasie vasculaire. En effet, de hombreux travaux
ont mis en évidence la relation entre une surproduction de, T¥#ponsable de la
rupture de cet équilibre et de nombreuses maladies cardiovasculaires et pulmonaires
(Hanson, 2007).

La thrombose artérielle, I'infarctus du myocarde et I'accident vasculaire cérébral
sont les principales conséquences de la rupture ou de I'érosion d'une plaque
athéromateuse a l'origine de la formation d’un thrombus artériel occluant la lumiére du
vaisseau sanguin. De plus, dans le processus d’agrégation plaquettaire lest XA
des inducteurs majeurs. Ainsi, de nombreux travaux mettent en évidence une
augmentation de TXAchez les patients souffrant d’'infarctus du myocarde et d’accident
vasculaire cérébral consécutifs a une thrombose artérielle. Le développement de
molécules capables d’inhiber les effets biologiques du JoiAsa synthése constitue
des lors une approche intéressante pour la prévention de ces pathélagssn( 2007).

Il est intéressant de noter que le T>XjAue aussi un réle dans d’'autres processus
physiopathologiques tels que l'athérosclérose, l'asthme, la pré-éclampsie, I'angine
instable, ainsi que dans le développement de certaines formes de caAngess €t al.,
2004). Par conséquent, le développement de modulateurs du goUkrait s'avérer
intéressant dans I'étude, la prévention et/ou le traitement de ces pathologies.

[.1.3.3. Le récepteur au TXA

L’action du TXA; est médiée par un récepteur spécifique : le récepteur TP. Ce
récepteur appartient a la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Il est ainsi
caractérisé par sept domaines transmembranaires reliés par trois boucles extracellulaires
et trois boucles intracellulaires.

Cette famille de récepteurs est caractérisée par leur capacité a se coupler a une
protéine G hétérodimeérique permettant une transduction de signal spécifique responsable
de l'activation d’effecteurs cellulaires précis. La protéine G est constituée de trois sous-
unités :a, B, v. La liaison d’'un ligand au récepteur va activerdegnier ; entrainant
I’échange d’'un GDP contre un GTP par la sous-unit@ifférentes classes de protéines
G sont répertoriees: dg, Goin, Goizis et Gugr1. Le récepteur TP est connu pour étre
couplé a une protéineog..

Dans cette classe, la sous-unitéactive la PLC, entrainant I'hydrolyse du
phosphatidylinositol 4, 5 biphosphate (BIPen inositol triphosphate (P et en
diacylglycérol (DAG). L'IR étant responsable de la libération du calcium™{Cdes
réserves intracellulaires grace a sa fixation sur son récepteur, tandis que le DAG, qui
reste ancré a la membrane, agit comme activateur de la protéine kinase C (PKC) régulant
divers processus cellulairesigure 1.6) (Billington et al., 2003).

Le gene codant pour le récepteur TP a été découvert en 1991. Celui-ci code pour
une protéine de 343 acides aminés. En 1994, un ADNc de 369 acides aminés codant
pour le récepteur TP fut isolé. Cet ADNc est caractérisé par une extrémité C-terminale
différente du récepteur TP découvert en 1991. Ce second transcrit est obtenu par
épissage alternatif. Par conséquent, ces deux isoformes possédent 328 acides aminés en
commun mais different par leurs domaines cytoplasmiques C-terntlnahg et al.,
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2004). Ainsi, I'isoforme de 343 résidus est appelé,Té est localisée notamment au
niveau des plaquettes, tandis que l'isoform@,Td® 369 résidus, se situe a la surface des
cellules endothéliales.

Récemment, Farat Morrow ont démontré que 'acide arachidonique pouvait également
étre métabolisé de maniere non-enzymatique générant ainsi la famille de composés
isoprostanoideg-am et Morrow, 2003). Ces composés sont génerés dans des situations
pathologiques ou un stress oxydatif joue un réle important. De plus, en@@bwski
rapporte que le TXAet les isoprostanes agiraient tous via le récepteuCra&@wski et

al., 2001). Il est donc essentiel de comprendre également le réle de cette classe de
composés dans diverses situations pathologiques afin de mieux en comprendre les
mécanismes et de développer de nouveaux traitements.

I.1.4. Les isoprostanes

A la différence des prostanoides, les isoprostanes résultent de I'oxydation non-
enzymatique de I'acide arachidonigd@in et Morrow, 2003par les ROS.

Les ROS (“Reactive Oxygen Species”) sont des radicaux libres capables d’agir
comme messagers dans de nombreuses voies physiologiques comme cellesogu TNF-
de la leptine et de I'endothéline. La synthése des ROS est réalisée au niveau de la
mitochondrie et est un processus extrémement régulé par le potentiel membranaire, la
concentration en calcium et en monoxyde d’azote (M@)jewski et al., 2005).

[.1.4.1. Formation des isoprostanes

La biosynthese des isoprostanes se déroule en plusieurs étapes. L'attaque des
ROS sur I'acide arachidonique constitue la premiére étape de cette voie biosynthétique
ayant pour conséquence la formation de trois radicaux arachidonyl différents. Ces ROS
vont ensuite réagir directement avec I'oxygene donnant naissance a des endoperoxydes
intermédiaires isomeéres de la P EBes endoperoxydes vont ensuite étre réduits soit de
maniéere totale afin de générer les isoprostanes de la série, soit de maniére partielle afin
de former les isoprostanes des sérigetH),. Tous ces isoprostanes sont des isomeres
des prostaglandines et chaque série est constituée de 4 régioisomeres ayant chacun 8
diastéréoisomeres théoriqué&sgure 1.7) (Cracowski et al., 2005).

[.1.4.2. L’isoprostane 8-iso-PGE,

Le 8-iso-PGE, est un marqueur de la peroxydation lipidique se réaligarito.
Ainsi, le dosage urinaire et plasmatique des isoprostanes de la sériedE leurs
métabolites renseigne sur I'implication potentielle de phénomenes de stress oxydatifs
dans le développement de certaines pathologies comme I'athérosclérose, la thrombose et
la claudication intermittente.

L’action du 8-iso-PGk, serait partiellement ou totalement médiée par le
récepteur TP. En effet, diverses études ont montré que l'action de cet isoprostane était
abolie par un antagoniste de ce récept&uim(ar et al., 2005). Cependant, la présence
d’un récepteur spécifique au 8-iso-PfsR’est pas encore totalement exclue. Ainsi, un
antagoniste du récepteur TP, tel que le SQ-29548, n’'inhibe que partiellement la
production d’IR générée suite a la liaison dus®-PGFk,, sur le récepteur THr(kunaga
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et al., 1993). Enfin, il a également été démontré que le 8-isg;P&tagissant via le
récepteur TP, active la protéine kinase A tandis que le;l&CAve la protéine kinase C.
Par conséquent, le 8-iso-P&Fet le TXAy, activeraient des voies de transduction du
signal différentesl(eitinger et al., 2001).

[.1.4.3. Roles physiologiques et physiopathologiques des isoprostanes

Le 8-iso-PGE, est capable, comme le TXAde moduler la vasomotricité. En
effet, il peut induire la contraction de cellules musculaires lisses vasculaires,
bronchiques, gastro-intestinales et utérines. De plus, il serait caractérisé par un pouvoir
mitogene favorisant la prolifération des cellules musculaires lisses. Enfin, il serait
également capable de réguler la synthése d’endothéline, dudiXie NO.

Si des taux anormalement élevés en 3Xdnt renseignés dans divers états
pathologiques, il en est de méme pourBiso-PGE, détecté a des concentrations
élevées dans I'athérosclérogtatrono et al., 1997), la claudication intermittentée(u
et al., 2006) et les phénoménes thrombotiques en géhésadalzo, 2003). Ainsi, dans
la claudication intermittente, le 8-iso-P&lest produit a la suite d’'une ischémie induite
par un thrombus formé au niveau des artéres des membres antérieurs. Le 8;jsesPGF
alors capable de se lier au récepteur TP et d’induire la constriction du vaisseau sanguin,
réduisant ainsi la lumiére du vaisseau et accentuant I'ischémie déja présente.

[.2. Les modulateurs de la voie du TXA

Au vu de I'implication de dérivés de I'acide arachidonique comme le, T0éhs
divers processus pathologiques, le développement de composés capables de moduler les
actions du TXA a été tres tét envisagé. Ces modulateurs sont groupés en trois classes :
les inhibiteurs de la thromboxane synthétase, les antagonistes du récepteur TP et les
agents mixtes capables d’agir a la fois sur le récepteur et sur I'enzyme. Des agonistes
synthétiques du récepteur au TX&xistent également ; ils sont utilisés comme outils
pharmacologiques.

[.2.1. Les agonistes du récepteur TP

En raison du temps de demi-vie tres court du TX&aviron trente secondes), la
nécessité de développer des agonistes stables du récepteur TP était indispensable. Le U-
46619 Figure 1.8), agoniste dont la structure s’apparente le plus a celle du,, TXA
exerce également les mémes effets biologiques. Cependant, si cette molécule n’est
nullement utilisée a des fins thérapeutiques, ses propriétés en font toutefois un agent
couramment utilisé dans des études impliquant le récepteur TP.

[.2.2. Les inhibiteurs de la TXA; synthétase

Les inhibiteurs de la thromboxasgnthétase (TXSIs) empéchent la conversion
du PGH en TXA, en inhibant, de maniere sélective, l'activité de la thromboxane
synthétase tout en maintenant la synthése des autres métabolites de [I'acide
arachidonique. Ainsi, la synthese des prostanoides favorables, comme;lat R&l
PGE, est maintenue. De plus, 'accumulation de B@ermet un transfert partiel de cet
endoperoxyde vers I'endothélium vasculaire ou il sera transformé en prostacycline.
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Différents TXSIs ont été développés dans les années 1980 et testés cliniquement.
Le Furegrlate en est un exemple. Malgré ces propriétés avantageuses d’'un point de vue
théorique, ces composés n’'ont pas tenu toutes leurs promesses en clinique. En effet, ils
se sont réevélés moins actifs que prévu ou parfois méme inefficaces. Ces résultats
s’expliquent par une accumulation de PG¥tercant les mémes effets biologiques que
le TXA; en agissant via le récepteur TBo@né et al., 2000).

Méme si les essais cliniques ont été abandonnés, les TXSIs sont principalement
utilisés comme outils pharmacologiques des projets étudiant I'influence du abde
sa synthese en situations pathologiques.

[.2.3. Les antagonistes du récepteur TP

Les antagonistes du récepteur TP (TXRAS) empéchent I'action duy akAi
gue de la PGKen agissant au niveau du récepteur sans toutefois moduler la synthese
des autres prostaglandines. De plus, en se fixant au récepteur TP, 'antagoniste prévient
a la fois les effets biologiqgues du TXAmais également ceux de la PSldgoniste
physiologique du TXA, et du 8-iso-PGJ; (Dogné et al., 2004).

Le SQ-29548Kigure 1.9), dérivant de I'endoperoxide PGHest un antagoniste
de type prostanoide du récepteur TP trés utilisé dans le cadre d’études pharmacologiques
concernant ce récepteur. En effet, cette molécule se lie de maniére réversible et
hautement spécifique. Il est considéré comme un des plus puissants antagonistes du
récepteur TP si bien gu'il fit annoncé comme une molécule thérapeutique prometteuse.
Cependant, diverses recherches ont montré que le SQ-29548 constituait une substance
mutagene et son développement flt aussitot atdzbéson, 2007).

D’autres classes de TXRAs ont été développées par la suite. Ceux-ci se
caractérisent pour la plupart par une structure non-prostanoide comme le sulotroban
(Gresele et al., 1984). D’autres composes ont été synthétisés comme le daltroban et le
ramatrobankanson, 2006).

[.2.4. Les agents mixtes

De nombreuses études ont montré que des molécules présentant a la fois les
propriétés des TXRAs et des TXSIs constituent de meilleurs composés modulant les
effets biologiques du TXA En effet, I'inhibition de la thromboxane synthétase favorise
la synthése de la prostacycline ; et 'antagonisme vis-a-vis des récepteurs TP permet de
bloquer les effets du TXAmais aussi ceux de la PGHt des isoprostanes. Ainsi, de
nombreuses molécules rassemblant ces propriétés pharmacologiques ont été
synthétisées.

Le picotamide est a la fois un antagoniste du récepteur TP et inhibiteur de la
thromboxane synthétase caractérisé par deux cycles de type pyridine fixés a un benzene
par une liaison carboxamid@igure [.10). Il remplit son rdéle d’inhibiteur de la
thromboxane synthétase en remplacant de maniére compétitive la, B@bstrat
physiologique de cet enzyme. Il agit également de maniere compétitive au niveau du
récepteur TP. Il a été étudié chez I'Homme pour la premiére fois en 1978 sur des
patients souffrant de pathologies vasculaires chroniques, de claudication intermittente,
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de thrombose veineuse profonde, etc... Il est actuellement commercialisé en ltalie
comme agent antiplagquettaire et antithrombotigeegele et al., 1989, 1990).

D’autres composés comme le ridogrel et le terbogrel appartiennent également a
cette classeCarty et al., 2001 ; Fike et al., 2005).

1.2.5. Développement de nouvelles molécules

En 1992, Uchida et ses collaborateurdécouvrent que le torasémide, une
sulfonylurée, est capable de relaxer une artere coronaire de chien pré-contractée au
TXA; (Uchida et al., 1992). A la suite de cette découverte surprenante, de nombreuses
molécules apparentées a ce diurétique ont été synthétisées dans le but d’obtenir des
antagonistes du récepteur au TXplus puissantsRolin et al., 2007 ; Dogné et al.,

2000, 2004, 2005). Méme s’ils possedent une structure chimique différente des autres
antagonistes de référence, leur activité pharmacologique est proche pour certains du SQ-
29548.

Le BM-520 Figure 1.11), dérivé du torasémide, montre une excellente affinité
vis-a-vis du récepteur TP. Il inhibe ainsi I'activation et I'agrégation des plaquettes
induite par le U-46619 et le 8-iso-P&F Cette molécule posséde une activité
myorelaxante sur une aorte de rat pré-contractée par le U-46619 ainsi que par le 8-iso-
PGFR, (Rolin et al., 200,

|.3. La sérotonine

La sérotonine (5-HT ou 5-hydroxytryptamine) est une monoamine biogeéne issue
d’'un acide aminé, le tryptophan€igure 1.12). Elle est tres répandue chez les étres
vivants, tant dans le regne animal que végétal. Cette molécule agit a la fois comme une
hormone, un neuromédiateur et comme un agent mitogdaokahmad-Zadeh et al.,
2008). Le systéme nerveux, les plaquettes sanguines et les cellules entérochromaffines
gastro-intestinales contiennent des concentrations non négligeables enHay¢T ét
al., 2002).

|.3.1. Découverte de la sérotonine

Les premiéres observations de l'effet du 5-HT remontent a 1868. En effet, les
physiologistes tentant de perfuser des organes isolés avec du sérum ont observé une
vasoconstrictionGuignet, 2006). Par la suite, Page, Rapport et Green parvinrent a isoler
en 1948 la substance responsable de ce phénoméne et la nommerent “sérotonine” car ce
composé est contenu dans le sérum et est responsable de la contraction des cellules
musculaires lisses vasculaires.

Le premier scientifique a avoir travaillé sur le 5-HT fat Vittorio Erspamer en
1930. Il s’intéressait a diverses amines capables d’induire la contraction de cellules
musculaires lisses. Cependant, une molécule détectée au niveau des cellules
enterochromaffines l'intéressait particulierement, I'entéramine. En 1951, la synthese de
5-HT par Hamlin et Fischer démontra que I'entéramine et la sérotonine avaient la méme
structure \Whitacker-Azmitia, 1999).
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[.3.2. Biosynthése de la sérotonine

Le 5-HT est produit en deux étapes a partir d’'un acide aminé essentiel, le
tryptophane. Tout d’abord, I'hydroxylation du tryptophane par la tryptophane
hydroxylase (TPH) permet la production du 5-hydroxytryptophane qui est ensuite
décarboxylé pour former le 5-HTFigure 1.13) (Clark et al., 1954). L’activité
enzymatique de la tryptophane hydroxylase utilise une molécule d’oxygéne et nécessite
la participation d’'un cofacteur, le érythrob, 6, 7, 8-tétrahydrobiopterin, servant de
donneur d’électronsZhang et al., 2006). L’enzyme de la seconde étape est, quant a elle,
dépendante du pyridoxal-5’-phosphaBuignet, 2006).

L’étape limitante de la production de 5-HT est la premiére réaction catalysée par
la tryptophane hydroxylase. En effet, lg He cet enzyme est relativement élevé (3x10
M) indiquant une faible affinité pour son substrdbrfg et Kaufman, 1975). Elle
possede egalement une faible affinité pour les autres acides amogsclii et al.,
1973) et sa localisation est limitée aux tissus nécessitant la présence de 5-HT pour
fonctionner Noguchi et al., 1973 ; Champier et al., 1997).

Des travaux ont également montré que seuls 5% du métabolisme du Tryptophane
sert a la synthése de la sérotonine. Ceci s’expligue notamment par la localisation de la
tryptophane hydroxylase limitée au cerveau, aux cellules enterochromaffines et aux
plaquettesNlohammad-Zadeh, 2008).

Des sa synthése dans le systeme nerveux central (hypothalamus et
mésencéphale), le 5-HT est stocké dans des veésicules avant d’étre libéré au niveau des
synapses Tlamir et al., 1990). Ce stockage permet d’empécher la dégradation de la
sérotonine par les monoamine oxydases. Cependant, 95% de la sérotonine sont stockés
en dehors du systeme nerveux central dans les cellules entérochromaffines et surtout
dans les plaquettes ; ces dernieres constituant le site majeur de stockage dio&;HT (
1954 ; Hardisty et Stacey, 1955).

[.3.3 La tryptophane hydroxylase

La tryptophane hydroxylase appartient a la superfamille des hydroxylases
d’acides aminés aromatiques. L’activité de ces enzymes nécessite la présence d'un co-
facteur, le FE, ainsi que d’un co-substrat, la tetrahydrobiopterine.

Récemment, des travaux ont montré que cet enzyme pouvait étre codé par deux
géenes Kim et al., 1991). L'isoformd@PH1 est connue depuis plus de 40 ans tandis que
l'isoforme TPH2 ne flt découverte que récemment. L'isofoffH1 est caractérisée
par une expression au niveau des tissus périphériques tandis que la seconde isoforme est
exprimée au niveau des neurones sérotoninergigques ainsi qu’au niveau des neurones
présents dans l'intestinZlang et al., 2006). Cependardill et al. ont montré la
présence d’ARN messager de l'isoforifleH1 dans diverses régions du cerveau humain
(Zill et al., 2007).

[.3.4. Dégradation de la sérotonine

La dégradation du 5-HT est principalement réalisée par la voie de la monoamine
oxydase (MAO) Figure 1.14). L’activité de cet enzyme s’exerce dans différents tissus
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comme le cerveau, le tractus gastro-intestinal, les poumons, le foie et les plaquettes. Il
existe deux isoformes de MAO, MAO-A et la MAO-B (Mohammad-Zadeh et al.,
2008). Soulignons par ailleurs que ces enzymes inactivent aussi d’autres
neurotransmetteurs tels la noradrénaline et la dopamine.

En 1981 Sandlermontra que l'inactivation du 5-HT était principalement réalisée
par la MAO-A tandis que la dégradation par l'isoformdAO-B, majoritairement
présente au niveau des plaquettes, ne représentait qu’'une faible partie de la dégradation
totale. Le principal produit résultant de l'inactivation de la sérotonine panA&3 est
I'acide 5-hydroxyindoleacétique, métabolite présent dans les urines. La métabolisation
de la sérotonine par la voie des MAO est un processus assez rapide. En effet, des travaux
ont permis de montrer que 24 heures apres I'administration de sérotonine, une excrétion
d’acide 5-hydroxyindoleacétique est observBgcé, 1990).

1.3.5. Les récepteurs a la sérotonine

Les différentes activités du 5-HT sont médiées via un récepteur, le récepteur au
5-HT dont il existe différents types, mais tous dérivent d'un méme géne. En outre, le 5-
HT étant une molécule trés présente dans le régne animal, ses récepteurs se retrouvent
abondamment chez les invertébrés et mammiféres. La caractérisation de ce récepteur
dans de nombreuses espéces animales a permis l'identification de trois sous-types
majoritaires : 5-HT, 5-HT,, et le 5-HE (Peroutka & Howell, 1994).

Les difféerents types de récepteurs au 5-HT, excepté le récepteus, 5-HT
appartiennent a la famille des récepteurs couplés a des protéines G. Il existe 14 types de
récepteurs au 5-HT classés en 7 familles, mais de nouveaux sous-types sont
constamment découverts ; ce qui augmente progressivement le nombre de récepteurs des
différentes familles. Ces récepteurs, a 7 hélices transmembranaires, exercent leur action
sur une grande variété de protéines, intracellulaires permettant la transduction du signal,
comme l'adenylyl cyclase, la phospholipase C, les canaux voltage-dépendant, etc...
(Nagatomo et al., 2004).

En raison des implications du récepteur 5KTans les phénomenes de
vasoconstriction et d’agrégation plaquettaire, ce récepteur constitue un intérét
thérapeutique particulier dans des pathologies telles la thrombose et la claudication
intermittente.

Le récepteur 5-Hs, constitué de 471 acides aminés, se trouve en abondance
tant dans les tissus périphériques que dans le systéme nerveux central. Le géne codant
pour ce récepteur fait environ 20 kb et est constitué de trois exons séparés par deux
introns. Il est localisé chez 'lhomme au niveau de la région 13ql4Ngfatomo et al.,

2004). La liaison du 5-HT a ce sous-type de récepteur induit une vasoconstriction, une
agrégation plaquettaire et une augmentation de la permeéabilité capillaire. Au niveau du
cortex, ce récepteur est également responsable de la sécrétion de diverses hormones
comme l'acétylcholine, la rénine et la prolactine.

Des études récentes ont montré que le récepteurb€4T capable d’activer une
grande quantité de voies laissant entrevoir une grande diversité dans les réponses
cellulaires engendrées par I'activation de ce réceptagure 1.15). En effet, celui-ci
est capable d'activer les PLC et PLANagatomo et al., 2004). Pour rappel, une
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activation de la PLC engendre une générationsdBlPorigine d’'une mobilisation du
calcium intracellulaire. Une activation de la PLpermet I'activation de la cascade de
I'acide arachidoniqueTurnois et al., 1998). Cependant, le type de protéine G couplé
au récepteur 5-Hk générant ces mécanismes est différent. Ainsi, I'activation de la PLC
est realisee grace a une protéingGandis que l'activation de la Pl/se fait grace a
une Gjo, initiant la voie Ras-Raf-MEK-ERK, ou par ung:&sactivant p38.

Enfin, il a également été montré que le récepteur &HTait capable d’activer
la voie des Janus Kinases (JAK) ainsi que celle des “mitogen-activated protein” (MAP)
kinases permettant la prolifération cellulaire chez les cellules musculaires lisses
vasculaires et de réguler 'accumulation de TAMR@gatomo et al., 2004).

1.3.6. Réles physiologiques et physiopathologiques de la sérotonine

Le 5-HT exerce ses effets tant au niveau du systeme nerveux central que dans les
tissus périphériques. Il régule divers processus tels que la pression sanguine, la fonction
cardiaque, la motilité gastrique et entérique, la nociception et le sonhagihtomo et
al., 2004).

Il est également connu depuis plus de 40 ans que le 5-HT est capable d’induire
I'agrégation plaquettaireQ(Brien, 1964) méme si le mécanisme de ce phénomene n’est
pas encore totalement compris. En outre, la présence de récepteur au 5-HT au niveau des
plaguettes a également été démontide Chaffoy et al., 1987). Cependant, le 5-HT
n’induit 'agrégation plaquettaire que de maniere faible et réversible mais son effet est
potentialisé en présence d’ADP, de TXéu de collageneMohammad-Zadeh et al.,
2008). Il semble ainsi que le 5-HT possede un rdle de recrutement de nouvelles
plaquettes une fois le processus d’agrégation enclenché. Enfin, cet effet serait médié par
le récepteur de type 5-HJ localisé au niveau de la membrane des plaquettes. En effet,
une inhibition de l'agrégation plaguettaire est observée en présence d’antagonistes
spécifiques du récepteur 5-bhI(Noble et Drake-Holland, 1990).

Il est intéressant de noter aussi que les premieres recherches sur le 5-HT se
concentraient sur sa capacité a induire une vasoconstriction. En effet, une stimulation au
5-HT de tissus riches en cellules musculaires lisses induit leur contraction. Cet effet
serait médié, comme lors de l'agrégation plaquettaire, par le récepteuss5dbE
Chaffoy et al., 1987). De plus, des études realisées chez 'homme ont permis de
démontrer que la libération de 5-HT par les plaquettes induit la vasoconstriction des
vaisseaux locaux. Par ailleurs, le 5-HT peut également induire un effet contraire comme
une relaxation des cellules musculaires lisses a l'origine d’'une vasodilatation. Ce
phénomene étant, en partie, la conséquence de la stimulation du récepteyr 5-HT
(Janssen et al., 2004).

En raison de ses propriétés vasocoactives et procoagularied;T joue un role
important au niveau du systéme cardiovasculaire. Cette molécule est également
impliquée dans divers processus pathologiques. En effet, lors de la formation d’'un
thrombus, le 5-HT libéré par les plaquettes entraine le recrutement de nouvelles
plaquettes capables de sécréter des molécules vasoconstrictrices commede diix3x
HT. Cet effet va se traduire par un renforcement de I'ischémie provoquée par la présence
du thrombus. Par ailleurs, des travaux ont montré une augmentation de la concentration
plasmatique en 5-HT chez des patients présentant diverses maladies cardiovasculaires.
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Les principaux effets du 5-HT (vasoconstriction, agrégation plaquettaire) en font
un candidat idéal comme médiateur dans le développement de la maladie périphérique
artérielle (PAD). En effet, l'adhésion des plaquettes au niveau des lésions
athéromateuses s’accompagne d’'une libération de 5-HT induisant la constriction des
vaisseaux sanguins.

Le 5-HT semble aussi impliqué dans d’autres processus pathologiques que nous
ne décrirons pas dans ce travail tels que les migraines, les dépressions, les difficultés
d’apprentissage, le manque d’appétit, les insom@asghet, 2006). Ainsi, la sérotonine
ou certains de ses récepteurs spécifiques sont des cibles de nombreux médicaments
utilisés dans ces pathologies. A titre d'exemple, les substances qui inhibent
spécifiguement la recapture de sérotonine par les neurones constituent la grande classe
des inhibiteurs spécifiques de la recapture de sérotonine (ISRS) dont la Fluoxétine
(Proza®) constitue le chef de file. Les ISRS sont préconisés, entre autres, en cas
d’anxiété, de trouble obsessionnel compulsif et de troubles de I'alimentation.

Enfin, le 5-HT est également un intermédiaire de la biosynthese de la mélatonine
(Figure 1.13). Ainsi, la transformation de la sérotonine en mélatonine, qui ne doit pas
étre considérée comme une dégradation car la mélatonine est également active,
s'effectue essentiellement dans la glande pinéale ou épiphyse. Elle comporte deux
étapes. Premiérement, I'acétylation de la fonction amine par la N-acétyl transférase
conduit a la N-acétyl-sérotonine. Ensuite, la méthylation du groupe OH de cette derniere
par I'hydroxyindol-O-méthyltransférase catalysant le transfert d'un groupe méthyl a
partir de la S-adénosyl-méthionine permet I'obtention d’acétyl-5-méthoxytryptamine ou
mélatonine.

La concentration de mélatonine dans la glande pinéale présente des variations
circadiennes ; elle suit les variations de l'activité N-acétyl transférase. Ainsi, elle
augmente pendant la nuit et diminue pendant la journée ; la lumiére du jour inhibant la
biosynthese de mélatonine. L'obscurité et la lumiere jouant le réle de régulateur par
I'intermédiaire des catécholamines.

Elle est aussi impliquée dans de nombreux processus physiologiqgues comme la
croissance des cheveux, la pigmentation, la protection des cellules de la peau contre les
UVs, etc... Slominski et al., 2005).

I.4. Les modulateurs du récepteur 5-Hi

Le 5-HT joue un rdle important au niveau du systeme cardiovasculaire en
favorisant la vasoconstriction et l'agrégation plaquettaire. Ces deux phénoménes
participent de maniere importante au développement de pathologies a l'origine d’'une
ischémie. Des antagonistes du récepteur 5sHoht donc été développés dans un but
thérapeutique.

La kétansérine Higure 1.16), découverte en 1981 pateysen et ses
collaborateurs, est un antagoniste liant de maniére sélective le réceptepn. Dhérs
travaux ont montré gu’un traitement a cet antagoniste sur une longue période réduit de
maniere significative la pression sanguibeai et al., 2003)Malgré cet effet bénéfique,
cette molécule a été retirée du marché en raison d’'une proarythmie développée a la suite
de la prise de ce médicament. Cette molécule reste néanmoins utilisée comme
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antagoniste de référence dans le cadre d'études pharmacologiques menées sur le
récepteur 5-H7a.

Aprés I'échec de la kétansérine, de nouvelles molécules ont vu le jour. Le
sarpogrelate Kigure 1.17), antagoniste spécifique du récepteur SAlTest utilisé
comme agent thérapeutique dans le cadre de maladies provoquant une ischémie
associées a une thrombogeh@ra et al., 2001). Divers travaux ont permis de montrer
que cette nouvelle molécule prévenait de facon dose-dépendante la vasoconstriction des
vaisseaux ainsi que I'agrégation plaquettai@er{g et al., 2000). D’autres phénomeénes
biologiques rencontrés dans le cadre des maladies cardiovasculaires comme une
hypertrophie cardiaqudkgeda et al., 2000) ainsi qu’une hyperprolifération néointimale

et des cellules musculaires lisses sont également réduits suite a un traitement au
sarpogrelateSharma et al., 1999).

Le naftidrofuryl (nafronyl oxalate, Praxilefe(Figure 1.18) est une molécule
commercialisée depuis plus de 30 ans comme agent thérapeutique chez des patients
atteints de claudication intermittente. Cet antagoniste des récepteussestHiVant tout
utilisé pour ses propriétés vasoactives et son effet sur le métabolisme oxydatif
(Barradell & Brodgen, 1996). En effet, le naftidrofuryl inhibe de maniére dose-
dépendante la vasoconstriction des vaisseaux induite par le 5-HT et ce, chez divers
animaux Yerheggen & Schor., 1993). De plus, la générationzd3RBite a la liaison du
5-HT a son récepteur, est également inhibée par le naftidrofMiallofeaux et al.,

1986). En outreVerheggeret Schdéront montré que ce composé avait également un
effet sur la contraction des vaisseaux induite par le JJX#&rheggen et Schor, 1988).

Enfin, cet agent est non seulement capable de prévenir une agrégation plaquettaire
survenant suite a la formation d’'un thrombus mais également d’empécher I'adhésion
des plaquettes a la matrice extracellulaBar(adell& Brodgen, 1996). En conclusion,

cet agent se révele étre une molécule trés intéressante dans le cadre de pathologies
induisant une ischémie liée a une vasoconstriction provoquée par le 5-HT. Cependant,
ses effets sur le TXAet son récepteur n’ont été que tres peu étudiés.

Enfin, d’autres antagonistes du récepteur 5Hint également été développés.
Il s’agit de la ritanserine, de la cyproheptadine, du AT-1015, ... Ces molécules bloquent
toujours les effets biologiques du 5-HYggatomo et al., 2004).

|.5. La thrombose
1.5.1. Définition

Les maladies cardiovasculaires, maladies touchant le cceur et la circulation
sanguine, constituent un probléeme de santé public majeur. En effet en 2002, ces
pathologies étaient, d’apres un rapport de 'OMS publié en 2004, la cause de 30% des
déces. Parmi ces maladies, les plus fatales sont les pathologies de type cardiaques
ischémiques, dont fait partie la thrombose (51% des décés), ainsi que les pathologies
cérébrovasculaires (38%).

La thrombose est un phénoméne physiologique ou pathologique par lequel se

développe un thrombus formé essentiellement de plaquettes et de fibrine. Ce phénomene
peut se dérouler en cas de lésions traumatiques afin d'éviter une perte sanguine
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excessive. Cependant, ce processus peut-étre initié de fagcon anormale ou suractivée en
présence de facteurs de risques.

I.5.2. La thrombose artérielle

Différents types de thromboses existent et peuvent survenir au niveau des artéres,
des veines, de la microcirculation d’'organes, des cavités du cceur et des surfaces
artificielles en contact avec le sang. Les conséquences ne seront évidlemment pas les
mémes et dépendront donc du type de thrombose. Seule la thrombose artérielle sera
décrite dans le cadre de ce projet.

La thrombose artérielle se développe souvent sur une Ilésion pariétale
d’athérosclérose proche d’'une bifurcation vasculaire ou le débit sanguin est rapide et les
forces de cisaillement a la paroi sont élevées. Cette lésion fait suite a une rupture de
plague athéromateuse qui inclut deux phénomeénes : la rupture de la chape fibreuse ainsi
gu’une érosion des cellules endothéliales. La Iésion endothéliale de la paroi et 'adhésion
des plaquettes au sous-endothélium jouent un réle capital dans linitiation d'une
thrombose artérielle. En effet, apres une lésion de I'endothélium, les plaguettes vont
adhérer rapidement aux constituants du sous-endothélium (facteur de Willebrand,
collagenes de type IV et de type Ill, laminine, fibronectine, vitronectine,
thrombospondine, glycosaminoglycanes).

Les thrombi artériels sont généralement constitués d’'agrégats plaquettaires et
d'un réseau de fibrine. Ces thrombi, appelés thrombi plaquettaires ou blancs,
comprennent peu de globules rouges. Le mécanisme principal de leur formation est
I'agrégation plaquettaire. Un rétrécissement des artéres ou leur obstruction par un
thrombus peuvent avoir pour conséquence une ischémie, soit une diminution de I'apport
en oxygene des tissus entrainant une perturbation voire I'arrét de leur fonctionnement.

1.5.3. Médiateurs impliqués dans le phénoméne de thrombose artérielle

Les cellules endothéliales produisent de nombreuses cytokines et expriment des
molécules d’adhésions comme ICAM-1, VCAM-1 et les sélectines. Toutes ces
molécules permettent I'adhésion des leucocytes a la surface de I'endothélium. Lorsque
'endothélium est Iésé, I'exposition de composants sous-endothéliaux, comme le
collagéne, entraine I'adhérence et I'activation des plaquettes. L'accumulation de lipides
ainsi que la migration de leucocytes au niveau de lintima entraine la formation de
plagues athéromateuses, a chape fibreuse la séparant du flux sanguin. La rupture de la
chape fibreuse active la cascade de coagulation suite a I'adhésion des plaquettes au sous-
endothélium.

Ainsi, les plaquettes jouent un réle important dans la thrombose artérielle. La
liaison de celles-ci avec le sous-endothélium médiée par le facteur de von Willebrandt et
par les P-sélectines engendre I'adhésion des plaquettes a la paroi du v&isszaet (
al., 2008). Cette adhésion se réalise lorsque I'endothélium est Iésé a la suite par exemple
d’'une rupture de plaque d'athérosclérose. Cette interaction engendre I'activation des
plaquettes s’accompagnant, d’'un changement forme de celles-ci, d’'une élévation de la
concentration en calcium intracellulaire et d’'une libération de ;& 5-HT et d’ADP
(Siess, 1989 ; Krétz et al., 2008).
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La libération de substances vasoactives permet le recrutement de nouvelles
plaguettes, au niveau du site d’agrégation, libérant a leur tour le contenu de leurs
granules renforcant ainsi la formation du thrombus. Ces différents composés agissent via
des récepteurs spécifiques : le récepteur TP pour le,TiEAécepteur 5-Hx pour le 5-

HT et les recepteurs P2¥t P2Y;, pour 'ADP (Siess, 1989).

Lors de [I'hémostase, [l'agrégation plaquettaire s’accompagne d’une
vasoconstriction due a la contraction des cellules musculaires lisses présentes au niveau
de la paroi des vaisseaux sanguins afin de limiter les pertes sanguines au niveau de la
lésion.

Le TXA; et le 5-HT sont les deux principaux médiateurs responsables de ce
phénomene. En effet, ces cellules musculaires lisses expriment de maniere importante
les différentes isoformes du récepteur TP ainsi que la forme,z-¢Hirécepteur au 5-

HT (Yoshimi et al., 2001).

1.5.4. Stratégies thérapeutiques utilisées dans le cadre de la thrombose artérielle

En raison du r6le clé des plaquettes dans la thrombose artérielle, les composés
capables d'inhiber I'agrégation plaquettaire sont efficaces. Les plaquettes possédant de
nombreux récepteurs impliqués dans ce phénoméne, de nombreuses stratégies
thérapeutiques existent donc. Seuls les composés agissant sur le récepteur TP seront
décrits dans ce chapitre.

L’acide acétylsalicylique inhibe de maniere irréversible [lactivation des
cyclooxygénases et donc, la production de FXAinsi, les plaquettes, ne pouvant
resynthétiser de nouvelles cyclooxygénases, sont inhibées spécifiguement durant une
période d’environ cing jourjpollone et al., 1997). Cependant, chez certains patients
la prise d’'acide acétylsalicylique ne s’accompagne pas d’une inhibition de I'agrégation
plaguettaire. Les causes sont diverses comme des interactions avec d’autres
médicaments, l'absorption du composé réduite au niveau du tractus digestif, des
variabilités génétiques ou la formation de TXén dehors des plaguettdzafrono et
Rocca, 2007).

Les antagonistes du récepteur TP représentent un intérét thérapeutique important.
En effet, I'inhibition de ce récepteur suite a la liaison d'un antagoniste permet
d’empécher l'activation des plaquetteKrdtz et al., 2008). Ainsi, de nouveaux
composés comme le S11886 furent dévelopzhéssen et al., 2003). D’autres
composés comme le picotamide possedent a la fois un effet antagoniste vis-a-vis du
récepteur mais également un effet inhibiteur de la thromboxane synth@tasel¢ et
al., 1989).

|.6. La claudication intermittente
|.6.1. Définition

Le mot “claudication” dérive du verbe latin “claudicareSignifiant boiter.
Cette maladie, touchant 15 a 20% des personnes agées de plus de 70 ans, est caractérisée
par des douleurs musculaires et de la fatigue lors d’exercices physiques comme la
marche, symptéme disparaissant au repos. Ces douleurs musculaires apparaissent suite a
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une accumulation d’acide lactique, produit résultant du fonctionnement anaérobique des
muscles suite & un apport insuffisant en oxygene durant un effort physique.

La claudication intermittente est le symptome le plus commun de la maladie
artérielle périphérique (PAD) et a l'origine d’'une diminution de la qualité de vie des
patients. Elle constitue un facteur de risque pour des maladies cardiovasculaires comme
les infarctus ou les accidents vasculaires cérébraux.

1.6.2. Physiopathologie et médiateurs impliqués

La compréhension du mécanisme de développement de la maladie constitue une
étape essentielle a lidentification de nouvelles cibles thérapeutiques ainsi qu’au
développement de nouvelles thérapies.

Il est désormais bien établi que la claudication intermittente est une des
conséquences de la présence d'une maladie artérielle occlusive, généralement
I'athérosclérose, provoquant une diminution du flux sanguin et induisant une ischémie
temporaire disparaissant au repos. Des travaux ont également montré que la dysfonction
endothéliale, jouant un role clé dans le processus athérosclérotique, semble tout aussi
important dans le développement de la claudication intermittente.

L’'origine de la claudication intermittente est, comme pour la thrombose, la
rupture d’'une plague d’athérosclérose. Ainsi, des molécules comme le 5-HT, 'ADP, et
le TXA, sont libérées par les plaquettes activées. Ce thrombus peut évoluer de deux
maniére ; soit il reste fermement attaché a la paroi du vaisseau et continue a augmenter
de taille jusqu’a obstruer la lumiere du vaisseau ; soit il se détache et circule dans les
vaisseaux périphériqgues donnant ainsi naissance au phénomene de claudication
intermittente.

1.6.3. Stratégies thérapeutiques utilisées dans la claudication intermittente

Le traitement médical de cette pathologie vise a améliorer la qualité de vie des
patients en réduisant les symptdmes et a prévenir I'apparition des conséquences d’'une
ischémie importante.

L’acide acétylsalicylique est un agent antiplaquettaire utilisé dans le traitement
préventif de nombreuses pathologies cardiovasculaires comme I'athérosclérose et la
thrombose. Cependant, l'utilisation de ce composé entraine l'apparition de maux
d’estomac et d'ulceres. La dose journaliére effective permettant d’éviter ces effets
secondaires est de 75-100 mg.

La pentoxifylline fOt la premiére molécule développée spécifiguement dans le
cadre de la claudication intermittente. Ce composé agit principalement en augmentant la
déeformation des globules rouges, en réduisant la viscosité du sang, en inhibant
'agrégation plaquettaire et en réduisant le taux de fibrinogéne permettant ainsi de
réduire I'inmportance de l'ischémie. Malgré ces effets intéressants, l'efficacité de ce
composé est controversée. Ainsi, des travaux conclurent que ce meédicament n’était
efficace qu'au début du traitement sans amélioration des symptomes aprés douze
semaines de traitement et que le bénéfice d’un traitement a la Pentoxifylline est minime.
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Le cilostazol inhibe I'agrégation plaquettaire en agissant comme inhibiteur de la
phosphodiestérase augmentant la concentration en AMPc chez les cellules, y compris les
plaguettesCe composé démontre une meilleure efficacité que la pentoxifylline car il
ameéliore les symptbmes en augmentant notamment la distance de marche des patients
traités.

Enfin, comme il I'a été mentionné précédemment, le naftidroéstyégalement
utilisé dans le cadre de traitements de la claudication intermittdete €t al., 2006).

[.7. Objectifs

La thrombose et la claudication intermittente constituent deux problémes majeurs
de santé publique. Ainsi, ces pathologies sont caractérisées, entre autres, par une
augmentation de la concentration plasmatique en,J ¥A 8-iso-PGf; et en 5-HT. Ces
médiateurs constituent donc des cibles thérapeutiques attractives pour prévenir le
développement de ces pathologies. En effet, diverses études ont montré les réles
importants joués par ces médiateurs dans l'installation d’'une ischémie provoquée par
une vasoconstriction et une agrégation plaquettaire importante, deux phénomeénes
caractéristiques de ces pathologies.

Le picotamide est a la fois un inhibiteur de la thromboxane synthétase et un
antagoniste du récepteur TP, récepteur au JIA&s recherches sur ce composé ont
permis sa commercialisation comme agent antiplaguettaire et anti-thrombotique
(Plactidil®). Il est indiqué dans le traitement de désordres thromboemboliques.

Le naftidrofuryl (Praxilén® est un antagoniste des récepteurs 5-HT
commercialisé dans le traitement de la claudication intermittente mais aussi dans le
traitement des acouphénes en raison de son action favorable sur la microcirculation
cérébrale. Fin des années 198@rheggen et Schdnontrérent que ce composé avait
egalement des effets sur une vasoconstriction induite par le (Werheggen et Schér,

1988). Cette molécule semblerait donc agir a la fois via les récepteup BtH&s
récepteurs TP, ce qui constitue un avantage thérapeutique indéniable dans le traitement
de pathologie a l'origine d’'une ischémie liée a une vasoconstriction et une agrégation
plaquettaire.

Le présent mémoire a pour objectifs d'une part détudder vivo le
comportement pharmacologique du naftidrofuryl sur la vasoconstriction induite par le
TXA,, le 8-is0-PGE, et le 5-HT et, d’'autre part, d’étudiém vitro I'effet de cette
molécule sur la mobilisation du calcium intracellulaire induite aprés l'activation du
récepteur TP.

Au cours de ces difféerentes études, des modulateurs de la voie dusbRA
utilisés comme outils pharmacologiques. Parmi ceux-ci, le SQ-29548 et le BM-520,
antagonistes de référence du récepteur TP, sont utilisés afin de comparer l'activité du
composé potentiellement antagoniste, le naftidrofuryl. Le picotamide est également
utilisé comme agent comparatif.

Les expériencegx vivosont réalisées sur des aortes de rat en raison de leur
richesse en récepteur TP et en récepteur 5HCTette étude a pour but a la fois
d’'investiguer le role du TXA du 8-iso-PGE, et du 5-HT dans les processus de
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vasomotricité mais également d'évaluer le comportement pharmacologique de
molécules potentiellement antagonistes.

L’effet du naftidrofuryl et d’autres modulateurs potentiels sera également étudié
in vitro dans un modeéle mis au point permettant de détecter une mobilisation du calcium
intracellulaire induite par activation d’'un récepteur couplé a une proteige.&ette
étude permettra de déterminer le réle du PXAdu 8-iso-PGJ dans les processus de
mobilisation du calcium intracellulaire induits suite apres activation du récepteur TP
mais également d’évaluer le comportement pharmacologique des molécules. Dans la
premiere partie, les lignées cellulaires utilisées, les HEK 293etikes HEK 293 TR
surexprimant chacune une des isoformes du récepteur TP, permettront également de
déterminer l'effet antagoniste des différents composés vis-a-vis d’'une des deux
isoformes du récepteur TP. Dans la seconde partie, la troisieme lignée cellulaire
permettra d’évaluer les effets de nos composeés sur des cellules issues de la musculature
lisse d’'une aorte humaine, les HVSMC.

En conclusion, les modélex vivo etin vitro ont pour objectif de démontrer les
capacités du naftidrofuryl a prévenir les phénomenes de vasoconstriction et de
mobilisation du calcium intracellulaire survenant apres activation du récepteur TP par le

TXA; ou le 8-iso-PGF; et de les comparer a des molécules de référence.
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ll. Matériels et méthodes
[I.1. Contraction d’organes isolés
[1.1.1. Description du systeme

Le systéme utilisé comprend trois bains de 20 ml (EMKA TECHNOLGBGIE
France) et est destiné a I'étude d’organes ou de tissus iBaéas(ll.1.).

Ce dispositif comprend :

- un portique en aluminium équipé de :

3 bains a double paroi de 20 ml en polyméta-acrylate
3 crémailléres de précision

3 capteurs de force isométrique

3 robinets de bullage (pour le carbogéne)

- un ensemble de thermorégulation comprenant :
- une pompe de circulation et de thermorégulation
- un bain thermostatisé
- un réservoir de liquide d’incubation (tampon Krebs-Henseleit)
- un amplificateur 3 voies

Pour fonctionner ce montage nécessite :

- une source de carbogéne (95 %5 CQ) regulée entre 0,3 et 0,4
bar

- une source de vide régulé entre -0,6 et 0,8 bar

- un récipient pour les liquides usagés

- un thermorégulateur

Ce systeme est également connecté a un PC équipé d’un logiciel d’acquisition de
données 10X (version 1.445) (EMKA TECHNOLOGIHrance).

[1.1.2. Préparation de I'aorte de rat

Des rats Wistar pesant entre 250 et 450g sont préalablement euthanasiés au
pentobarbital sodique (120 mg/kg, en intrapéritonéal) aprés une bréeve pré-narcose a
l'isofluorane (Abbott Laboratories, UK). L'aorte est prélevée, nettoyée de tout tissu
adhérent et I'endothélium est éliminé par simple curetage. Ensuite, des segments de 5
mm sont coupés et suspendus horizontalement dans un bain contenant 20 ml de solution
d’incubation (tampon Krebs-Henseleit) a 37°C et soumis a l'action du carbogene
amenant le pH a 7,4. Les segments sont équilibrés pendant une heure a un gramme de
tension avant de recevoir l'agent contractant (agoniste). Durant cette période
d’incubation, le milieu est renouvelé tous les quarts d’heure.

Lors de I'étude de l'effet potentiellement antagoniste d’'une drogue sur la
contraction induite par l'agoniste, celle-ci est ajoutée 5 minutes avant I'ajout de
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I'agoniste. La période de 5 minutes d’'incubation a été déterminée a la suite de différents
essais.

[1.1.3. Préparation des milieux, drogues et réactifs

La solution aqueuse d’incubation (tampon Krebs-Henseleit) est constituée de
NaCl 118 mM ; KCI 5,4 mM ; CaGRH,O 2,5 mM ; MgC}.6H,O 1,5 mM ; NaHCQ@
25 mM ; NaHPQO,.H,O 1,2 mM ; glucose 10 mM.

Les agonistes du récepteur TP utilisés sont le U-46619 et le 8-isg-PGF
(Cayman Chemical, Tallin, Estonie). Le 5-HT, ligand endogéne des récepteurs au 5-HT,
est également utilisé (Sigma, USA).

Le U-46619 est fourni a une concentration de 5 mg/ml dans une solution
d’acétate de méthyle. Apres évaporation de ce dernier sous un flux d’azote, le U-46619
est remis en solution dans du DMSO afin d’obtenir une solution stock de 30 mM. Les
différentes concentrations utilisées sont préparées extemporanément a partir de cette
solution stock en les diluant dans du tampon d’incubation.

Le 8-is0-PGE, est mis en solution dans du DMSO fournissant ainsi une solution
stock a 20 mM. Les différentes concentrations évaluées sont préparées de maniere
analogue a celles du U-46619.

Le 5-HT est également mis en solution dans du DMSO. Les concentrations
testées sont préparées de maniere analogues a celle du U-46619 et du 8iso-PGF

Le BM-520 est une molécule originale synthétisée par le professeur Jean-Michel
Dogné Département de Pharmacie, FUNDPFEIlle est dissoute dans du DMSO a une
concentration stock de 2 mM. Les différentes concentrations utilisées sont préparées
extemporanément dans du tampon.

Le picotamide (4-methoxy-N,N’-bis(pyridin-3-ylmethyl)benzene-1,3-
dicarboxamide) est un composé fourni par 'TEDQM (European Directorate for Quality of
Medicine ; European Pharmacopoeia) sous forme de poudre séche. La solubilisation de
ce compose est réalisée extemporanément dans du DMSO et les dilutions subséquentes
sont effectuées dans le tampon d’incubation.

Le naftidrofuryl (nafronyl oxalate, PraxiléRenous fiit généreusement offert par
Dybly (Suisse). La préparation de ce composé est réalisée de la méme maniére que le
picotamide.

Enfin, le SQ-29548 (Cayman Chemical, Tallin, Estonie) est mis en solution dans
du DMSO afin d’'obtenir une solution stock de 2 mM. Les concentrations utilisées sont
préparées de la méme maniere que les autres antagonistes.

11.1.4. Essai

Apres équilibre et stabilisation de la tension de l'aorte durant 60 minutes sous
une tension de 1 grammeq{]), la drogue testée est incubée pendant 5 minutes. Une fois
cette période de pré-incubation terminée, une contraction est déclenchée par ajout de la
plus faible concentration en agoniste. La tension est enregistrée jusqu’a l'obtention
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d'une phase plateau de 15 min (T). Une fois celle-ci stabilisée, des concentrations
croissantes en agoniste sont progressivement ajoutées. La plus haute concentration en
agent contractant permet de déterminer la tension maximalg. (T

[1.1.5. Expression des résultats

Pour une concentration en drogue donnée, la tension de l'aorte est exprimée en
pourcentage grace a la formule suivante :

T— Thin
Tension (%) = [ﬁ] X 100

max

Pour chaque composé testé, trois courbes doses-réponses sont réalisées au
minimum et ce, sur trois animaux différents. Ces tracés permettent de détermiggr 'EC
défini comme la concentration en agoniste induisant 50 % de la tension maximale de
'aorte stimulée en présence des différentes drogues. Les S8t calculés apres
traitement des données grace a une équation logistique a 4 paramétres (Graph Pad Prism
5 softwar€). Ces EGysont exprimés sous forme de moyennes suivies de l'intervalle de
confiance a 95 % (1) (n=3).

[I.2. Relaxation d’organes isolés
[1.2.1. Préparation de l'aorte de rat

La préparation de I'aorte de rat est en tout point identique a celle décrite au point
11.1.2.

[1.2.2. Préparation des milieux, drogues et réactifs

La préparation du tampon d’incubation et la mise en solution du 5-HT sont
identiques a celles décrites pour la contraction d’organes isolés décrite al.pdnt
La contraction de l'aorte est déclenchée par ajout de 100 pl d'une solution de 5-HT a
4.10*M, soit une concentration finale de 2 uM.

Les diastéréoisoméres du naftidrofuryl (Chiral technologies Europe, France)
nous ont été fournis dilués dans 1 ml d’éthanol soit a une concentration stock de 2,48.10
2M pour le diastéréoisomére 2R,2'S ; de 2,35.MDpour le diastéréoisomére 2S,2'R ;
7,73.10°M pour le diastéréoisomére 2R,2'R ; et 7,9%.M pour le diastéréoismére 2S,
2'S. La premiere dilution s’obtient en diluant 20 pl de la solution stock dans 90 pl
d’éthanol et 90 ul de tampon d’incubation. Les dilutions subséquentes sont réalisées
dans le tampon d’incubation (Krebs-Henseleit).

11.2.3. Essai

Aprés équilibre et stabilisation de la tension de l'aorte, une contraction est
déclenchée par ajout de 5-HT [2 yMLorsque la tension maximale est atteinte et stable
(Tmay, la drogue potentiellement antagoniste est ajoutée. Une fois la relaxation
observée, la nouvelle tension stabilisée (10 minutes) est enregistrée (T). Des

31



[l. Matériels et méthodes

concentrations croissantes en drogues sont alors ajoutées afin de relacher l'aorte par
paliers.

[1.2.4. Expression des résultats

Pour une concentration en drogue donnée, la tension de l'aorte est exprimée en
pourcentage selon la formule suivante :

T— Tmin
—i| ¥ 100

Tension (%) = [T

max min

Pour chaque composé testé, trois courbes doses-réponses sont réalisées au
minimum et ce, sur trois animaux différents. Ces tracés permettent de déter@iner I
défini comme la concentration en drogue réduisant de 50 % de la tension maximale de
l'aorte induite par le 5-HT 2 uM. LekC’ 5o sont calculés par traitement des données
grace a une équation logistique & quatre paramétres (GraphPad Prism 5 ®of®ere
IC’ 50 sont exprimés sous forme de moyennes suivie de lintervalle de confiance a 95 %
(ICgs) (n=3).

[1.3. Culture cellulaire
[1.3.1. Lignée cellulaire

Trois types cellulaires sont utilisés dans ce travail : les HVYSMC, les HEK 293
TPa et les HEK 293 TP. Les HVSMC Human Vascular Smooth Muscle Cgl®nt
des cellules musculaires lisses de type vasculaire prélevées sur l'aorte d’'une enfant de 11
mois de type caucasien. Les HEK 293 proviennent de la transformation de cellules
embryonnaires de rein humain (HEK 293uman Embryonic Kidney ce)lpar un
adénovirus. Ces cellules sont faciles a cultiver et a transfecter. Ainsi, I'insertion d’un
plasmide contenant la séquence codante d’'une des deux isoformes du récepteur TP a
permis d’obtenir une lignée cellulaire stable surexprimant de maniére constitutive les
deux isoformes. Ces cellules nous furent généreusement offertes par le Dr Julien Hanson
(Laboratoire de chimie pharmaceutique, UL@s ayant recues du Dr Kinsella
(Département de Biochimie, University College Dublin, Irlgnde

11.3.2. Matériel

» Milieu de culture 3T3-L1 : milieu DMEM avec 1g/L de D-Glucose, L-Glutamine et du
Pyruvate (Gibco, UK) (pour HEK 293) ; milieu F12 Nutrient Mixture (HAM) avec L-
Glutamine (Gibco, UK) (pour HVSMC)

» Sérum de veau feetal (FBS) (Gibco, UK)

» Trypsine 0,5%-EDTA (Gibco, UK)

» PBS (Phosphate Buffer Saline) (Gibco, UK)

> Boite de culture de 75 &niT75) (Cell Star, Greiner Bio-one, Allemagne)

» Incubateur a 37°C (5% de @Thermo Electron Corporation, USA)

» Centrifugeuse (Hettich, Allemagne)

» Hotte a flux laminaire Gelaire (ICN, USA)

» Microscope a contraste de phase (Leica, Allemagne)
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11.3.3. Méthode

Les cellules (HEK 293 ou HVSMC) sont cultivées dans un milieu enrichi
(DMEM ou F12 nutrient mixture) avec 10 % de FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, UK)
dans des boites T75 maintenues dans une chambre humidifiée a 37°C et soumises a une
atmospheére contenant 5 % de CO

Le protocole de culture cellulaire nécessite la stérilité et des boites de culture
confluentes. Apres avoir éliminé le milieu, les HEK 293 sont rincées avec 5 ml de PBS
tandis que les HVSMC sont rincées deux fois avec 5 ml de PBS. Les cellules sont
ensuite détachées suite a I'ajout de 2 ml de Trypsine 0,5 %-EDTA. Lorsque celles-ci
sont détachées, la trypsine est neutralisée par ajout de 8 ml de milieu complet (milieu
contenant 10 % de FBS). Ces 10 ml de suspension cellulaire sont ensuite centrifugés a
1300 rpm durant 4 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot est ensuite remis en
suspension dans 6 ml de milieu DMEM complet pour les HEK 293 tandis que les
HVSMC sont resuspendues dans 4 ml de milieu F12 complet. Ces nouvelles suspensions
sont ensuite réparties dans de nouvelles T75. Du milieu complet est enfin ajouté afin
d’obtenir un volume final de 20 ml. Ce milieu est renouvelé tous les trois jours.

[1.4. Mise au point du protocole du dosage de calcium dans les cellules HEK
293 grace au Fluo-4 AM

Le protocole général est basé sur les publications de Lin etrakt(al., 1999) et
de Hanson et alHanson et al., 2005). Il a néanmoins été adapté.

11.4.1. Matériel

» Solution : Krebs-Hepes (NaCl 118 mM, KCI 4,7 mM, MgSeH,0 1,2 mM, KHPO,
1,2 mM, NaHCQ 4,2 mM, CaCl.2H,0 1,3 mM, de glucose 11,7 mM et de 10 mM
d’Hepes, pH 7,4) ; Krebs-Hepes + BSA 0,5 % ; Milieu de culture DMEM avec 1g/L
de D-Glucose, L-Glutamine et du Pyruvate (Gibco, UK) + 10 % de FBS ; Trypsine
0,5 %-EDTA (Gibco, UK) ; PBS (Gibco, UK) ; Pluronic F-127 (Invitrogen, USA) ;
Fluo-4 AM 1 mM (Invitrogen, USA) Xexc: 490 nm ;kgmi: 520 nm) ; Triton X100
(Sigma, USA) ; EGTA (Sigma, USA)

> Plaques 96 puits Microlitd' TCT (Thermo Fischer, USA)

» Fluorimétre Fluoroskan Ascent FL (Thermo Electron Corporation, USA)

[1.4.2. Méthode
[1.4.2.1. Préparation des cellules

Des boites de culture (T75) a confluence sont préalablement lavées avec 10 ml
de PBS. Les cellules sont détachées par ajout de 2,5 ml de Trypsine 0,5 %-EDTA. La
trypsine est ensuite neutralisée grace a I'ajout de 10 ml de milieu de culture + 10 % de
FBS. Les cellules sont ensuite centrifugées a 1300 rpm pendant 5 minutes. Aprés
élimination du surnageant, les cellules sont remises en suspension dans 10 ml de tampon
Krebs-Hepes. Aprés deux lavages successifs, les cellules sont incubées durant 40
minutes dans un incubateur a 37°C afin de leur permettre de récupérer de la
trypsinisation.
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Les cellules sont ensuite comptées et le tampon est renouvelé apres
centrifugation a 1300 rpm pendant 5 minutes. Un mélandgduie4 AM[500 uMJ et
de pluronic F-127 [2 %]en volume égal est réalisé. Ce mélange est ensuite ajouté a la
solution contenant les cellules. Les cellules sont incubées a 37°C pendant 1 heure en
présence de ce mélangkio-4 AM [SuME-Pluronic F-127 [0,02 %]

Apres incubation, leFluo-4 AM est éliminée de la solution grace a 3
centrifugations a 1300 rpm durant 5 minutes. Le surnageant contenant la sonde est
éliminé et est remplacé par du Krebs-Hepes + BSA 0,5 % frais.

[1.4.2.2. Dosage du calcium intracellulaire : principe général

La solution contenant les cellules chargées en sonde est dispensée dans une
plaque 96 puits Microlite" TCT, blanche et opaque, & raison de 150 pl par puits. La
fluorescence basale fksy) est mesuréerfyc: 490 nm ; kgmi: 520 nm). Dix pl de
'agoniste du récepteur TP testé sont ensuite ajoutés et la fluoresceneR) (Est
ensuite mesurée en continu jusqu’a obtenir une phase plateau.

La normalisation des résultats se réalise aprés mesure de la fluorescence
maximale (R et de la fluorescence minimale{f. Ainsi, I'ajout de 10 pl de Triton
X-100 17,5% [1 %] permet la lyse des membranes cellulaires libérant ainsi tout le
calcium intracellulaire. La mesure du se fait jusqu’a obtenir une phase plateau.
Enfin, I'ajout de 10 pul d'EGTA 185 mM [1 mM] un chélateur de calcium, permet la
mesure du .

11.4.2.3. Détermination de la concentration cellulaire de la suspension dans
les cellules HEK 293 Tle. et TP

Le protocole utilisé est identique au protocole général du dosage de calcium
décrit au point 11.4.2. Différentes concentrations de la suspension des HEK 293 ont été
testées : 1,5.£0 5.10F; 10.10 et 20.18 cellules par ml. La sonde fluorescente utilisée
est le Fluo-4 AMa une concentration finale de 5 uM. L’agoniste du récepteur TP servant
d’inducteur de la mobilisation du calcium est le U-46619 a une concentration finale de 1
HM.

11.4.2.4. Détermination de la concentration en Fluo-4 AM dans les cellules
HEK 293 TPa et TPp

Le protocole utilisé est identique au protocole général du dosage de calcium
décrit au point 11.4.2. Les HEK 293 ont été comptées afin d’obtenir une solution ajustée
a une concentration de 5%¢ellules par ml. Différentes concentrations finalesem-

4 AMont été testées: 2,5; 5 et 10 uM. La mobilisation du calcium intracellulaire est
déclenchée par ajout de U-46619 a une concentration finale de 1 uM.

11.4.2.5. Détermination du temps de mesure suite a la stimulation des cellules
HEK 293 TPa et TP

Le protocole utilisé est en tous points identiques a celui décrit au point 11.4.2. Les

HEK 293, & une concentration de 5 .1@llules par ml et incubées 1 h en présence de
Fluo-4 AM[5 uM]k et de pluronic F-127 [0,02 %]sont stimulées au U-46619 a une
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concentration finale de 1 uM. La mesure de la fluorescence est réalisée jusqu'a
I'obtention d’'une phase plateau.

Les résultats de cette expérience ont été exprimés &H;[@afonction du temps
grace a la formule suivante :

F-F..
ca**]=K x[—“‘“’]
[Ca™"] = K4 F_ T

La valeur du kg a été déterminée par calibrationsitu duFluo-4 AM (voir point
I.5).

[1.5. Calibration in situ du Fluo-4 AM dans les cellules HEK 293 TRet TPg
[1.5.1. Matériel

Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point 11.4.1. Il est a noter
I'utilisation supplémentaire :

» du Kit de calibration calcium (Invitrogen, USA). La préparation des différentes
solutions de calibration se fait par mélange de deux solutions stogka.BEGTA
(haute concentration en calcium, soit 100 mM) g KEGTA (faible concentration
en calcium, soit 0 mM).

» dionomycine (Invitrogen, USA). Sa préparation est réaleséeempalans du Krebs-
Hepes.

11.5.2. Méthode

Les cellules sont préparées de la méme maniére que pour le dosage de calcium
traditionnel chez les HEK 293 (voir point 11.4.2.1.). Dix pl des différentes
concentrations en solution de calibration sont ensuite disposés dans les puits. Une fois
les cellules chargées eAluo-4 AM [5 pM]g, 150 pl de cette suspension a une
concentration de 5.2(cellules/ml sont dispensés dans chaque puits. La fluorescence
basale (F.sa) est alors mesurée. L'ajout d’ionomycine a une concentration finale de 5
MM est ensuite réalisé afin d'équilibrer les concentrations en ions calcium par
déstabilisation de la membrane. La fluorescengg,JFest alors mesurée jusqu'a
obtention d’'une phase plateau.

La normalisation des résultats se fait par mesure,gueff du g, suite a I'ajout
de Triton X-100 [1 %] et ’EGTA [1 mME

[1.5.3. Expression des résultats

La calibration d’'une sonde fluorescente est déterminée grace a une méthode
décrite parTsien et Pozzan. Ainsi, lorsque les concentrations en calcium et en EGTA
sont proches, la concentration en calcium libre est fonction gueKI'EGTA.
L’évaluation de la concentration en calcium libre se calcule grace a la formule suivante :

[Eﬂ,++]: _ K&EGI—A v, [EEEGTA]

ibrs K EGTA
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Avec pour K de I'EGTA, a un pH 7,4 et a 20°C, une valeur égale a 60,5 nM
(Tsien et Pozzan, 1989).

La valeur du i est déterminée grace a un graphe comprenant en abscisse le
log[Ca Jibre €t en ordonnée le -log[ighs-Fmin)/(FmaxFiono)]. Cette double échelle
logarithmique permet d’obtenir une droite dont le point d’intersection avec I'axe des x
correspond au log K Cette valeur a été calculée par extrapolation d’'une régression
linéaire réalisée grace au logiciel Graph Pad Prism 5 Softwae valeur du K
obtenueest exprimée en nM et est suivie par l'intervalle de confiance a 95 &.(IC
L’expérience est réalisée en triplicats.

[1.6. Détermination de la concentration en agoniste a utiliser dans les cellules
HEK 293 TPaet TFB

11.6.1. Matériel

Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point 11.4.1. Il est a noter
I'utilisation supplémentaire du U-46619 et du 8-iso-RGBRgonistes du récepteur TP.
Leur préparation est identique a celle décrite au point 11.1.3.

11.6.2. Méthode

Le protocole utilisé est identique au protocole général du dosage de calcium
décrit au point 11.4.2. Différentes concentrations en agonistes furent testées allant de
1,25.10° & 1,25.18 M pour le 8-iso-PGk et de 1,875.16a& 1,875.18 M pour le U-

46619. Les dilutions ont été préalablement réalisées dans du tampon Krebs-Hepes. Les
cellules, mises en solution & une concentration de® 8dllules/ml, furent incubées en
présence de Fluo-4 AP puM]g durant 1 h.

[1.6.3. Expression des résultats

Les résultats de cette expérience ont été exprimés €fi];[@a fonction du
logarithme de la concentration en agoniste grace a la formule suivante :

F—F,;
Ca™"]=K x[—m]
[Ca™ ] =K, P T

La valeur du kg a été déterminée par calibrationsitu duFluo-4 AM (voir point
[1.5). Le graphe obtenu permet de calcul&’sy défini comme la concentration en
agoniste induisant 50 % de la mobilisation du calcium intracellulaire maximale. Les
EC’so sont calculés grace a une équation logistique a 4 parameétres (GraphPad Prism 5
softwaré) et sont exprimés sous forme de moyennes suivies degit@rvalle de
confiance a 95 %) (n=3).
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[I.7. Mesure de [leffet des drogues sur la mobilisation du calcium
intracellulaire dans les cellules HEK 293 TdPet TP

11.7.1. Matériel

Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point 11.6.1. Il est a noter
I'utilisation supplémentaire du SQ-29548, du BM-520, du picotamide et du
naftidrofuryl. Ces drogues sont préparées de la méme maniére que décrite au point
11.1.3.

11.7.2. Méthode

Le protocole utilisé est en tous points identiques a celui décrit dans le protocole
général de la mobilisation du calcium intracellulaire (point 11.1.4.). Les HEK 293, mises
en suspension & une concentration de®&&fules par ml, sont incubées en présence de
Fluo-4 AM[5 uM]k et de pluronic F-127 [0,02 %turant 1 h. Dix pl de drogue testée
puis 150 pl de suspension cellulaire sont ajoutées dans les puits. Une période
d’'incubation de 5 minutes entre la drogue et les cellules est respectée avant ajout de
I'agoniste a une concentration finale de 1 uM pour le U-46619 et de 100 uM pour le 8-
iISO-PGFR,.

[1.7.3. Expression des résultats

Les drogues ont été testées a des concentrations allant de 1 23.26.163° M
pour le SQ-29548 et le BM-520 et de 1?18 1.10° M pour le picotamide et le
naftidrofuryl. Pour une concentration en drogue donnée, le pourcentage d’inhibition de
la mobilisation de calcium est calculé selon la formule suivante :

Fstim — Fmi Fbasal — Fmi /| [Fstim— Fmi Fhasal — Fmi
Inhibition dela drogue (%) = 1 _H[ St Ml::l:l_[ as. mm] JII,I' |:|: stizn ml:::l_l: a5 m[n]
3 T

Fmax — Fsti Fmax — Fhas Fmace — Fsti Fruax — Fhas

drogas

Les courbes doses-réponses, avec en abscisse le log [drogue] et en ordonnée le
pourcentage d’inhibition de la mobilisation du calcium intracellulaire, permettent de
déterminer I'lG, c’est-a-dire la concentration en drogue inhibant 50% de la libération de
calcium maximale induite par les différents inducteurs. Leg dént calculés grace a
une équation logistique a 4 parametres. Cegssiiht exprimés en moyennes suivies des
intervalles de confiance a 95 %=(3).

[1.8. Mise au point du protocole du dosage de calcium dans les cellules
HVSMC grace au Fluo-4 AM

[1.8.1. Matériel
Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point I1.4.1. excepté que le

milieu de culture DMEM est remplacé par du milieu F12 nutrient mixture (Gibco,
USA).
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11.8.2. Méthode

Le protocole utilisé est identique au protocole général du dosage du calcium
décrit au point 11.4.2.

11.8.3. Détermination de la concentration en Fluo-4 AM dans les cellules HYSMC

Le protocole utilisé est identique au protocole général du dosage de calcium
décrit au point 11.4.2. Les HYSMC furent comptées afin d’obtenir différentes solution a
une concentration 4,32.105,40.10; 6,48.10 et 8.10 cellules par ml. Ces différentes
conditions ont été chacune incubées en présence de différentes concentrations finales en
Fluo-4 AM (2,5; 5et 10 uM) et de pluronic F-127 [0,02%lurant 1h. Enfin, la
mobilisation du calcium intracellulaire a été déclenchée par ajout de U-46619 a une
concentration finale de 1 pM.

[1.9. Etude de la compartimentalisation du Fluo-4 AM dans les cellules
HVSMC et les HEK 293 TPg

11.9.1. Matériel

Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point 11.4.1. Il est a noter
I'utilisation supplémentaire de digitonine (Sigma, USA), mise en solution dans de
'HBSS + EGTA 2,6 mM + HEPES 10 mM afin d’obtenir une concentration de 320
UM, et de Triton X-100 17,5 % préparé dans du Krebs-Hepes.

11.9.2. Méthode

Les difféerents types cellulaires (HVSMC et HEK 2933),Anis en suspension a
une concentration de 5.46ellules/ml et chargés éfuo-4 AM[5 uM]r dans du tampon
HBSS + EGTA 2,6 mM + HEPES 10 mM, sont répartis a raison de 150 ul par puits. La
fluorescence totale {fz), contribution des sondes présentes au niveau du cytoplasme et
au niveau des organelles, est mesurée durant 10 minutes.

L’ajout de 10 pl de digitonine 320 uM permet la perméabilisation sélective de la
membrane plasmique et par conséquent la sortie des fluorophores et des ions calcium
présents au niveau du cytoplasme. La fluorescence est mesurée pendant 5 minutes suite
a I'ajout de la digitonine [20 uM]L’intensité du signal fluorescent mesurée juste avant
'ajout de Triton X100 [1 %] représente la fluorescence émise parFlao-4
compartimentalisé au niveau des organellgg)(F

L’ajout de 10 pl de Triton X-100 17,5 % permet la lyse des membranes des
organelles et par conséquent la libération des sondes et du calcium présents au niveau
des organelles. La fluorescencenffF est mesurée durant 5 minutes. L’intensité du
signal mesuré juste avant la fin de I'expérience représente l'autofluorescence de la
cellule.

[1.9.3. Expression des résultats

Pour une sonde, la normalisation de la fluorescence s’effectue grace la formule
suivante :
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Fluorescence (%) =

Fr.:vr'g - len
1-— [—] X 100
F F_.

total ~ Fmin

[1.10. Etude du leakage du Fluo-4 AM dans les cellules HVSMCles cellules
HEK 293 TPg

11.10.1. Matériel

Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point 11.4.1. Il est a noter
I'utilisation supplémentaire du probénécide (Sigma, USA). Une solution 25 mM a été
réalisée dans du Krebs-Hepes.

11.10.2. Méthode

Les deux types cellulaires (HVSMC et HEK 293BJBont préparés de la méme
maniére qu'au point 11.4.3. Les cellules, & une concentration d& delldles/ml, ont été
incubées en présence Brio-4 AM[5 uM]g et de pluronic F-127 [0,02 %pendant
différents temps (0, 10, 20, 30, 40, 50 et 60 miyur les cellules traitées au
probénécide, 50 ul de probénécide 25 mM ont également été ajoutés a 450 ul de
suspension cellulaire lors de I'ajout &luo-4 AM Le Ryasa €t le Fyn ont été mesurés
pour chaque condition a une longueur d’onde d’excitation de 490 nm et une longueur
d’'onde d’émission de 520 nm.

[1.11. Mise au point du protocole général de dosage du calcium dans les
cellules HYSMC gréace au Fura-2 AM

11.11.1. Matériel

Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point 11.4.1 excepté dtiede
4 AMest remplacé par deura-2 AM (Invitrogen, USA) Xexc: 340 et 380 nmigmi: 510
nm) et que le milieu DMEM est remplacé par du milieu F12 nutrient mixture (Gibco,
UK).

[1.11.2. Méthode

Les protocoles de mise en solution des HVSMC dans le tampon Krebs-Hepes et
la mesure des différents parametres de fluorescence sont identiques a ceux décrits au
point 11.4.2.1. et 11.4.2.2. L&ura-2 AMétant une sonde ratiométrique, I'excitation de ce
fluorophore s’effectue a deux longueurs d’ondes, 340 et 380 nm, tandis que la mesure du
signal fluorescent s’effectue a une longueur d’'onde de 510 nm.

[1.11.3. Détermination de la concentration cellulaire de la suspension dans les
cellules HYSMC

Le protocole utilisé est identique au protocole général du dosage de calcium
décrit au point 11.4.2. Différentes concentrations de HVSMC ont été testées >1,5.10
2,5.1G; 5.1F; 7,5.1G et 10.16 cellules par ml. La sonde fluorescente utilisée est le
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Fura-2 AMtesté a une concentration finale de 5 uM. Le U-46619 est, quant a lui, utilisé
a une concentration finale de 1 uM.

[1.11.4. Détermination du temps de mesure suite a la stimulation des cellules
HVSMC

Le protocole utilisé est en tous points identiques a celui décrit au point 11.4.2. Les
HVSMC, & une concentration de 5> 1¢kllules par ml et incubées 1 h en présence de
Fura-2 AM [5 uME et de pluronic F-127 [0,02 %]sont stimulées au U-46619 [1 puM]

Les résultats de cette expérience ont été exprimés éf;[@afonction du temps
grace a la formule suivante :

[Ca**]=Bx Ky X [::——le;]

max

La valeur du K a été déterminée par calibrationsitu duFura-2 AM (voir point
[1.12.). Le B correspond au ratio des ratios de fluorescencejuerda sonde est
complétement saturée et lorsque la sonde n’est pas liée au calcium. Cette valest du
comprise entre 13 et 25 pour Fura-2 AM (Takahashi et al.,1999). Enfin, le R
correspond a la valeur du ratio des intensités des fluorescences aux longueurs d’ondes
permettant I'excitation AgsoAzsg) mesurées. Le Ry ou ratio des fluorescences
maximales, correspond a la concentration maximale en calcium présente dans les
cellules et se mesure suite a la lyse des cellules par le Triton X10@,.l-eWRratio des
fluorescences minimales, représente I'auto-fluorescence des cellules (membranes,...) et
est mesuré par ajout EGTA.

[1.12. Calibration in situ du Fura-2 AM dans les cellules HYSMC

11.12.1. Matériel

Le matériel utilisé est en tous points identiques a celui utilisé lors de la
calibration duFluo-4 AMchez les HEK 293 TdPet TH (voir point 11.5.1) excepté que
le Fluo-4 AMest remplacé par daura-2 AM (Invitrogen, USA) Kexc: 340 et 380 nm ;
Aémi: 510 nm) et que le milieu DMEM est remplacé par du milieu F12 nutrient mixture
(Gibco, UK).

[1.12.2. Méthode

Le principe de la calibration chez les HVYSMC est le méme que pour les HEK
293TPa et TH (voir point 11.5.2). Cependant, le Fluo-4 AM estmglacé par dirura-2
AM, la concentration en cellules de la suspension est decetifles/ml et les différents
parametres de fluorescence sont mesurés a deux longueurs d’onde d’excitation 340 et
380 nm, la longueur d’onde d’émission étant dans les deux cas 510 nm.

[1.12.3. Expression des resultats

La valeur du K est calculée de la méme maniere que lors de la calibration du
Fluo-4 AM par élaboration d’'un graphe du —logfigRmin)/(RmaxRiono)] €n fonction du
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logarithme de la concentration en calcium libre (voir point 11.5.3). La valeurydstK
exprimée en nM et est suivie de l'intervalle de confiance a 95 %) (I&=3).

[1.13. Détermination de la concentration en agoniste a utiliser dans les cellules
HVSMC

11.13.1. Matériel

Le matériel utilisé est identique a celui décrit au point 11.4.1. Il est a noter
I'utilisation du Fura-2 AM ; le milieu F12 nutrient mixture remplace le milieu DMEM ;
et l'utilisation du U-46619 et du 8-iso-P&GF agonistes du récepteur TP. Leur
préparation est identique a celle décrite au point 11.1.3.

11.13.2. Méthode

Le protocole utilisé est identique a celui décrit au point 11.6.2 excepté que le
Fluo-4 AM[5 puM]k est remplacé par du Fura-2 Al uM]k.

[1.13.3. Expression des resultats

Les résultats de cette expérience ont été exprimés €fi];[@a fonction du
logarithme de la concentration en agoniste grace a la formule suivante :

R-R_,
[Ca™"] =K, x[—R m‘;]

max

La valeur du K a été déterminée par calibrationsitu duFura-2 AM (voir point
[1.12). Le graphe obtenu permet de calculéB€sso définis comme la concentration en
agonistes induisant 50 % de la mobilisation du calcium intracellulaire maximale. Les
EC’so sont calculés grace a une équation logistique a 4 parameétres (GraphPad Prism 5
softwaré) et sont exprimés sous forme de moyennes suivies degit@rvalle de
confiance a 95 %) (n=3).

[1.L14. Mesure de l'effet des drogues sur la mobilisation du calcium
intracellulaire dans les cellules HYSMC

11.14.1. Matériel

Le matériel utilisé est en tous points identiques a celui décrit au point I.7.1
excepté que lé-ura-2 AMremplace leFluo-4 AM et le milieu F12 nutrient mixture
remplace le milieu DMEM.

11.14.2. Méthode

Le principe est le méme que pour le dosage de calcium réalisé sur les HEK 293
voir point I1.7.2 excepté que Eluo-4 AM[5 uM]g est remplacé par deura-2 AM[5
UM]e et que la concentration en cellules de la suspension est de@lus/ml.
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[1.14.3. Expression des résultats

Les drogues ont été testées a des concentrations variant de 1 23.2%.16°
M pour le SQ-29548 et le BM-520 et de 1?18 1.10° M pour le picotamide et le
naftidrofuryl. Pour une concentration en drogue donnée, le pourcentage d’inhibition de
la mobilisation de calcium est calculé selon la formule suivante :

[Rsﬁm - le:] _ [Rbasal— Rmi;LJ
Fumax — Rsti Rmax — Rbas o

Les courbes doses-réponses permettent de détermingg tl€st-a-dire la
concentration en drogue inhibant 50% de la libération de calcium maximale induite par
les différents inducteurs. Les d&€sont calculés grace a une équation logistique a 4
parametres normalisée. Cesd€ont exprimés en moyennes suivies des intervalles de
confiance a 95 % £3).

.

e

[Rstim— le:] [Rbasal —ERmin
Rmax — Rbas

Inhibition dela drogue (33 =1 — e ——
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[ll.1. Evaluation ex vivo de [lactivité pharmacologique du naftidrofuryl
(Praxiléne®) et du picotamide sur la contraction de 'aorte de rat

[11.1.1. Contexte de recherche et stratégie scientifique

Les nombreux progrés de ces quinze dernieres années en biologie cellulaire et en
biochimie ont permis de mieux comprendre les dysfonctionnements vasculaires qui
accompagnent plusieurs pathologies vasculaires majeures parmi celles-ci la thrombose et
la claudication intermittente. La musculature lisse et les terminaisons nerveuses ne sont
pas les seuls acteurs impliqués dans le contréle de la vasomotricité. Ainsi, 'endothélium
joue un role prépondérant dans le tonus vasomoteur grace a la synthese et a la libération
de substances vasoactives. En effet, les cellules endothéliales répondent non seulement a
l'action de nombreux médiateurs comme [I'ADP, [lacétylcholine, I'adrénaline,
I'histamine, la sérotonine,... mais aussi a des modifications physicochimiques telles des
forces de cisaillement et des conditions d’hypoxie, en synthétisant des facteurs
vasorelaxants ('EDRF endothelium-derived relaxing factorle NO, [I'EDHF
endothelium-derived hyperpolarizing factda prostacycline PG) et/ou de facteurs
vasocontractants (les endothélines, le thromboxan€lXA,), les ROS) Ritré et al.,

1998).

Le contrble du tonus vasomoteur joue un réle important tant dans des conditions
physiologiques normales que dans des situations pathologiques telles la thrombose et la
claudication intermittente, deux pathologies ou une anomalie de la vasomotricité est
observée.

La vasoconstriction peut notamment étre médiée par le récepteur TP et le
récepteur 5-H7x dont les ligands respectifs sont le TXét le 5-HT, deux molécules
présentes en concentrations anormalement élevées dans les pathologies d’origine
artérielle mentionnées ci-dessus.

L’étude de modulateurs capables d’agir sur ces récepteurs a pour objectif
d’identifier des composés potentiellement capables de réduire une ischémie résultant de
la contraction des vaisseaux sanguins. Le picotamide et le naftidrofuryl sont deux
exemples de composés préconisés non seulement pour leur activité antiagrégante
plaquettaire mais aussi pour leur activitt modulatrice de la contraction vasculaire.
L’activité préventive du naftidrofuryl, antagoniste du récepteur 5sHVis-a-vis de la
constriction vasculaire induite par le TXA été mise en évidenfie des années 80
(Verheggen et Schor, 1988). Les propriétés anti-vasoconstrictrices du picotamide furent
mise en évidence en 19Xezza et al., 1997).

Une molécule capable de prévenir simultanément une constriction médiée par le
TXA et le 5-HT pourrait constituer une nouvelle classe thérapeutique intéressante dans
le traitement des pathologies vasculaires comme la claudication intermittente et la
thrombose.

Dans le cadre de ce travail, nous avons tout d’abord évalué l'activité antagoniste
potentielle du naftidrofuryl vis-a-vis du récepteur TP et comparé celle-ci a un composé
mixte, le picotamide, molécule de référence commercialisée comme agent thérapeutique
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en ltalie. Il s’agit d'un inhibiteur de la thromboxane synthétase et antagoniste du
récepteur TP.

L’activité potentielle du naftidrofuryl vis-a-vis du récepteur TP a été étigliée
vivo sur des segments d’aortes de rats isolés. La molécule étudiée était ajoutée avant la
contraction par des agonistes du récepteur TP tels le U-46619 et le 8-ig0-P&F
contraction déclenchée par le 5-HT a aussi été étudiée. En raison de sa richesse en
récepteurs TP et 5-H{, I'aorte est un modele idéal pour ce type d'étudiatfs &
Thompson, 2003).

Dans un second temps, l'activité de quatre isomeres du naftidrofuryl a été
investiguée sur une aorte contractée au préalable par le 5-HT a été étudiée.

Les principaux objectifs de cette premiére partie sont de :

- caractériser l'activité pharmacologique potentielle du naftidrofuryl vis-a-vis du
récepteur TP et de comparer celle-ci a divers antagonistes de référence du récepteur TP
comme le SQ-29548, le BM-520 et le picotamide. L'activité potentielle du naftidrofuryl
ainsi que des autres molécules vis-a-vis du récepteunf-E3dt également étudiée.

- caractériser l'activité antagoniste potentielle des quatre diastéréoisomeres du
naftidrofuryl sur des segments d’aortes contractés au préalable par le 5-HT.

[11.1.2. Caractérisation de I'activité pharmacologique de différentes drogues sur la
contraction d’aorte de rat induite

[11.1.2.1. Principe

L’aorte de rats Wistar est prélevée, nettoyée de tout tissu adhérent et coupée en
segments d'environ 5 mm. Ces segments sont ensuite suspendus dans un bain
thermostatisé a 37°C contenant un tampon d’incubation (Krebs-Henseleit) et oxygéné
par du carbogene (mélange-0O0O; 95-5 %), amenant le pH a 7,4.

Aprés stabilisation de la tension a un gramme, une incubation de 5 minutes avec
une des drogues d'intérét (SQ-29548, BM-520, picotamide, naftidrofuryl) est respectée
avant I'ajout de concentrations croissantes en agonistes. La concentration en agoniste
supérieure n’est ajoutée que lorsqu’un palier de minimum 10 minutes est obtenu.

Des courbes doses-réponses sont réalisées a partir des tracés obtenus et
représentent I'évolution de la tension normalisée en pourcent en fonction du logarithme
de la concentration en agoniste. Sur base de ce graphique, synrétesentant la
concentration en agoniste requise pour atteindre 50 % du tonus maximal de l'aorte
contractée, est calculé. Une augmentation de la valeusgltded’agoniste (U-46619, 8-
iso-PGFk,, 5-HT), consécutive a l'incubation de l'aorte avec I'antagoniste, traduit une
capacité de la drogue testée a prévenir la contraction de la musculature lisse vasculaire
induite par les différents agonistes.
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[11.1.2.2. Comparaison de l'activité agoniste du U-46619 et du 8-iso-PGJF
vis-a-vis du récepteur TP de la musculature lisse d’aorte de rat

Le U-46619, outil pharmacologique trés utilisé pour mimer les propriétés du
TXA, instable, et le 8-iso-PGf sont deux molécules capables d’induire une
vasoconstriction de maniére dose-dépendante. Cet effet est médié par le récepteur TP,
tres abondant au niveau de I'aorte de rat.

Des injections successives de concentrations croissantes en U-46619 et en 8-iso-
PGF,, ont permis de contracter l'aorte de rat par paliersFigarre I1l.1 montre les
courbes doses-réponses de chaque agoniste obtenues a partir des tracés représentant
I'évolution de la tension au fil du tempFEigure 111.2). Ces courbes doses-réponses
permettent le calcul de I'Bgdéfini comme la concentration en agonsite nécessaire pour
induire 50 % de la tension maximale. Ces;&%ont respectivement de 5,71 nM pour le
U-46619 et de 330 nM pour le 8-iso-PiKTableau IIl.1). Ainsi, 'ECso du 8-iso-
PGFR, est 58 fois plus important que celui du U-46619, indiquant que le 8-isg;PGF
posséde une activité agoniste, vis-a-vis du récepteur TP, inférieure a celle du U-46619.

[11.1.2.3. Etude de l'effet du temps de pré-incubation des antagonistes

Au cours de ce travail, nous souhaitons mettre en évidence un effet
potentiellement préventif d’antagonistes du récepteur TP. A cette fin, I'aorte est incubée
avec la molécule étudiée (picotamide) avant d’étre contractée avec l'agoniste. Durant
cette période d’incubation, I'antagoniste pourra diffuser vers la musculature lisse et
interagir avec les récepteurs TP présents. Au contraire, une période trop longue peut se
traduire notamment par une dégradation de la molécule et une diminution de son activité
eventuelle ou une diffusion intracellulaire excessive. Deux périodes d’incubation (5 et
15 minutes) ont été évaluées sur base de travaux antéigametz et al., 2000). La
concentration en picotamide de 50 UM évaluée dans ces expeériences a été retenue a la
suite de tests réalisés au préalable au Département de Pharmacie.

Il apparait que méme en présence du picotamide, I'effet dose-dépendant du U-
46619 vis-a-vis de la contraction musculaire est toujours observé. Toutefois,
I'incubation de cet antagoniste avec 'aorte avant I'ajout de concentrations croissantes en
I'agoniste induit un déplacement de la courbe vers de plus hautes concentrations en
agoniste pour induire le méme efféigure I11.3).

Le temps de pré-incubation de I'antagoniste est un paramétre essentiel. En effet,
une incubation de 15 minutes induit un déplacement moins important qu'un temps
d’incubation de 5 minutes ; signifiant une perte de la capacité a prévenir la contraction
induite par I'ajout de concentrations croissantes en U-46619. Lesdd(J-46619 en
I'absence d’antagonisteréhiculg, en présence du picotamide préincubé avec l'aorte 5
minutes et 15 minutes sont respectivement de 5,71 nb4:(H55-7.17 nM), 18,86nM
(ICgs: 13,52-26,31 nM) et 7,84nM (Ig: 5.95-10,34 nM).

[11.1.2.4. Effet de différents antagonistes du récepteur TP pré-incubés avec
I'aorte sur la contraction musculaire induite par le U-46619

Des travaux précédents ont montré que le SQ-29548, largement étudig tant
vitro qu’in vivo, était capable de prévenir une vasoconstriction d’aorte de rat induite par
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le U-46619 Sametz et al., 2000). Cette molécule est décrite comme I'antagoniste le plus
puissant du récepteur TP. Méme si son développement non clinique a da étre arrété pour
des raisons de toxicité, le SQ-29548 reste toutefois un outil pharmacologique de choix.

Le BM-520 et le picotamide, tous deux décrits comme des antagonistes du
récepteur TP, ont également montré une capacité a relaxer par paliers une aorte pré-
contractée au U-4661R0lin et al., 2007 ; Buccellati et al., 2006).

Les concentrations évaluées en composés potentiellement antagonistes et les
concentrations croissantes en U-46619 testées (de 1,5118 1,5.10° M), ont été
déterminées sur base de travaux antérieRddir( et al., 2007 ; Zhang et al., 1996 ;
Sametz et al., 2000 ; Oliverira et al., 2000).

Il ressort de ces expériences que lorsque le picotamide ou le BM-520 sont pré-
incubés avec l'aorte de rat, ces molécules sont capables de prévenir la contraction de la
musculature lisse induite par le U-46619. Ainsi, un déplacement de la courbe dose-
réponse du U-46619 vers de plus hautes concentrations est observé. Le SQ-29548, choisi
comme antagoniste de référence dans ces expériences, a €également montré une haute
activité myorelaxante, traduite par un déplacement de la courbe contréle (U-46619) vers
des concentrations plus élevéegy(re I11.4).

En outre, I'effet du naftidrofuryl, antagoniste du récepteur 2 Ha été étudié
et, a démontré également une activité antagoniste vis-a-vis du récepteur TP en induisant
aussi un déplacement de la courbe dose-réponse du U-46619 vers de plus hautes
concentrations. Les valeurs d’Bfpour les differentes molécules évaluées vis-a-vis de
la constriction induite par le U-46619 sont résumées au Tableau I11.1.

Dans cette étude, le picotamide apparait comme un faible antagoniste du
récepteur TP en comparaison avec le SQ-29548 et le BM-520 qui sont plus affins vis-a-
vis du récepteur TP. Le naftidrofuryl montre également une faible activité antagoniste
vis-a-vis du récepteur TP ; il prévient en effet aussi la contraction induite par le U-46619
mais dans une moindre mesure. Un classement de ces molécules peut donc étre établi sur
base de leur activité antagoniste préventive de la contraction musculaire induite par le U-
46619 : SQ-29548 10 nM > BM-520 1 uM > naftidrofuryl 50 uM > picotamide 50 pM.

[11.1.2.5. Effet de différents antagonistes du récepteur TP pré-incubés avec
I'aorte sur la contraction musculaire induite par le 8-iso-PGh,

L’aorte de rat est capable de répondre a une stimulation au 8-isg-paskine
constriction de la musculature lisse. Soulignons toutefois que cet effet est moins
important que celui induit par le U-46619. Les concentrations en antagonistes testées
sont identiques a celles utilisées lors du test précédent. Des travaux précédents ont
également montré que le SQ-29548 était capable de prévenir une vasoconstriction
d’aorte de rat induite par le 8-iso-P&KSametz et al., 2000). Enfin, le BM-520 est
également capable de relaxer par paliers une aorte pré-contractée au URIBBILOt (

al., 2007).

Les concentrations croissantes en 8-iso-R&stées (de 1.70M & 1.10° M),
ont été déterminées sur base de travaux antériBwig (et al., 2007 ; Zhang et al.,
1996 ; Sametz et al., 2000 ; Oliverira et al., 2000).
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Il ressort de ces expériences que le BM-520 et le picotamide sont capables de
prévenir une vasoconstriction induite par le 8-iso-RGEe SQ-29548, choisi comme
antagoniste de référence dans ces expériences, a également montré une haute activité
myorelaxante. L’'ajout d’un antagoniste du récepteur TP induit aussi, comme dans les
expériences réalisées précedemment, un déplacement de la courbe dose-réponse au 8-
iso-PGhR, vers de plus hautes concentratioRgy(re 111.5). De plus, nous observons
que le naftidrofuryl, également investigué, peut aussi déplacer la courbe dose-réponse
vers de plus hautes concentrations en 8-iso,R&Es valeurs E& pour les différents
antagonistes sont repris dans le Tableau Ill.1.

Nous concluons de ces expériences que le naftidrofuryl, décrit comme
antagoniste du récepteur 5-pATréagit vis-a-vis du récepteur TP comme un antagoniste
puisqu’il est capable de prévenir une contraction induite non seulement par le U-46619
mais aussi par le 8-iso-PgF deux agonistes du récepteur TBi cette activité est
comparable a celle du picotamide, antagoniste de référence du récepteur TP, elle reste
toutefois relativement faible par rapport aux antagonistes puissants et spécifiques
comme le SQ-29548 ou le BM-520. Un classement de ces molécules peut étre établi sur
base de leur activité antagoniste préventive de la contraction musculaire induite par le 8-
iIs0-PGhk, : BM-520 1 uM > SQ-29548 10 nM > naftidrofuryl 50 uM > picotamide 50
KM,

[11.1.2.6 Effet du naftidrofuryl et de différents antagonistes du récepteur TP
pré-incubés avec 'aorte sur la contraction musculaire induite par le 5-HT

Le 5-HT est le ligand endogéne du récepteur 5aHTécepteur abondant au
niveau de l'aorte de rat et responsable de la contraction de la musculature lisse au méme
titre que le U-46619 et d’'autres agents constricteurs agissant via leur propre récepteur
(Watts et al., 2003 Cette activité peut toutefois étre prévenue par un antagoniste
spécifique du récepteur.

Les concentrations croissantes en 5-HT testées,§8e19* M & 9,9.10'° M), ont
éte déterminées sur base de travaux antéerigdatig et al., 2003).

Ainsi, une incubation de l'aorte durant 5 minutes avec le naftidrofuryl permet de
prévenir et de retarder la contraction musculaire induite par des concentrations
croissantes en 5-HT. Un important déplacement de la courbe du 5-HT vers de plus
hautes concentrations est observé. En effet, si le naftidrofuryl montre une activité
antagoniste vis-a-vis du récepteur TP stimulé par le U-46619 ou le 8-isQ;R&€d
antagonistes du récepteurs TP testés (SQ-29548, BM-520 et picotamide) n’ont aucun
effet sur la contraction musculaire induite par le 5-Higre 111.6). Les valeurs EG
des différents composés testés sont reprises au Tableau III.1.

Nous concluons de ces expériences que les antagonistes du récepteur TP testés
n'interagissent pas avec le récepteur 54 Te naftidrofuryl, antagoniste de référence,
est a l'origine d’'un Egy du 5-HT de 14,24 uM contre 1,74 uM sans antagoniste.

[11.L1.3. Caractérisation de [lactivité¢  pharmacologique de différents
diastéréoisomeéres du naftidrofuryl sur la contraction de rat induite par le 5-HT

L'existence de différents isoméres d’'un composé peut présenter un intérét
pharmaceutique important. En effet, un ou plusieurs de ces isoméres peuvent s'avérer
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plus ou moins actifs d’'un point de vue pharmacologique et pharmacodynamique. Ainsi,
I'identification de ces isomeres a permis la commercialisation par exemple de la
thalidomide Patil et Kothekar, 2006).

Le naftidrofuryl comporte deux carbones asymétriques permettant I'existence de
4 diastéréoisomeres : 2R,2'S ; 2S,2'R ; 2R,2'R ; et 2S,Ei§ufe II.7). Il est donc
intéressant d’évaluer chacun des diastéréoisoméres séparément afin de comparer leur
activité et, en cas de difféerences significatives, de sélectionner celui qui est
pharmacologiqguement plus actif. Ce travail est d’autant plus intéressant puisqu’il n’a
jamais été réalisé et qu'il s’'inscrit dans le cadre d’'une collaboration avec |aChrinad
Chemical EuropéFrance).

Les quatre diastéréoisomeéres ont été étudiés sur aorte de rat préalablement
contractée par le 5-HT [2 uM]

[11.1.3.1. Principe

L’aorte de rats Wistar est prélevée, nettoyée de tout tissu adhérent et coupée en
segments d’environ 5 mm. Ces segments sont ensuite suspendus dans un bain
thermostatisé a 37°C contenant un tampon d’incubation (Krebs-Henseleit) et oxygéné
par du carbogéne (mélange-00, 95-5%), amenant le pH a 7,4.

Apres stabilisation de la tension a un gramme, une contraction est déclenchée par
I'ajout de 5-HT a une concentration finale de 2uM. Cette concentration a été choisie sur
base des courbes doses-réponses réalisées avec le 5-HT. Une fois la tension maximale
atteinte et stable, les tissus sont relachés par paliers au moyen de concentrations
croissantes en diastéréoisomeres du naftidrofuryl.

[11.1.3.2. Effet des diastéréoisomeéres du naftidrofuryl sur la contraction de
l'aorte

L’aorte de rat préalablement contractée par le 5-HT [2r8¢f relachée par des
concentrations croissantes en diastéréoisoméres du naftidrofuryl (de ?,2a.23.19
M pour le diastéréoisomére 2R,2’'S ; de 1,12.401,16.10 M pour le diastéréoisomére
2S,2'R ; de 3,76.104 3,83.10 M pour le diastéréoisomére 2R,2'R ; et de 3,63.40
4,36.10° M pour le diastéréoismére 2S, 2'S). Emure 111.8 montre les courbes doses-
réponses de chaque diastéréoisomere obtenues a partir des tracés représentant
I’évolution de la tension au fil du tempBigure 111.9). Les valeurs diC’ 5o déterminés
sur base de ces courbes doses-réponses sont repris dabehu 111.2 et sont définis
comme les concentrations en diastéréoisoméres requises pour relacher de 50 % la
tension maximale induite par le 5-HT [2 pM]

Aucun classement des diastéréoisoméres ne peut se faire sur base de leur activité
myorelachante en raison de leurs valeul8'gp statistiquement comparables.
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[1l.2. Evaluation in vitro de [lactivitt pharmacologique du naftidrofuryl
(Praxiléne®) sur la mobilisation du calcium intracellulaire

[11.2.1. Objectifs et démarche scientifique

L’activation du récepteur TP, récepteur couplé a une protéine G, entraine une
libération de calcium des réserves cellulaires situées dans le réticulum endoplasmique au
niveau du cytoplasme suite a I'action de {'loir point 1.1.3.3.). Ainsi, I'étude de la
mobilisation de calcium intracellulaire constitue un outil de choix dans la mesure de
I'activité du récepteurl(n et al., 1999).

Le but de cette seconde partie est d'étudier les effetaattidrofuryl et du
picotamide sur la mobilisation du calcium intracellulaire en réponse a une stimulation du
récepteur TP par le U-46619 ou le 8-iso-RGHe SQ-29548 et le BM-520 ont
€également été testés en tant que drogues-antagonistes de référence.

Pour ce modelen vitro, nous avons utilisé deux lignées de cellules rénales
embryonnaires humaines (HEK233yman Embryonic Kidney 293 Cgllsurexprimant
chacune une des deux isoformes du récepteur TP ainsi qu'une lignée de cellules
humaines musculaires lisses de type vasculaire (HVSM@nan Vascular Smooth
Muscle Celly Les HEK293 TR et TH ont été choisies afin de déterminer s'’il existait
une éventuelle sélectivité des antagonistes vis-a-vis de I'une des deux isoformes du
récepteur TP tandis que les HVSMC ont été sélectionnées pour leur appartenance aux
cellules musculaires lisses que I'on retrouve chez 'homme au niveau des vaisseaux
sanguins. Une stimulation des HEK 293 et des HVYSMC aux agonistes du récepteur TP,
tels que le U-46619 et le 8-iso-P&Fengendre diverses réponses cellulaikesi€y-

Hickie & Kinsella, 2004 ; Wilson et al. 2006 ; Zhang et al., 2008).

Cette seconde partie a été réalisée en deux temps. Premierement, le test de
mesure de la mobilisation du calcium intracellulaire a été mis au point et validé de facon
systématique avec chaque type cellulaire. Ainsi, différents parametres ont été optimisés
tels que le type de sonde fluorimétrique utilisé, sa concentration, le nombre de cellules
nécessaires et la concentration en agoniste efficace permettant de stimuler les cellules.
Les effets des différentes drogues sur la mobilisation de calcium ont été ensuite mesurés.

[11.2.2. Principe du test

111.2.2.1. Définition de la fluorescence

La fluorescence est un processus par lequel une molécule ou un atome absorbe
de la lumiére a une longueur d'onde donnée et la ré-émet a une autre longueur d'onde. Ce
phénomene se déroule en trois étapégufe 111.10). La premiére étape est une phase
d’excitation durant laquelle le fluorophore absorbe un photon d’énergige fhisant
passer de cette maniere le fluorophore d’'un état non-excééu® état d’excitation;S
Cet état d’excitation est de durée limitée (1-10 ns). Ainsi, durant la deuxieme étape, le
fluorophore subit de nombreux changements conformationnels ainsi que diverses
interactions avec son environnement entrainant une dissipation de I'énergie absorbée
jusqu’a un état d’excitation;SEnfin, la troisieme étape est a I'origine de la fluorescence
et est appelée phase d’émission. Elle correspond a I'émission d’'un photon de faible
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énergie, et donc de longueur d’'onde plus importante, par le fluorophore entrainant son
retour d’'un état d’excitation;& son état d’excitation d’origine $Haugland, 2002).

[11.2.2.2. Détection et quantification des ions calcium

La quantification des ions calciums se fait notamment grace a l'utilisation de
sondes fluorescentes. Malgré leurs propriétés physico-chimiques différentes, toutes ces
molécules partagent néanmoins une caractéristique commune : elles sont constituées
d’'un groupement chélateur de calcium et d'une entité capable d'émettre de la
fluorescence. La liaison de ces sondes aux ions calciufi) (€ responsable d’une
variation de la fluorescence.

La plupart des sondes fluorescentes pénetrent difficilement a l'intérieur des
cellules car ces molécules sont généralement des anions polycarboxylates. Ces sondes
sont donc conditionnées sous une forme acétoxyméthyl ester (AM). Ces composeés étant
hydrophobes et ne portant aucune charge, pénétrent plus facilement a lintérieur des
cellules. Une fois a lintérieur de celles-ci, des estérases cellulaires clivent les
groupements AM libérant ainsi le fluorophore. Cette forme hydrolysée ne peut plus
retraverser passivement la membrane et est donc la seule la forme capable d’émettre de
la fluorescence en se liant au calciunaKahashi et al., 1999 ; Nuccitelli, 199#)igure
[1.11).

Il existe de nombreuses sondes fluorescentes. Elles peuvent néanmoins étre
classées en deux grands groupes: les sondes ratiométriques et les sondes non-
ratiométriques. Les sondes non-ratiométriques sont caractérisées par une augmentation
de l'intensité de la fluorescence émise lors de la liaison aux ions calcium sans
changement au niveau de leur spectre d’absorption et d’émissioflucel AM et
Quin-2 sont ; par exemple, deux fluorophores appartenant a cette premiere classe. Les
sondes ratiométriques sont quant a elles caractérisées non seulement par une
augmentation de l'intensité de fluorescence lors de la liaison au calcium mais également
par unshift dans les spectres d’émission ou d’absorptiorkFli@-2 et I'Indo-1 sont les
sondes les plus courantes de cette seconde catébmkah@shi et al.,1999).

Auparavant, la mesure d’un flux de calcium lors d’'une réponse cellulaire était
réalisée a l'aide d'un fluorimétre classiquArrfould et al.,1992). Cependant, ce
protocole est particulierement difficile a mettre en ceuvre et prend énormément de temps.
En outre, un fluorimétre classique ne permet pas d'effectuer de cinétique et les
intervalles de temps entre deux mesures sont généralement trop longs pour mesurer de
facon précise des phénoménes biologiques rapides tel que la libération de calcium.
C’est pour ces raisons que nous avons décidé de mettre au point un protocole rapide et
facile a mettre en ceuvre permettant I'étude de la cinétique de la mobilisation du calcium
intracellulaire grace a un fluorimetre de type lecteur de plaques multi-puits.

[11.2.3. Mise au point du test de mesure de la mobilisation de calcium dans les
cellules HEK 293 TH grace au Fluo-4 AM

La mise au point du protocole a d’abord été réalisée sur la lignée cellulaire HEK

293 TP car d’'une part, ces cellules se cultivent beaucplug facilement que les
HVSMCs et d'autre part, nos différentes publications de référence traitant de la
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mobilisation du calcium intracellulaire utilisent cette souche cellul&lemgon, 2005 ;
Lin et al., 1999).

111.2.3.1. Choix de la sonde

Le choix d’'une sonde non-ratiométriqgue semblait le plus approprié car ce type de
sonde permet le travail a une seule longueur d’'onde d’émission et une seule longueur
d’onde d’excitation et est caractérisée par une augmentation de l'intensité de
fluorescence.

Le Fluo-4 AM (Figure 111.12) est un composé fluorescent appartenant a cette
classe. Il est largement utilisé dans diverses recherches impliquant la mobilisation du
calcium intracellulaire Gilchrist et al., 2008). En effet, cette sonde présente une
augmentation de l'intensité du signal importante lors de la liaison aux ions calcium ainsi
qu’une tres bonne affinité vis-vis du calcium. De plus, le pic d’excitatioRlgor4 est
situé a 480 nm au niveau du spectre du visible ; ce qui évite aux cellules d'étre
endommagées par les UVs lors de I'excitation de la sdaée €t al., 2000).

La quantification du calcium avec ce type de sonde se réalise grace a la formule
mathématique suivante :

catt1=K x[F_F“‘“]
[Ca™ 7] = K, P T

ou le F correspond a la valeur de la fluorescence mesurée. e de
fluorescence maximale, correspond a la concentration maximale en calcium présente
dans les cellules et se mesure aprés la lyse de celles-ci par le Triton X-1Q@, oa F
fluorescence minimale, représente I'auto-fluorescence des cellules (membranes,...) et
est mesuré par ajout d’'un chélateur de calcium : 'EGTA. Ces valeurg.gete Fin
permettent de normaliser les résultats en tenant compte des variations des stocks de
calcium et de [lautofluorescence des cellules. Enfin lg Ku constante de
dissociation, est défini comme la concentration en sonde a laquelle 50~% de celle-ci est
liée au calciumTsien et Pozzan, 1989 ; Takahashi et al., 1999 ; Nuccitelli et al., 1994).

111.2.3.2. Détermination du nombre de cellules

Un parametre essentiel a déterminer est la quantité de cellules par millilitres (ml)
a utiliser lors de I'étude de la mobilisation de calcium. En effet, plus le nombre de
cellules est important et plus le signal fluorescent émis sera important. De plus, il est
important de choisir une condition ou la variation du signal fluorescemtuéoasa)
soit suffisante afin de pouvoir discriminer un éventuel effet antagoniste lors des
experiences avec les drogues.

Nous avons développé le protocole de ces expériences sur base d’artidles de
et al. et deHanson et aldécrivant une méthode rapide de mesure de la mobilisation de
calcium intracellulaire en temps réel a I'aide d'un fluorimétre a plaque multijinte
al., 1999 ; Hanson et al., 2005).
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Des cellules en suspension préalablement chargées en sonde fluorescente sont
dispensées dans une plaque 96 puits a une concentration cellulaire déterminée. La
fluorescence basale k), correspondant a la concentration initiale en calcium
cytoplasmique, est déterminée. Ces cellules sont ensuite stimulées par un agoniste du
récepteur TP et la fluorescence apres stimulatiofn(8§ est mesurée. Celle-ci
correspond a la somme des concentrations en calcium libérées des réserves et présentes
avant la stimulation dans le cytoplasme. Elle est mesurée durant toute la durée de la
libération jusqu’a la restauration du niveau basal de la fluorescence.

Afin de permettre la normalisation des résultats, la fluorescence maximale et la
fluorescence minimale sont également mesurées grace a l'ajout de Triton X190 (F

Lors de ce premier test visant a déterminer le nombre de cellules nécessaires au
test, les concentrations dduo-4 AM [SuM]k et en U-46619 [1uM] utilisées sont
basées sur des valeurs trouvées dans la littératimesén, 2005). L'influence de la
modification de ces parameétres a été étudiée par la suite.

Quelque soit la fluorescence mesurégafHmin, Fstimuid, NOUS pouvons constater
que la relation entre le nombre de cellules et lintensité de la fluorescence est
proportionnelle Figure 111.13). En effet, plus le nombre de cellules est important et plus
la concentration intracellulaire en ions calcium disponible sera importante. La quantité
de sondes se liant au calcium sera donc plus importante et I'intensité de fluorescence
également. Il est a noter que l'intensité de l'autofluorescengg) @ €été soustraite a
toutes les autres conditions afin de n’obtenir que les valeurs propres a lintensité du
signal fluorescent de chaque parametre.

Nous avons ainsi choisi de travailler avec une concentration deceliles par
ml. En effet, cette condition présente un excellent rappetHsasar D€ plus, dans ces
conditions, une seule boite de cellules & confluence permet de remplir aisément une
plaque 96 puits.

111.2.3.3. Détermination de la concentration en Fluo-4 AM

Il est généralement décrit dans la littérature que la concentration optimale en
Fluo-4 AMuutilisée dans ce type d’expériences est comprise entre 1 et 1daudlénd,
2002). Dans cet intervalle, trois concentrations (2,5 ; 5 et 10 uM) ont donc été choisies
afin d’étudier l'influence de la concentration en fluorophore sur le signal fluorescent et
ainsi, déterminer la concentration optimale en Fluo-4aAldliser.

Ce parametre n’est pas facile a optimiser. Ainsi, plus la concentratiblu@
AM est importante et plus le signal émis est important. Cependant, deux phénomenes
interférent avec cette constatation : d’'une part, la concentration en ions calcium limitée
des cellules et d’autre part, le clivage par les estérases des groupements acétoxymethyl
esters génére des produits toxiques pour les celldisg(and, 2002).

Nous pouvons constateFigure 111.14) que le signal n’augmente pas lors du
passage d’'une concentration de 5 a 10 uMrlen- 4 AM signifiant que la sonde se
trouve bien en exces par rapport aux ions calcium tandis que le passage d'une
concentration de 5 uM a 2,5 pM diminue le signal. De plus, aucun effet toxique du
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Fluo-4 AMn’a pu étre mis en évidence dans cette gamme de concentration. A partir de
ces résultats, nous avons conclu que la concentration optiméleeed AM a utiliser

était de 5 uM. Il est & noter que l'intensité de l'autofluorescengg) @ été soustraite a
toutes les autres conditions afin de n’obtenir que les valeurs propres a lintensité du
signal fluorescent de chaque parametre.

[11.2.3.4. Calibration in situ des cellules HEK 293 TB

Pour rappel, la quantification de la concentration intracellulaire en calcium a
partir du signal fluorescent s’effectue en tenant compte gu(ok constante de
dissociation de la sonde et du calcium3ién et Pozzan, 1989 akahashi et al., 1999 ;
Nuccitelli et al., 1994) :

[Ca**] =Ky X [—F Fm"“]
Frax —F
Il existe difféerentes maniéres de mesurer cette constante. Généralement, celle-ci
est mesurém vitro dans du tampon en I'absence de cellules. Ainsi, beaucoup d’équipes
de recherche utilisent ces valeurs théoriques reprises dans la littéaaaeef al.,
2000). Cependant, legivarie en fonction du pH, de la température, des forces ioniques,
de la viscosité du milieu ainsi que des constituants intracelluldWescitelli et al.,
1994, Takahashi et al., 1999). Il est par conséquent fondamental de détermigén ce K
situ, c’est-a-dire en présence de la lignée cellulaire d’intérét. Nous avons donc déterminé
la valeur de K du Fluo-4 AMen présence de cellules HEK 2933TP

Les cellules sont mises en présence de différentes concentrations en calcium
mimant une libération du calcium intracellulaire. La membrane plasmique des cellules
est ensuite déstabilisée par ajout d'ionomycine [204dh de permettre aux ions de
calcium de pénétrer a l'intérieur des cellules et ainsi permettre de cette maniére la liaison
du Fluo-4 aux ions calcium. Lintensité de la fluorescence émise sera donc
proportionnelle & la concentration en calcium présent dans les puits. La normalisation
des résultats par ajout de Triton X100 et d’EGTA est enfin réalisée.

Ainsi, nous avons déterminé une valeur dedE 1239 nM (IGs: 629-2999 nM)
pour le Fluo-4 AMchez les HEK 293 TP(Figure 111.15).

[11.2.3.5. Détermination du temps de mesure apres la stimulation par les
agonistes

La mobilisation du calcium intracellulaire étant un phénomene biologique rapide
et de courte durée, il s’est avéré nécessaire de connaitre le temps nécessaire pour que la
mobilisation soit maximale. Ainsi, une stimulation d’'une suspension cellulaire & 5.10
cellules par millilitres au U-46619 [1 uMhous a permis d’établir la cinétique de ce
phénomene biologiqué-igure 111.16). Le pic de libération de calcium, correspondant a
la concentration maximale en calcium libérée suite a la stimulation au U-46639)(F
est atteint 28 secondes apres la stimulation.
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La cinétique de la mobilisation du calcium intracellulaire suite a une stimulation
au 8-iso-PGE; a également été realisée. Ainsi, le pic de libération des ions calcium est
atteint apres 27 secondes.

[11.2.3.6. Détermination de la concentration en agoniste a utiliser

Un dernier paramétre a finalement été optimisé : la concentration en agoniste
utilisée afin de déclencher la mobilisation du calcium intracellulaire. Pour rappel, la
variation de l'intensité de fluorescencefudFoasa) doit étre suffisante afin de pouvoir
détecter un éventuel effet antagoniste des drogues étudiées. Afin d’optimiser ce
parametre, des courbes doses-réponses au U-46619 et au 8-js@mmMGHE realisées.

Ainsi, notre adaptation des protocolesLdeet al. et deHanson et alnous a permis de
mesurer une mobilisation dose-dépendante du calcium intracellulaire induite par le U-
46619 et le 8-iso-PGE (Figure 111.17). La concentration en calcium libre correspond

a la somme des concentrations en calcium libérées des réserves et présentes avant la
stimulation dans le cytoplasme.

L’ EC’so, défini comme la concentration en agoniste nécessaire pour induire 50 %
de la mobilisation de calcium intracellulaire maximale, est de 0,21 ud4:(0G15-0,29
UM) pour le U-46619 et de 9,58 UM @ 6,46-14,22 uM) pour le 8-iso-PGF Un
déplacement de la courbe du 8-iso-R3Fers de plus hautes concentrations par rapport
a la courbe du U-46619 a donc été observé, indiquant un pouvoir agoniste du 8-iso-
PGFR, 45 fois plus faible que celui du U-46619. Enfin, nous pouvons constater, sur les
deux courbes, que nous atteignons une phase plateau aux plus hautes concentrations
signifiant que I'effet maximal est atteint d0 probablement & une saturation des récepteurs
TP. Nous avons ainsi choisi comme concentration optimale en agoniste la premiere
concentration atteignant la phase plateau soit 1 uM pour le U-46619, valeur confirmée
par les données de la littératuHafison, 2005) et 100 uM pour le 8-iso-RGF

[11.2.4. Effet des drogues sur la libération de calcium intracellulaire dans les
cellules HEK 293 TH

L’activité des différents antagonistes apres une stimulation des cellules HEK 293
TPB au U-46619 [1 pM{ ou au 8-iso-PGE [100 uMJ a été étudiée. Lors de ces
expériences, les cellules sont incubées avant la stimulation pendant 5 minutes en
présence des antagonistes a différentes concentrations. Pour chaque drogue, une courbe
d’inhibition de la mobilisation du calcium a été établie etd)Goit la concentration en
antagoniste inhibant 50 % de la mobilisation du calcium intracellulaire, a été déterminée.

L'utilisation des drogues a permis une inhibition dose-dépendante de la
mobilisation de calcium intracellulaire déclenchée par le U-46619 [I-.pAlsi, les
premieres concentrations en drogues n’inhibent pas la mobilisation du calcium. A partir
d’'une certaine concentration en drogue, [linhibition augmente de maniére
proportionnelle a la concentration en drogue. Une phase plateau est observée une fois
l'inhibition totale atteinte Figure I111.18). Ainsi, le SQ-29548 et le BM-520 inhibent
cette mobilisation du calcium a de faibles concentrations et cet effet se renforce au fur et
a mesure de l'augmentation de la concentration en drogue utilisée. Par contre, le
picotamide et le naftidrofuryl commencent & inhiber cette mobilisation de calcium
uniqguement a de fortes concentrations si bien que la courbe d’inhibition n’a pas été
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totalement établie. Les valeurs dsi@nesurées pour les différentes drogues lors d’'une
stimulation par le U-46619 [1 pMkont reportées dans le Tableau I1.3.

De méme, la mobilisation de calcium induite par le 8-iso-R@6t inhibée de
facon dose-dépendante en présence des différentes drbguee (11.19). Les valeurs
d’'ICsodes drogues aprés une stimulation au 8-iso-P{AB0 pMJ sont reportées dans
le Tableau I11.3.

Un classement de ces molécules peut donc étre établi sur base du pouvoir
inhibiteur de la libération du calcium des réserves quel que soit I'inducteur: SQ-29548 >
BM-520 > naftidrofuryl > picotamide. Il est a noter qu’une validation de notre test a pu
étre établie grace a la valeur d@lu SQ-29548 qui correspond a celle reprise dans la
littérature pour la stimulation au U-4661ddore et al., 2001).

Dans cette étude, le picotamide et le naftidrofuryl apparaissent donc comme de
faibles antagonistes de I'isoforfiedu récepteur TP stimulée par le U-46619 [1 pM]
le 8-iso-PGEk, [100 uME par comparaison a des antagonistes forts et spécifiques
comme le SQ-29548 et le BM-520.

[11.2.5. Mise au point du test de mesure de la mobilisation de calcium dans les
cellules HEK 293 TRx grace au Fluo-4 AM

En raison des similarités entre les cellules HEK 29@ @Hes cellules HEK 293
TPB, nous avons décidé d'utiliser le méme protocole cglei décrit précédemment.
Nous avons cependant déterminé cette fois encoreqle@tKes concentrations en
agonistes a utiliser.

111.2.5.1. Calibration in situ des cellules HEK 293 TR

La détermination du §pour les cellules HEK 293 Tfa été réalisée de la méme
maniere que pour le type cellulaire précédent (voir 111.2.3.4.). Nous avons ainsi mesuré
une valeur de Kde 7294 nM (IGs: 2937-27164 nM). Celle-ci est donc différente de
celle mesurée chez les HEK 293pT239 nM (IGs: 629-2999 nM)) montrant que le
Fluo-4 est plus affin chez ces derniérésg@re 111.20). Ces résultats illustrent donc
I'importance d’effectuer une calibration in situ pour chaque type cellulaire.

[11.2.5.2. Détermination du temps de mesure apres la stimulation aux
agonistes

Comme pour les cellules HEK 293 [I,HI était nécessaire de connaitre le temps
a utiliser lors de la mesure d’'une libération maximale du calcium intracellulair®.(F
Ainsi, une stimulation d’une suspension cellulaire & 5cBllules par ml par le U-46619
[1 uM]r nous a permis d’établir la cinétique de ce phénoméne biologkjgardé
[11.21). Le pic de stimulation correspondant a la concentration en calcium maximale
libérée aprés une stimulation au U-46619i{fe mesurée est atteint 27 secondes apres
la stimulation.

Une cinétique de mobilisation du calcium intracellulaire aprés une stimulation au

8-iso-PGR, a également été réalisée. Ainsi, le pic de libération des ions calcium est
atteint apres 29 secondes.

55



[1l. Résultats

[11.2.5.3. Détermination de la concentration en agoniste a utiliser

La libération du calcium des réserves du réticulum endoplasmique vers le
cytoplasme suit une courbe dose-réponse de type signfgied 111.22). Ainsi, les
plus faibles concentrations en agoniste n’induisent pas de mobilisation de calcium. A
partir d'une certaine concentration, la libération de calcium des réserves cellulaires
augmente de maniere proportionnelle a la concentration en agoniste. Enfin, a partir
d’'une certaine concentration, la libération de calcium n’augmente plus et une phase
plateau est atteinte.

Les ECsp calculés sont de 0,12 uM pour le U-4661%£t®,015-0,96 uM) et de
6,25 UM pour le 8-is0-PGE(ICgs: 3,92-9.99 uM). Comme pour les cellules HEK 293
TP B, nous pouvons constater un déplacement de la coluri@eiso-PGE, vers de plus
hautes concentrations par rapport a celle du U-46619, indiquant un pouvoir agoniste du
8-is0-PGH, 52 fois plus faible que celui du U-46619. Le choix des concentrations a
utiliser lors des tests a été réalisé de la méme maniére qu'avec les cellules HEK 293
TPB. Ainsi, la concentration choisie pour le U-46610 k8 M, valeur confirmée par les
données de la littératurel@dnson, 2005) tandis que la valeur retenue pour le 8-isg;PGF
est 100 uM.

[11.2.6. Effet des drogues sur la libération de calcium intracellulaire dans les
cellules HEK 293 TR

Des résultats similaires a ceux des cellules HEK 298 arR été obtenus chez
les celluleHEK 293 TRu. Ainsi, l'utilisation des drogues a permis une bition dose-
dépendante de la mobilisation de calcium intracellulaire déclenchée par le U-46619 [1
UM]e ou par le 8-iso-PGE [100 uMJ. Ainsi, quel que soit I'agoniste utilisé, le SQ-
29548 et le BM-520 inhibent la mobilisation du calcium a de faibles concentrations et
cet effet se renforce au fur et & mesure que la concentration en drogue utilisée augmente.
Par contre, le picotamide et le naftidrofuryl commencent a inhiber la mobilisation de
calcium uniguement a de fortes concentrations, si bien que la courbe d’inhibition n’a pu
étre totalement établid=igure 111.23 et Figure I11.24). Les valeurs d’IGy mesurées
pour les différentes drogues utilisées lors d’'une stimulation au U-46619 ou au 8-iso-
PGR,, sont reportées dansTableau I11.3. Un classement de ces molécules, identique a
celui observé chez les HEK293, peut donc étre établi : SQ-29548 > BM-520 >
naftidrofuryl > picotamide.

Le picotamide et le naftidrofuryl apparaissent donc également comme de faibles
antagonistes de l'isoformedu récepteur TP en comparaison a des antagonisteset
spécifigues comme le SQ-29548 et le BM-520.

De plus, nous pouvons constater que les valeurs@dd€s différentes drogues
lors de stimulations des différentes isoformes du récepteurs TP sont similaires. Ceci
nous indique donc qu’aucune des drogues ne semble présenter une sélectivité vis-a-vis
d’un sous-type du récepteur TP.
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[11.2.7. Mise au point du test de mesure de la mobilisation de calcium dans les
HVSMC grace au Fluo-4 AM

Apres I'étude de l'effet des drogues sur les deux isoformes du récepteur chez les
cellules HEK 293 TR et TH3, l'utilisation des HVYSMC a permis d’étudian vitro les
effets des différentes drogues sur la mobilisation du calcium dans une lignée cellulaire
présente chez 'homme.

Dans un premier temps, nous avons tenté d’adapter le protocole mis au point sur
les cellules HEK 293 chez les cellules HYSMC. Comme pour les cellules HEK 293, la
détermination du nombre de cellules par ml a utiliser est primordiale. La condition
choisie devra répondre a un paramétre essentiel soit avoir un ratio de fluorescence
Fsiim/FpasaiSuffisant. Le choix de la concentrationoo-4 AM a été réalisé de la méme
maniére qu’avec les cellules HEK 293. Ainsi, trois concentrations furent choisies (2,5, 5
et 10 uM) dans un intervalle allant de 1 a 10 uM. Les différentes concentrations

cellulaires furent ainsi testées avec différentes concentrations en Fluo-4 AM

Quelque soit le paramétre de fluorescence meswa(Fstimus Fmay, NOUS
pouvons constater, comme pour les cellules HEK 293, que lintensité du signal
fluorescent est proportionnel au nombre de celllfagute 111.25). De plus, en ce qui
concerne l'influence de la concentration en sonde, le passage d’'une concentration de 5 a
10 uM enFluo-4 AM diminue légérement l'intensité des signaux fluorescents laissant
penser a un effet toxique des produits d’hydrolyse de la sonde. Par contre, le passage
d’'une concentration de 5 a 2,5 pM diminue fortement l'intensité du signal. La
concentration finale optimale en sonde semble donc étre 5 uM.

Néanmoins, de fagon étonnante, la stimulation des HVSMC au U-46619 [1
HM]e n’induit aucune variation du signal fluorescent. Ainsi, les intensités des signaux
fluorescents du fzsa €t du Kimue SONt quasiment identiques et ce, quelque soit les
conditions testées {frudFpasa~1).

Deux hypothéses sont donc envisageables. La premiere est que la valgyds du F
est normale et que la valeur dugdlme est trop basse; ce qui indiquerait une
concentration en agoniste trop faible pour stimuler efficacement le récepteur TP. Ce qui
semble fort peu probable étant donné que le U-46619 est connu pour étre un excellent
inducteur de la mobilisation de calcium et que la concentration utilisée est décrite dans
la littérature comme permettant d’obtenir une réponse maximale lors de la stimulation
des HVSMC Miki et al., 1992).

La seconde hypothese est que la valeur gyukest normale et la valeur du
Foasal €St trop élevée. Cette seconde hypothese semble d’ailleurs concorder avec le fait
que le ratio Ra/Fstimuis €St relativement bas comparé aux données obtenues chez les
cellules HEK293. Il y aurait donc une incompatibilité d’utilisationFluo-4 AM chez
lesHVSMC comme sonde de dosage de la mobilisation du calcium. Deux phénomenes
pourraient ainsi expliquer ces résultats : la compartimentalisation et/ou |al@ekte @
de la sondeHaugland, 1996 Takahashi et al., 1999 ; Nuccitelli et al. 1994). Nous
avons donc étudié la présence ou non de ces deux phénomeénes chez les HVSMC et les
HEK 293 TP TIB.
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[11.2.7.1. Etude de la compartimentalisation duFluo-4 AM dans les cellules
HVSMC et les cellules HEK293 TIB

Lors duloading duFluo-4 AM dans la cellule, la situation idéale serait que la
sonde se retrouve exclusivement dans le cytoplasme. Cependant, cette situation n’est
jamais atteinte et une compartimentalisation de la sonde est généralement observée. En
effet, comme la forme AM passe facilement a travers la membrane plasmique, la sonde
non-hydrolysée est également capable de se retrouver a l'intérieur des organelles en
passant a travers les membranes de celles-ci. Les organelles sont connues pour contenir
une concentration en ions calcium supérieure a celle du cytosol. Les sondes se lient donc
au calcium et générent un signal fluorescent responsable d’un bruit de fond important
(Nuccitelli et al., 1994)Ce passage a travers ces membranes peut également étre médie
par des transporteurs anioniquési {irgilio et al.,, 1990). De plus, certains types
cellulaires sont capables d’endocyter les différents constituants du tampon d’incubation
comme la forme AM de la sondNiccitelli et al., 1994). Ces sondes endocytées seront
des lors hydrolysées a l'intérieur des vésicules d’endocytose et des organelles participant
a ce phénomene.

Enfin, il est a noter que la compartimentalisation est un processus dépendant de
la température. Ainsi, chez les cellules REF52, 30% Flwra-2 total est
compartimentalisé lorsqu’il est chargé sous sa forme AM a 37°C tandis que seulement
10% de la concentration totale Enra-2 est compartimentalisée lorsqu’il est chargé a
23°C (Nuccitelli et al., 1994).

Nous avons donc tenté de mettre en évidence la présence du phénoméne de
compartimentalisation grace a I'étude de la distribution intracellulaire de la sonde. Cette
expérience a été réalisée a la fois sur les HVSMC et sur les HEK ZD&finPde
pouvoir caractériser I'étendue du probleme.

L’estimation de la compartimentalisation d’un indicateur se réalise par la mesure
de la concentration en calcium présent dans le cytoplasme et dans les organelles au cours
du temps. Pour ce faire, les cellules chargées en sonde sont tout d’abord traitées a la
digitonine [20 uM}, ce qui induit la perméabilisation sélective de la membrane
plasmique. Cette perméabilisation sélective permet la sortie des fluorophores et des ions
calcium présents au niveau du cytoplasme. Ensuite, un traitement au Triton X-100 [1%]
permet la lyse des membranes des organelles entrainant la libération des ions calcium
présents au niveau des organelléaq et al., 1989). L'expérience se réalise dans un
tampon pauvre en calcium (HBSS) enrichi en EGTA.

Quel que soit le type cellulaire, le signal fluorescent total, résultant de la
contribution des sondes présentes au niveau du cytosol et des sondes
compartimentalisées, reste stable durant la période précédent I'ajout de digitonine [20
UM]e (Figure 111.26). L'ajout de ce composé entraine une diminution du signal
fluorescent di a la capture par 'EGTA des ions calcium relargués a partir du cytosol
suite a la perméabilisation de la membrane plasmique. L'intensité du signal fluorescent
mesureé juste avant I'ajout de Triton X100 [¥#gprésente la fluorescence émise par le
Fluo-4 compartimentalisé au niveau des organellesyg(F La fraction
compartimentalisée de la concentration totale en sonde varie selon le type cellulaire.
Ainsi, les HEK 293 TB présentent un pourcentage de compartimentalisd&oa0%
tandis que chez les HYSMC ce pourcentage monte jusqu’a 60%.
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[11.2.7.2. Etude du leakage du Fluo-4 AM dans les cellules HVSMC et les
cellules HEK293 TH

Le leakageest le processus par lequel la cellule expulse une sonde fluorimétrique
de son milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Ce mécanisme est régulé par
les transporteurs anioniques “multidrugs”. L’utilisation de probénécide ou de
sulfinpyrazone permet d’inhiber ces transporteurs et ainsi de limiter ce processus de
leakage Le taux d’expulsion de la sonde étant dépendant de la température et du type
cellulaire (Takahashi et al., 1999).

Nous avons donc étudié le phénoméndeddageen réalisant la cinétique de
I'incorporation duFluo-4 AMchez les HYSMC et les HEK 293 [flén présence ou non
de probénécide [2,5 uM]Pour rappel, cette drogue est un inhibiteur des transporteurs
“multidrugs” et empéche 'expulsion de la sonde vers le milieu extracellulaire.

Ainsi, les cellules HVSMC et HEK 293 PBRraitées au probénécide incorporent
de maniére continue la sonde sans en expulser. Les cellules non-traitées au probénécide
montrent une augmentation du signal fluorescent durant les premiéres minutes de
I'incubation. Ensuite, cette fluorescence diminue et atteint une phase plateau. Ces deux
types cellulaires présentent donc un phénomenealk@age(Figure 111.27). Ainsi, les
HVSMC perdent 48% des sondes internalisées durant la période d’incubation (60
minutes dans notre protocole standard) tandis que les HEK 293d8rHent environ
40% de la concentration totale en Fluo-4 AM internalisée.

111.2.7.3. Conclusion

Lors de la mise au point du dosage de calcium dans les cellules HVSMC a l'aide
de Fluo-4 AM aucune variation du signal fluorescent n'avait été observée lors de la
stimulation des HVSMC par le U-46619 [1 pMla valeur du EmusSemblait normale
alors que la valeur dupkz, paraissait trop élevée. De plus, le ratigufFsimuie €tait
relativement bas comparé aux données obtenues chez les cellules HEK293. Ces
constatations semblent trouver une explication au vu des résultats obtenus lors des
expériences de mise en évidence des phénomeénes de compartimentalisation et de
leakage Ainsi, bien que présents dans les deux types cellulaires, la
compartimentalisation et leakagesont plus importants chez les HVSMC que chez les
HEK 293 TH.

Afin de minimiser ces phénomenes, deux solutions existent : une diminution de
la température a laquelle se réalisent les expériences (37°C a 25°C) pourraient limiter la
compartimentalisation et ldeakage tandis que [lutilisation d’un inhibiteur des
transporteurs anioniques ‘“multidrugs” tel que le probénécide interférerait avec le
leakage(Takahashi et al., 1999 ; Nuccitelli, 1994). Nos expériences se réalisant déja a
25°C, nous ne pouvons optimiser ce parameétre et éviter la compartimentalisation. En ce
qui concerne leleakage l'utilisation de probénécide risquerait d’interférer avec la
mesure de l'effet des différentes drogues. En conclusioRAlul®4 AM ne semble pas
approprié dans le cadre d’'une étude de la mobilisation de calcium chez les HYSMC. Le
choix d’une autre sonde s’est donc impose.
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[11.2.8. Mise au point du test de mesure de la mobilisation de calcium dans les
cellules HYSMC grace au Fura-2 AM

111.2.8.1. Choix de la sonde

Suite a I'incompatibilité d’utilisation dé&luo-4 AMchez les HVSMC, une revue
de la littérature s’est avérée nécessaire. Ainsi, I'étude de flux de calcium chez les
HVSMC se réalise grace au Fura-2 AKie et al.,1998 ; Patel et al., 2005).

Le Fura-2 (Figure 111.28) appartient a la classe des sondes ratiométriques. Ce
type de sonde posséde la particularité d’effectueshiit dans ses longueurs d’ondes.
Ainsi, le Fura-2 excité a 340 nm produit une augmentation du signal fluorescent tandis
qgu’une excitation a 380 nm entraine une diminution de ce signal. Lorsque la sonde est
excitée grace a une succession rapide d’excitation a 340 et 380 nm, le calcul d’un ratio R
entre les intensités mesurées apres excitation a ces deux longueurs d’ondes permet
d’étudier I'évolution de la mobilisation de calcium. L'utilisation de ce type de sonde
permet également des mesures plus précises car le ratio est indépendant de la
concentration en sonde, de [lintensité de [Iexcitation, thakage et du

“ photobleaching” de la sond®&(iccitelli et al., 1994 ; Takahashi et al., 1999).

La quantification de la concentration en calcium avec ce type de sonde se calcule
grace a la formule suivante :

(€61 = pokie [ 5]

X

ou le R correspond a la valeur du ratio des intensités des fluorescences
mesurées. Le Ry ou ratio des fluorescences maximales, correspond a la concentration
maximale en calcium présente dans les cellules et se mesure suite a la lyse des cellules
par le Triton X100. Le R, ou ratio des fluorescences minimales, représente l'auto-
fluorescence des cellules (membranes,...) et est mesuré par ajout d’EGTA. Ces valeurs
de Rnax €t Rnin permettent comme pour les tests ave€lleo-4 la normalisation des
résultats. Enfin, le i ou constante de dissociation, est défini comme la concentration en
sonde a lagquelle 50 % de celle-ci est liée au calcitsie et Pozzan, 1989). Dans cette
formule, le p correspond au ratio des ratios de fluorescencejuerda sonde est
complétement saturée et lorsque la sonde n’est pas liée au calcium. Cette valest du
comprise entre 13 et 25 pour le Fura-2 AMikahashi et al.,1999).

Cependant, l'utilisation de ce type de sonde présente deux inconvénients.
Premierement, la mesure de la fluorescence nécessite la présence de trois filtres distincts
sur le fluorimétre, deux pour I'excitation du fluorophore et un pour la mesure du signal
fluorescent. Deuxiemement, |Bura-2 nécessite ['utilisation de longueurs d'onde
d’excitation se situant dans les UVs ce qui peut endommager les cellules.

111.2.8.2. Détermination du nombre de cellules

Pour rappel, une variation suffisante des ratios des signaux fluorescents
(Rstimuld Rpasa) €st indispensable dans I'étude de I'effet des drogues sur la mobilisation du
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calcium intracellulaire. Diverses concentrations en cellules ont été testées ° 1,5.10
2,5.16, 5.10, 7,5.16 et 10.16 cellules par ml. Lors de ce premier test, les
concentrations efrura-2 AM [5uM]k et en U-46619 [1uM]utilisées sont basées sur
des valeurs trouvées dans la littératutie et al.,1998 ; Patel et al., 2005).

Comme avec les cellules HEK 293 fiRjuelque soit le ratio du paramétre de
fluorescence mesurée (& Roasa Rsimud NOUS pouvons constater que la relation entre
le nombre de cellules et lintensité de la fluorescence est proportionkédierd
111.29). Nous avons ainsi choisi de travailler avec une concentration decllGies par
millilitres. En effet, cette condition présente une excellente variation du signal
fluorescent. De plus, dans ces conditions deux boites de cellules a confluence permettent
de remplir aisément une plague 96 puits.

111.2.8.3. Détermination de la concentration en Fura-2 AM

Le Fura-2 AM est une sonde ratiométrique. Pour rappel, ces sondes permettent
de quantifier la concentration en calcium libérée suite a la liaison d’'un ligand a un
récepteur lié a une protéine indépendamment de la concentration en sonde, de l'intensité
de l'excitation, duleakageet duphotobleaching de la sond&lyccitelli et al., 1994 ;
Takahashi et al., 1999). Ainsi la concentrationfFema-2 AM n’influencant pas le ratio,
'optimisation de ce parametre ne s’est pas avérée nécessaire. Une recherche
bibliographique a permis de déterminer qu’'une concentratidrueas2 AMde 5 UM est
la plus couramment utiliséXig et al.,1998 ; Patel et al., 2005).

111.2.8.4. Calibration in situ des cellules HYSMC

Pour rappel, la quantification de la concentration intracellulaire en calcium a
partir du signal fluorescent pour une sonde ratiométrique s’effectue en tenant compte du
Kqdéfini comme la concentration a laquelle 50 % de l'indicateur est lié au calcium :

[Ca™"] =K X [i_—m X B

max

La calibration du~ura-2 AMdans les cellules HYSMC a été réalisée de la méme
maniére que la calibration dtluo-4 AMchez les HEK 293 (voir point 111.2.3.4.). Ainsi,
la valeur du kK mesurée est de 358,10 nMidgure 111.30). La valeur duf calculée,
correspondant au ratio des ratios de fluorescence lorsque la sonde est completement
saturée et lorsque la sonde n’est pas liée au calcium, est égale a 20.

[11.2.8.5. Détermination du temps de mesure aprés la stimulation aux
agonistes

Comme pour les autres types cellulaires, le temps nécessaire pour que la
mobilisation du calcium soit maximale est un paramétre important a déterminer. Pour
cela, une stimulation au U-46619 [1 pMlune suspension cellulaire & 5> I&llules par
ml nous a permis d’établir une cinétique de cette mobilisakayufe 111.31). Ainsi, le
pic de stimulation correspondant a la concentration en calcium maximale libérée aprés
stimulation au U-46619 [1 uM]Rstimuie €St atteint 22 secondes apres la stimulation.
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Une cinétiqgue de mobilisation du calcium intracellulaire suite a une stimulation
des HVSMC au 8-iso-PGl-a également été réalisée. Ainsi, le pic de libération des ions
calcium est atteint apres 27 secondes apres la stimulation.

[11.2.8.6. Détermination de la concentration en agoniste a utiliser

La concentration en agoniste utilisée est le dernier paramétre a optimiser afin
d’obtenir une variation des ratios de l'intensité du signal fluoresceniKFasq) suffisante
permettant de détecter un éventuel effet antagoniste des drogues étudiées. Comme pour
les HEK 293 TB, I'optimisation de ce parametre a été réaliséeegeatélaboration de
courbes doses-réponses au U-46619 et au 8-isg;PAiRsi, notre protocole adapté aux
HVSMC a permis la mise en évidence d’'une mobilisation dose-dépendante du calcium
intracellulaire Figure 111.32).

Le tracé obtenu est celui d’'une sigmoide ou les concentrations en agonistes les
plus faibles sont incapables d’induire une mobilisation du calcium. Ce n’est qu’'a partir
d’'une certaine concentration qu’une libération de calcium des réserves cellulaires est
observée. Les concentrations suivantes entrainent une augmentation de la concentration
en calcium mobilisée. Enfin, une stimulation aux concentrations les plus élevé n’entraine
pas d’augmentation de la concentration en calcium libérée.

L’EC’se, défini comme la concentration en drogues nécessaire afin d’inhiber
50% de la mobilisation de calcium intracellulaire maximale, est depfM6{ICoqs: 0,32-
1,16 uM) pour le U-46619 et d&1,38 uM (I1Gs: 0,89-144,40uM) pour le 8-iso-PGE.
Un déplacement de la courbe au 8-iso-ROFers les plus hautes concentrations par
rapport a la courbe au U-46619 a donc été observé indiguant un pouvoir agoniste du 8-
iso-PGFR, plus faible que celui du U-46619. Enfin, nous pouvons constater, sur les deux
courbes, que nous atteignons une phase plateau aux plus hautes concentrations signifiant
que l'effet maximal est atteint. Nous avons choisi comme concentration optimale en
agoniste la premiere concentration atteignant la phase plateau soit 1 uM pour le U-46619,
valeur confirmée par les données de la littératiti&i(et al., 1992) et 100 uM pour le 8-
iISO-PGFR,.

[11.2.8.7. Effet des drogues sur la libération de calcium intracellulaire dans
les cellules HVSMC

L’activité des différents antagonistes suite a une stimulation des cellules
HVSMC par le U-46619 [1 uM]ou par le 8-iso-PGE [100 uM} a été étudiée. Comme
pour les cellules HEK 293, les cellules HVSMC ont été incubées durant 5 minutes en
présence de différentes concentrations en antagoniste avant la stimulation. Pour chaque
drogue, une courbe d’inhibition de la mobilisation du calcium a été établie g} bl

la concentration en antagoniste a laquelle 50% de la mobilisation du calcium
intracellulaire est inhibée, a été déterminée.

Le SQ-29548 et le BM-520 inhibent cette mobilisation du calcium induite aprés
une stimulation des cellules par le U-46619 [1 pM] de faibles concentrations et cet
effet se renforce au fur et a mesure de 'augmentation de la concentration en drogue
utilisé jusqu’a atteindre une inhibition totale. Cependant, les effets du picotamide et du
naftidrofuryl ne commencent a se voir qu'a de fortes concentrations si bien que la
courbe d’inhibition n’est pas totalement étabkeg(re 111.33). Les ICso mesurés pour
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les différentes drogues lors d’'une stimulation par le U-46619 [1-isbt reportés au
niveau du Tableau 1l1.4.

La mobilisation du calcium intracellulaire induite par le 8-iso-RGEO0 uM}
est également inhibée de maniere dose-dépendante en présence des différentes drogues
(Figure 111.34). Les ICso des drogues suite a cette stimulation par le 8-isoP &t
reportées au niveau dableau Il1.4.

Un classement de ces molécules peut donc étre établi sur base du pouvoir a
inhiber la libération du calcium des réserves chez les HVYSMC : SQ-29548 > BM-520 >
naftidrofuryl > picotamide. Ainsi, le picotamide et le naftidrofuryl apparaissent comme
de faibles antagonistes du récepteur TP présent chez les HVYSMC stimulées par le U-
46619 [1 uM} ou par le 8-iso-PGE [100 uMJ par comparaison aux antagonistes forts
et spécifigues comme le SQ-29548 et le BM-520.
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IV. Discussion

V. Discussion

Selon les derniers rapports de 'OMS, les maladies cardiovasculaires sont a
I'origine de prés de 30% des déecés dans le monde. Parmi ces pathologies, les maladies
cardiovasculaires a l'origine d’'une ischémie comme la thrombose et la claudication
intermittente constituent une part importante. Celles-ci sont caractérisées par un
phénomene de vasoconstriction consécutif a une augmentation de la concentration
plasmatique de divers médiateurs comme le TXr6tz et al., 2008; Meru et al.,

2005 : Dogné et al., 2005), le 8-iso-P&zHMeru et al., 2005 ; Loscalzo et Schafer,
2003)et le 5-HT Meru et al., 2005 ; Yoshimi et al., 2001).

L’acide acétylsalicylique utilisé a faible dose dans la prévention des maladies
cardiovasculaires est responsable d’une inhibition de la COX constitutive plaquettaire
(COX-1) et d'une suppression de la synthese de JJKSponsable de I'agrégation
plaquettaire et d'une contraction des cellules musculaires lisses vascuaossef et
al., 2006). Cet effet d’anti-agrégation plaquettaire est par conséquent bénéfique dans les
pathologies cardiovasculaires impliquant des risques thrombotiques. Ainsi, divers
travaux ont montré que la vasoconstriction et lI'agrégation plaguettaire peuvent étre
meédiées par le TXAet les isoprostanes, en particulier le 8-iso-RGEette activation
de l'agrégation plaquettaire est directement responsable de I'augmentation du risque
thromboselennan et al., 2001).

Les isoprostanes exercent leurs activités sur les plaquettes et le tonus vasculaire
via le récepteur TP, notamment lors du processus d’athérogenése et de lésions
vasculaires survenant aprés une ischémie-reperfusiaioly et al., 2000). Le TXAest
impliqué dans I'hypertrophie cardiaque, le développement d'une hypertension et
participe au développement de l'athérosclérdsmr(cois et al.,, 2005 ; Worth et al.,
2005).

Le TXA,, le 8-iso-PGE; et le 5-HT agissent sur des récepteurs spécifiques : le
récepteur TP pour le TXA(BIllington et al., 2003) et le 8-isBGR, (Kumar et al.,
2005) et le récepteur 5-H{ pour le 5-HT Nagatomo et al., 2004). La liaison de ces
meédiateurs chimiques a leur récepteur est responsable d’'une mobilisation du calcium
intracellulaire a l'origine de diverses réponses biologiques comme la contraction des
cellules musculaires lisses responsable de la vasomotrgilténgton et al., 2003 ;
Nagatomo et al., 2004).

Par conséquent, I'étude et le développement de molécules agissant comme
antagonistes au niveau de ces deux récepteurs constituent donc un enjeu
pharmacologique et thérapeutique important. Ainsi, le picotamide (PI&ktidil
antagoniste du récepteur TP et un inhibiteur de la thromboxane synthéaaser( et
al., 2005), est utilisé dans la prévention de la thrombose artéetgé et al., 2005 ;
Gresele et al., 1989, 1990). Le naftidrofuryl (Praxif®nein antagoniste des récepteurs
5-HT,, est quant a lui utilisé depuis plus de 30 dans le traitement de la claudication
intermittente en Europd&arradell & Brodgen, 1996).

En 1988,Verheggenet Schoront montré que le naftidrofuryl était également
capable d'agir sur la contraction de vaisseaux sanguins induite par le U-46619, un
agoniste stable du TXAVerheggen et Schoér, 1988). En outre, cet agent est également
capable de prévenir une agrégation plaquettaire a l'origine d'un thrombus mais
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également d’empécher I'adhésion des plaquettes a la matrice extracelBianad€ll

& Brodgen, 1996). Le naftidrofuryl est une molécule préconisée dans le traitement de
pathologies apparentées a une ischémie liée a une vasoconstriction provoquée par le 5-
HT mais également par le TXAet le 8-iso-PGk. Toutefois, ses effetsu niveau du
récepteur TP n'ont été que trés peu étudiés. La caractérisation pharmacateguinee

et in vitro du naftidrofuryl vis-a-vis du récepteur TP se révele intéressante tant d’'un
point de vue fondamental que d’'un point de vue thérapeutique.

Le caractere antagoniste vis-a-vis du récepteur TP du naftidrofuryl, décrit par
Verheggen et Schpm été confirmé dans des expérieners/ivosur des préparations
aortiques de rats. Les expériences développées dans le cadre de ce travail montrent que
le naftidrofuryl, pré-incubé 5 minutes avec l'aorte, a une concentration de 50 uM est
capable de prévenir une contraction induite par le ZX& 8-iso-PGE;, et le 5-HT.
Cependant, si nous comparons cette activité avec d’autres antagonistes des récepteurs
TP de référence tels le SQ-29548 et le BM-520, nous observons que le naftidrofuryl est
nettement moins actif. Par ailleurs, nous avons montré que le naftidrofuryl était un
antagoniste plus puissant que le picotamide, un composé agissant a la fois comme un
inhibiteur de la thromboxane synthétase et un antagoniste du récepteur TP.

Comme il lI'a été mentionné précédemment, l'existence de différents
diastéréoisoméeres d’un composé peut présenter un intérét pharmaceutique important. De
nombreux exemples ont été décrits montrant |'efficacité supérieure de certains isomeres
optiques ou certains diastéréoisomeresti( et Kothekar, 2006). La présence de deux
carbones asymétriques au niveau de la structure chimique du naftidrofuryl permet
I'existence de quatre diastéréoisomeres. Afin de déterminer si un ou plusieurs de ces
isomeres se révelaient plus actifs, la relaxation d’'une aorte pré-contractée au 5-HT par
les différents diastéréoisomeres a été reéalisée. Il ressort de ces expériences qu’aucun de
ces diastéréoisoméres ne semblent plus actifs que les autres lors de la relaxation.
L'utilisation d’'un mélange non spécifié des différents isoméres a des lors été maintenue.

Il est désormais bien établi que le récepteur TP est couplé a une protéine G de
type aq11. Ce type de protéine G induit une générationgd@Bponsable d’une libération
des ions calcium des réserves cellulaires (réticulum endoplasmique) vers le cytoplasme.
Ainsi, la liaison d’un ligand, comme le TXAu d’'un agoniste synthétigue comme le U-
46619 au récepteur TP entraine l'activation de celui-ci permettant I'échange d’'un GDP
contre un GTP par la sous-unit&de la protéine G et, par la suite, une mobilisatian
calcium intracellulaireBillington et al., 2003).

Le caractere antagoniste du naftidrofuryl a été aussi confirmé dans ce travail sur
des cellules surexprimant une des isoformes du récepteur TP (HEK 2%3 FIEK 293
TPB) et surdes cellules issues de la musculature lisse d'gettésSMC). Ainsi, ce
composé est capable d’inhiber une mobilisation de calcium induite par le U-46619 et le
8-iso-PGFR,. Cependant, l'activité antagoniste demeure relativement faible en
comparaison a celles d’antagonistes de référence comme le SQ-29548 et le BM-520.
Soulignons aussi que le naftidrofuryl est contre toute attente plus puissant que le
picotamide,

Ces deux expériences montrent donc que le naftidrofuryl module I'activité du
TXA; et du 8-iso-PGJ en agissant vraisemblablement via le récepteur TP. En effet, ce
composeé prévient une vasoconstriction induite aprés stimulation par des agonistes
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spécifique du récepteur TP. De méme, une incubation des HVYSMC et des HEKa293 TP
et TPB avec le naftidrofuryl se traduit par une inhibitida la mobilisation du calcium
intracellulaire induite par ces mémes agonistes.

Deux mécanismes moléculaires différents peuvent expliquer ce caractéere
antagoniste. Le naftidrofuryl peut agir de maniere compétitive en se fixant au niveau du
méme site de liaison que celui de I'agoniste empéchant ainsi 'acces de ce dernier a son
site de liaison. Le naftidrofuryl peut également se fixer au niveau d’'un site de liaison
difféerent de celui de I'agoniste provoquant une distorsion allostérique de ce site
réduisant ainsi le nombre de molécules d’agonistes pouvant venir se lier au récepteur.
Bien qu'il soit impossible a déterminer le site liaison du naftidrofuryl au niveau du
récepteur TP, cette molécule semble agir de maniére réversible. Ainsi, la liaison du
naftidrofuryl au récepteur TP, au méme site de liaison que les agonistes ou a un site
différent, limite l'accés du site de liaison du U-46619 et du 8-iso,RCEette
diminution d’activation du récepteur se traduit logiquement par une libération des ions
calcium du réticulum endoplasmique moins importante avec pour conséguence un
phénomeéne de vasoconstriction moindtade et al., 1999). Des études de binding avec
un produits radiomarqué (ex’H]SQ-29548) permettraient d'étudier plus en détail
I'affinité de nos molécules pour le récepteur TP. Néanmoins, ce type d'étude ne
renseigne pas du caractére antagoniste ou agoniste potentiel des drogues évaluées.

La faible activité pharmacologiqua vitro du picotamide fat pour la premiére
fois rapportée paGreseleen 1989. Son équipe démontra que les effets du picotamide
sur I'agrégation plaquettaire et sur la métabolisation de l'acide arachidonique ne sont
détectés gu'a de hautes concentratidBsegele et al., 1989, 1990). Nos expériences
nous permettent de confirmer que ce composé posséde une trés faible activité
antagoniste vis-a-vis du récepteur TP aussi bien sur musculatures lisses vasculaires
isolées que sur les cellules dans les mesures de mobilisation de calcium. Cependant, le
picotamide a démontré son efficacité dans divers modeles animaux de thrombose
lorsqu’il était administré par voie orale. Cette activité s’explique par un effet plus
marqué d’inhibition de la thromboxane synthétase et par conséquent de la synthese de
TXA, (Gresele et al., 1989, 1990). Le picotamide est dés lors plus proche
pharmacologiquement de l'acide acétylsalicylique utilisé a faible dose pour inhiber la
COX-1 plaquettaire et prévenir la production de BXAIn des inconvénients de ce
mécanisme d’inhibition direct (thromboxane synthétase) ou indirecte (cyclooxygénase-
1) de la production de TXAest que les récepteurs TP peuvent toujours étre activés par
les isoprostanes générés également dans le cadre d’'un stress oxydatif rencontré dans
I'athérosclérose ou la claudication intermittente (Dogné et al. 2005). Par conséquent,
I'utilisation d’antagonistes puissants du récepteur TP s’avere particulierement
intéressante. Ainsi, le BM-520, molécule originale synthétisée par le professeur Jean-
Michel Dogné, a démontré un comportement antagoniste vis-a-vis du récepteur TP en
relachant une aorte de rat pré-contractée par le U-46619 et par le 8-igofR@iR et
al., 2007). Nos resultats montrent également que le BM-520 est également capable de
prévenir une vasoconstriction induite par le U-46619 et le 8-isgP&Finhibant la
libération des ions calcium du réticulum endoplasmique résultant de I'activation du
récepteur TP. De plus, nos résultats montrent que ce composé n'est pas capable de
prévenir une contraction aortique induite par le 5-HT démontrant que le BM-520 semble
étre spécifique au récepteur TP. Nos résultats suggerent qu’'a concentrations identiques
le BM-520 exerce des effets antagonistes plus faibles que le SQ-29548 suggérant une
activité moins importante que celle du SQ-29548. De méme, nos observations montrent
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que la concentration en BM-520 nécessaire permettant de prévenir une contraction
induite par le U-46619 ou le 8-iso-P&fest plus importante que celle du SQ-29548. De
plus, les valeurs d’l§; obtenues, définies comme la concentration nécessaire afin
d’inhiber 50% de la mobilisation du calcium intracellulaire suite a une stimulation par
un agoniste du récepteur TP, lors des expériences de mobilisation de calcium sont plus
importantes pour le BM-520 que pour le SQ-29548. Ces résultats confirment donc les
observations faites paRolin et al. suggérant que le BM-520 posséde un pouvoir
antagoniste plus faible que celui du SQ-295R8li6 et al., 2007). Néanmoins, nos
travaux montrent aussi que le BM-520 s’avere plus puissant que le picotamide et le
naftidrofuryl.

D’un point de vue plus fondamental, le U-46619 et le 8-iso-R@®duisent une
vasoconstriction et une mobilisation du calcium intracellulaire maximales équivalentes
indiquant des niveaux comparables en terme d’efficacité. Cependant, la puissance
(pouvoir agoniste vis-a-vis du récepteur TP) est plus faible pour le 8-isg:FEBFeffet,
la concentration nécessaire pour induire une contraction aortigue maximale et/ou une
mobilisation du calcium intracellulaire maximale est beaucoup plus élevée pour le 8-iso-
PGR,. Cette difféerence d’activité pourrait s’expliquer par I'existence d'un récepteur
spécifiqgue aux isoprostanes. AinBijkunaga et al. suggerent I'existence de récepteurs
aux isoprostanes présentant des similarités de structure avec le récepteukuriaga
et al., 1993, 1997). Cette hypothése est malheureusement impossible a confirmer dans le
cadre de nos travaux car aucun antagonistes inhibant spécifiquement l'activité des
isoprostanes n’existent actuelleme®aifnetz et al., 2000). Cependant, nos résultats
suggerent qu’'une prévention d’une contraction aortique, induite par le 8-isQ;Pélt
étre obtenue apreés I'ajout d’antagonistes spécifiques du récepteur TP comme le BM-520
et le SQ-29548. De méme, l'utilisation de ces mémes antagonistes permet la relaxation
d’'une aorte pré-contractée de rRolin et al., 2001, 2007). Prises dans leur ensemble,
ces données supportent I'hypothese que le 8-isoxP&He U-46619 agissent via le
récepteur TP.

De plus, les résultats obtenus lors de linhibition de la libération du calcium
intracellulaire montrent également que l'utilisation du SQ-29548 ou du BM-520 sur les
cellules HEK 293 TR et TH3, cellules surexprimant I'une ou l'autre isoformehibe
une mobilisation du calcium induite aprés activation des récepteurs TP par le 8-iso-
PGFR,,. Kinsella observa les mémes effets apres utilisation du SQ-29548 chez les HEK
293 TRy stimulée au 8-iso-PGE-démontrant également que le 8-iso-R&#5t capable
d’agir via le récepteur TPK(nsella et al., 1997). Cependant, bien que le 8-iso-RPGF
peut activer le récepteur TP, il reste un ligand considérablement moins puissant que le
U-46619.

En conclusion, si nos résultats ne nous permettent pas de nous prononcer quant a

I'existence d’'un récepteur spécifique aux isoprostanes, ils appuient I'hypothese selon
laquelle il existerait des interactions entre le récepteur TP et le 8-iscaPGF2
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V. Conclusion et perspectives

Le naftidrofuryl est un antagoniste des récepteurs b-d¢dmmercialisé depuis
plus de 30 ans comme agent thérapeutique chez des patients atteints de claudication
intermittente. En 1988/erheggen et Sch@nt montré que ce composé avait également
un effet sur la vasoconstriction induite par le TXA4hénoméne jouant un réle
important dans des pathologies telles que la thrombose et la claudication intermittente.
Au cours de ce travail, nous avons évalué en détail cette activité pharmacologique par
diverses expérience&x vivo ein vitro sur les récepteurs TP présents sur la musculature
lisse vasculaire et sur les plaquettes.

La liaison du 5-HT au récepteur 5-bhTest responsable d’'une vasoconstriction.
Ce phénomeéne peut étre inhibé en présence d’'un antagoniste du récepteur 5-HT
comme le naftidrofuryl (Verheggen et Schoér, 1993). Nos résultats ont également montré
gu’une incubation de 5 minutes d’'une aorte de rat en présence de naftidrofuryl permet
de prévenir ce phénoméne la ou un antagoniste du récepteur TP comme le picotamide se
révele inefficace.

Le TXA, agissant via le récepteur TP induit également la vasoconstriction.
L'identification de composés présentant un caractere antagoniste vis-a-vis du récepteur
TP s'avere des lors intéressant. Ainsi, le naftidrofuryl confirme son caractere
antagoniste par sa capacité a prévenir une vasoconstriction induite par le U-46619 et le
8-iso-PGH,. Cependant, cet effet est relativement faible comparé au SQ-29548 et BM-
520, deux antagonistes puissants et spécifiques du récepteur TP.

La mise au point d’un protocole permettant d’étudier la mobilisation du calcium
intracellulaire résultant de I'activation du récepteur TP nous a permis également de
démontrer que le naftidrofuryl est capable d’agir a la fois sur l'isofereiel'isoforme
B du récepteur TP, surexprimée de maniére stablenstitutive chez des HEK 293. Ce
composeé est également capable d’'inhiber une mobilisation du calcium intracellulaire
induite apres stimulation des cellules par le U-46619 et au 8-isg;PGdite affinité et
cette inhibition restent malgré tout relativement faibles en comparaison au SQ-29548 et
au BM-520. Nous pouvons également conclure de ces expériences gue ces COmposes ne
présentent pas de sélectivité vis-a-vis de Il'une ou lautre isoforme.
L’inhibition de la mobilisation de calcium intracellulaire chez les HVSMC, cellules
issues de la musculature lisse d’aorte humaine, a également été étudiée et a montré que
le naftidrofuryl était également capable d’inhiber cette libération de calcium induite par
le U-46619 et le 8-iso-PGE L'effet du naftidrofuryl reste relativement modéré en
comparaison aux du SQ-29548 et du BM-520.

Le naftidrofuryl prévient donc la vasoconstriction en se liant a la fois au niveau
des récepteurs TP et des récepteur 55HCTette diminution d’activation du récepteur
est & son tour responsable d'une diminution de la génératiop etlldonc d'une
diminution de la libération des ions calcium du réticulum endoplasmique avec pour
conséquence un phénomene de vasoconstriction moindre.

Le naftidrofuryl possédant deux carbones asymétriqgues, l'activité
pharmacologique des quatre diastéréoisomeres séparés était intéressante a étudier. Dans
le modele de relaxation d’aorte pré-contractées au 5-HT nous avons établi que ces
diastéréoisomeres possédaient une activité myorelachante semblable.
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En outre, ce travail a également permis de confirmer le caractére antagoniste du
BM-520 mis en évidence p&olin et al, en montrant que cette molécule est également
capable de prévenir une vasoconstriction induite par le U-46619 et le 8-isp-©tGF
d’inhiber une mobilisation du calcium intracellulaire induite par ces mémes agonistes.
Cependant, le BM-520 se réveéle inefficace lorsqu’il s'agit de relacher une aorte pré-
contractée par le 5-HT ce qui témoigne de sa sélectivité vis-a-vis du récepteur TP.

Enfin, notre travail ne permet pas de nous prononcer quant a I'existence d’un
hypothétique récepteur spécifique aux isoprostanes proposéelparaga et al Nos
résultats appuient néanmoins I'hypothése selon laquelle il existerait des interactions
entre le récepteur TP et le 8-iso-B{FAinsi, nous avons démontré que le 8-iso-RGF
présente une affinité pour les deux isoformes du récepteur TP en induisant une
mobilisation du calcium intracellulaire. De plus, une incubation en présence
d’antagonistes spécifiques du récepteur TP permet a la fois de prévenir une
vasoconstriction et une mobilisation du calcium intracellulaire induite par le 8-iso-
PGFk.

D’autres études seraient intéressantes a mener sur base des résultats obtenus lors
de ce travail. Ainsi, le TXA étant un inducteur de l'agrégation plaquettaire, le
naftidrofuryl pourrait également inhiber une agrégation plaquettaire induite par le U-
46619 et/ou le 8-iso-PGE Cet effet pourrait étre étudié lors d'expériences
d’agrégation plaquettaire sur plasma riche en plaquettes d’origine humaine.

Nous avons démontré que le naftidrofuryl constituait un antagoniste potentiel du
récepteur TP iwitro. Cette molécule pourrait donc étre évaluée dans divers maaeéles
vivo de pathologies cardiovasculaires telles que I'athérosclérose chez la souri§”APO E
ou LDLR” et la thrombose artérielle.

Afin de caractériser au mieux le mécanisme responsable du comportement
antagoniste du naftidrofuryl, des expériences de modélisation permettraient de
déterminer si ce composeé se lie au récepteur TP via le méme site de liaison que le
TXA,. En outre, des études d®nding permettraient de déterminer I'affinité du
naftidrofuryl pour ce récepteur.
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|. Introduction
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Figure 1.1 : Structure chimique de I'acide arachidonique

Figure 1.2 : Cascade de I'acide arachidonique a 'origine des prostanoides, des leucotriénes et des
époxydes
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Figure 1.3 : Voie des cyclooxygénases a l'origine des prostanoides
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Figure 1.4 : Structure chimique du thromboxane A,
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Figure 1.5 : Dégradation du thromboxane A, en TXB,, 11-déhydroTXB, et 2,3-dinorTXB,

Figure 1.6 : Dés sa liaison a I'agoniste, le récepteur change de conformation, ce qui constitue un signal
pour I'acquisition d’'un GTP par la sous-unité a (ag) qui se dissocie alors du complexe formé par les
sous unités B et y. La sous-unité a active 'effecteur phospholipase C libérant les messagers
secondaires : inositol-3-phosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). L'IP5 en se fixant sur son récepteur
permet la mobilisation du calcium intracellulaire. Le DAG resté ancré a la membrane, et le calcium
sont a l'origine de I'activation et de la translocation en membrane de la protéine kinase C.
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Figure 1.7 : Génération des isoprostanes
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Figure 11.1 : Représentation schématique du matériel utilisé lors des expériences ex vivo



1. Résultats
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Figure 111.1 : Courbes doses-réponses obtenues sur aorte de rat aprés stimulation par des
concentrations croissantes en U-46619 et le 8-iso-PGF,.
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Figure 111.2 : Exemple de tracé représentant I'évolution de la tension en fonction du temps apreés I'ajout
de concentrations croissantes en U-46619.



U-46619 8-1s0-PGF2« 5-HT

contréle (véhicule 5,71 nM 0,33 uM 1,74 uM
(ICos: 4,55-7,17 nM) (ICes5: 0,26-0,41 M) (1,47-2,05 pM)

SQ-29548 10 nM 105,00 nM 5,28 uM 2,36 uM
(ICos5: 98,09-113,50 nM) (ICes: 5,02-5,55 uM) (1,76-3,15 uM)

BM-520 1 pM 91,22 nM 11,88 uM 1,34 uM
(ICos5: 63,66-130,70 nM) | (ICes: 10,40-13,57 uM) (0,86-2,10 uM)

picotamide 50 pM 18,86 nM 3,25 uM 3,74 uM
(ICes: 13,52-26,31 nM) (ICos: 3,06-3,44 uM) (2.62-5,33 uM)

naftidrofuryl 50 pM 60,22 nM 3,37 uM 14,24 uM

(ICes: 41,87-86,61 nM)

(ICos: 3,02-3,73 UM)

(0,96-211,30 pM)

Tableau IIl.1 : Tableau reprenant les valeurs d’ECs, déterminées a partir des courbes doses-réponses
obtenues apres I'ajout de concentrations croissantes en agoniste du récepteur TP (U-46619, 8-iso-
PGF,,) ou en agoniste du récepteur 5-HT,4 (5-HT) en présence ou en absence (véhicule) de différents
antagonistes du récepteur TP (SQ-29548, picotamide, BM-520) ou d’antagoniste du récepteur 5-HTp
(naftidrofuryl) pré-incubés avec I'aorte. Les résultats sont exprimés en moyennes suivies des
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Figure 111.3 : Courbes doses-réponses obtenues sur aorte de rat aprés stimulation par des
concentrations croissantes en U-46619 en présence de picotamide 50 uM pré-incubé avec I'aorte 5
minutes ou 15 minutes.
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Figure 111.4 : Courbes doses-réponses obtenues sur aorte de rat aprés stimulation par des
concentrations croissantes en U-46619 en présence ou non (véhicule) de différents antagonistes du
récepteur TP (SQ-29548, picotamide, BM-520) ou d’antagoniste du récepteur 5-HT,, (naftidrofuryl).
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Figure 1.5 : Courbes doses-réponses obtenues sur aorte de rat apres stimulation par des
concentrations croissantes en 8-iso-PGF,, en présence ou non (véhicule) de différents antagonistes
du récepteur TP (SQ-29548, picotamide, BM-520) ou d’antagoniste du récepteur 5-HT,p

(naftidrofuryl).
1004
— 801
$ )
= 604 —— controle
'é 1 - 50Q-29548 10nM
k& 40+ —+ picotamide 50uM
20_- —+ naftidrofuryl 50uM
. — BM-520 1uM
G ' ' I I 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
log[5-HT]

Figure 111.6 : Courbes doses-réponses obtenues sur aorte de rat apres stimulation par des
concentrations croissantes en 5-HT en présence ou non (véhicule) d’un antagoniste du récepteur 5-
HT,a (naftidrofuryl) ou de différents antagonistes du récepteur TP (SQ-29548, picotamide, BM-520).



Figure 111.7 : Structure chimique du naftidrofuryl. Les étoiles indiquent montrent la position des deux
carbones asymétriques.
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Figure 111.8 : Courbes doses-réponses des quatre diastéréoisomeéres du naftidrofuryl obtenues sur
aorte de rat contractée au préalable par le 5-HT a 2 uM.
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Figure 111.9 : Exemple de tracé représentant I'évolution de la tension en fonction du temps lors de la
relaxation de I'aorte préalablement contractée au 5-HT [2 uM]z au moyen de concentrations
croissantes en diastéréoisomere du naftidrofuryl (ici 2R,2'R).



Tableau 1.2 : Tableau reprenant les valeurs d’ICs, déterminées a partir des courbes doses-réponses
des quatre diastéréoisomeéres du naftidrofuryl obtenues sur aorte de rat contractée au préalable par le
5-HT a 2 uM. Les résultats sont exprimés en moyennes suivies des intervalles de confiance a 95%

(n=3).

Niveau d’excitation

EC50 IC95
2R,2’S 236 nM 141-395 nM
2S,2’R 338 nM 163-700 nM
2R,2’R 738 nM 389-1397 nM
2S5,2’S 291nM 175-483 nM

Excitation I

D/ss,'p atiop,

Emission

Figure 111.10 : Origine de la fluorescence
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Figure 111.11 : Principe de loading d'une sonde fluorimétrique a I'intérieur d’'une cellule. Exemple du
Fluo-4 AM
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Figure 111.12 : Structure chimique du Fluo-4 AM
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Figure 111.13 : Effet du nombre de cellules sur le signal fluorescent émis par les HEK 293 TP
stimulées au U-46619 [1 uM]:. Les valeurs des F,, ont été soustraites aux valeurs des Fbasal,
Fstimulé et Fmax (n=1).
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Figure 111.14 : Effet de la concentration en Fluo-4 AM sur le signal fluorescent émis par les HEK 293
TPB (5.10° cellules/ml) stimulées au U-46619 [1 pM]x. Les valeurs du Fn;, ONnt soustraites aux valeurs
des autres parameétres de fluorescence. Graphique représentant les moyennes avec les écarts-types

exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.15 : Détermination in situ du K4 du Fluo-4 AM dans les cellules HEK 293 TPB (5.10°
cellules/ml). Graphique représentant les moyennes avec les écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.16 : Cinétique de mobilisation du calcium dans les cellules HEK 293 TP stimulées au U-
46619 [1 uM]: et au 8-is0-PGF,, [100 uM]g. Graphique représentant les moyennes avec les écarts-
types exprimés en SD (n=2).
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Figure 111.17 : Effet de différentes concentrations en U-46619 et en 8-1so-PGF,, sur la mobilisation du
calcium intracellulaire dans les cellules HEK 293 TP (. Graphique représentant les moyennes avec
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Figure 111.18 : Effet des drogues sur la mobilisation du calcium intracellulaire dans les cellules HEK
293 TP stimulée par le U-46619 [1uM]:. Graphique représentant les moyennes avec les écarts-types

exprimés en SD (n=3).

HEK 293 TPg HEK 293 TPa
U-46619 8-iso-PGF2 U-46619 8-iso-PGF2
SQ-29548 98,95 nM 21,60 nM 17,27 nM 17,75 nM
(IC95: 72,44-135,20 nM) (IC95: 76,70-191,60 nM) (IC95: 12,67-23,55 nM) (IC95: 11,37-27,69 nM)
BM-520 602,50 nM 121,20 nM 301,50 nM 117,30 nM
(IC95: 471,30-770,2 nM) (IC95: 76,70-191,60 nM) (IC95: 206,80-439,50 nM) (IC95: 48,32 -284,60 nM)
Picotamide 4,45 mM 7,33 mM 8,60 mM 7,06 mM
(IC95: 3,16-6,27 mM) (IC95: 6,23-8,63 mM) (IC95: 7,69-9,61 mM) (IC95: 5,86-8,52 mM)
Naftidrofuryl 3,72 mM 4,39 mM 1,47 mM 1,87 mM
(IC95: 2,84-4,89 mM) (IC95: 3,40-5,65 mM (IC95: 0,99-21,71 mM) (IC95: 0,83-4,24 mM)

Tableau 1.3 : Valeurs des ICxy obtenus lors de I'étude de I'effet des drogues sur I'inhibition de la
mobilisation de calcium dans les cellules HEK 293 TPa et TPB. Valeurs exprimées en moyennes
suivies des intervalles de confiance a 95% (ICgs) (n=3).
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Figure 111.19 : Effet des drogues sur la mobilisation du calcium intracellulaire dans les cellules HEK
293 TP stimulée par le 8-1so-PGF,, [100 uM]:. Graphique représentant les moyennes avec les
écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.20 : Détermination du K4 du Fluo-4 dans les cellules HEK 293 TPa. (5.106 cellules/ml).
Graphique représentant les moyennes avec les écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.21 : Cinétique de mobilisation du calcium dans les cellules HEK 293 TPa stimulées au U-
46619 [1 uM]: et au 8-1s0-PGF,, [100 uM]:. Graphique représentant les moyennes avec les écarts-
types exprimés en SD (n=2).
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Figure 111.22 : Effet de différentes concentrations en U-46619 et en 8-1so-PGF,, sur la mobilisation du
calcium intracellulaire dans les cellules HEK 293 TPa. Graphique représentant les moyennes avec les
écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.23 : Effet de différentes drogues sur la mobilisation du calcium intracellulaire induite suite a
I'activation du récepteur TPa par le U-46619 [1 uM]e. Graphique représentant les moyennes avec les
écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.24 : Effet de différentes drogues sur la mobilisation du calcium intracellulaire induite aprés
I'activation du récepteur TPa par le 8-1so-PGF,, [100 uM]r. Graphique représentant les moyennes
avec les écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.25 : Effet de la concentration en Fluo-4 AM (caractére standard) et du nombre de cellules
(caractere en gras ) sur le signal fluorescent émis par les HYSMC stimulées au U-46619 [1 uM]:. Les
valeurs du F,, ont été retirées aux valeurs des autres parametres de fluorescence. Graphique
représentant les moyennes avec les écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.26 : Etude de la distribution cellulaire du Fluo-4 AM (5 uM) dans les cellules HEK 293 TP et
les HYSMC (5.10° cellules/ml) (n=1).
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Figure 111.27 : Etude du leakage du Fluo-4 AM (5 uM) dans les cellules HEK 293 TP et les cellules
HVSMC (1.10° cellules/ml). Graphique représentant les moyennes avec les écarts-types exprimés en

SD (n=3).
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Figure 111.28 : Structure chimique du Fura-2 AM
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Figure 111.29 : Effet du nombre de cellules sur le signal fluorescent émis par les cellules HYSMC
stimulées au U-46619 [1 uM]: et incubées au Fura-2 AM [5u M]e. Les valeurs du F,, ont été
soustraites aux valeurs des autres parametres de fluorescence. Graphique représentant les

moyennes avec les écarts-types exprimés en SD (n=3).
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Figure 111.30 : Détermination du Kyqdu Fura-2 dans les cellules HYSMC. (5.105 cellules/ml). Graphique
représentant les moyennes avec les écarts-types exprimés en SD (n=3)
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Figure 111.31 : Cinétique de mobilisation du calcium dans les cellules HYSMC stimulées au U-46619 [1
MM]r et au 8-1so-PGF,, [100 uM]:. Graphique représentant les moyennes avec les écarts-types
exprimés en SD (n=2).
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Figure 111.32 : Effet de différentes concentrations en U-46619 et en 8-Iso-PGF,, sur la mobilisation du
calcium intracellulaire dans les cellules HYSMC. Graphique représentant les moyennes avec les
écarts-types exprimés en SD (n=2).
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Figure 111.33 : Effet de différentes drogues sur la mobilisation du calcium intracellulaire induite suite a
la stimulation des cellules HVSMC par le U-46619 [1 uM]:. Graphique représentant les moyennes
avec les écarts-types exprimés en SD (n=3).

HVSMC
U-46619 8-iso-PGF2
SQ-29548 86,58 nM 50,10 nM
(IC95: 61,29-122,30 nM) (IC95: 16,64-150,80 nM)
BM-520 259,8 nM 90,33 nM
(I1C95155,90-432,80 nM) (IC95: 55,11- 148,10 nM)
Picotamide 6,79 mM 5,89 mM
(IC95: 4,89-9,44 mM) (IC95: 3,52-9,85 mM)
Naftidrofuryl 1,92 mM 2,07 mM
(IC95: 0,27 -13,54 mM) (IC95: 1,18-3,62 mM

Tableau IIl.4 : Valeurs des ICsy obtenus lors de I'étude de I'effet des drogues sur I'inhibition de la
mobilisation de calcium dans les cellules HYSMC. Valeurs exprimées en moyennes suivies des
intervalles de confiance a 95% (ICgs) (n=3).
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Figure 111.34 : Effet de différentes drogues sur la mobilisation du calcium intracellulaire induite suite a
la stimulation des cellules HYSMC par le 8-iso-PGF,, [100 uM]:. Graphique représentant les
moyennes avec les écarts-types exprimés en SD (n=3).
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