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RESUME

Caractérisation pharmacologique des récepteurs des kinines et des neurokinines chez la
souris.

Par

Suzanne Nsa Allogho
Département de Pharmacologie

Mémoire présenté à la faculté de Médecine en vue
de l'obtention du grade de Maître ès Sciences (M. Se.)

Une étude systématique a été effectuée dans divers segments de l'intestin (duodénum,
estomac, iléon, côlon, caecum) et du tractus urogénital (vessie, vas deférens non stimulé) de souris
dans le but d'identifier les tissus qui sont sensibles à divers peptides vasoactife notamment les kinines
et les neurokinines. L'estomac de souris possède des sites fonctionnels Bi et B2 des kinines et NK-1 et
NK-2 des neurokinines. La vessie s'avère être tm tissu plus sélectif ne contenant que les sites B2 des
kinines et NK-2 des neurokinines. Les réponses myotropes véhiculées par les récepteurs B| sont
lentes et réversibles comparativement aux réponses induites par l'activation des récepteurs B2 Afin
de procéder à une caractérisation pharmacologique des récepteurs aux kinines et neurokinines, deux
critères de Schild ont été utilisés, à savoir l'ordre de puissance des agonistes (PD2) et les affinités
apparentes des antagonistes (PA2).

L'ordre de puissance des agonistes sur les récepteurs B2 de l'estomac et de la vessie de souris
est LysBK= BKè [Hyp^]BK> [Aib']BK»>desArgfBK, LysdesArg^BK. L'ordre de puissance des
agonistes sur le récepteur Bi de l'estomac de souris est LysdesArg'BK= desArg'BK=
Sar[DPhe^]desArg'BK, alors que la BK et les autres agonistes B2 sont inactiÊ. Ces résultats
indiquent que le récepteur B2 de souris est identique à celui de lapin et que le récepteur Bj est
différent de celui du lapinât de l'homme. Les antagonistes B2 et JBi de la première génération tel que
respectivement le DArg[Hyp^,DPhe^, Leu^JBK et le Lys[Leu^]desArg^K, agissent comme des
agonistes partiels et montrent des activités agonistes résiduelles importantes (oES 0.5). L'ordre de
puissance des antagonistes sur le récepteur B2 de souris est : HOE 140à FR-173657^ DArg[Hyp^,
DPhe', Leu^]BK> DArg[Hyp^, DPhe']BK» WIN 64338 . Cet ordre est semblable à celui établi sur
le récepteur B2 de lapin (insensibilité au WIN 64338). Par contre, l'ordre de puissance établi sur le
récepteur Bi de la souris indique que ce dernier est différent de celui du lapin et montre ime affinité
semblable envers les trois antagonistes: [Leu*]desArg'BK= Lys[Leu*]desArg'BK= AcLys[DpNal\
Ue^ldesArg'BK (R-715). Deux nouveaux composés ont été particulièrement caractérisés dans cette
étude, notamment le FR 173657 (un antagoniste non peptidique des récqrteurs B2) et le R-715 (un
antagoniste du récepteur Bi obtenu dans nos laboratoires suite atix modifications des structures des
antagonistes classiques du récepteur Bi). Grâee à leurs faibles activités agonistes résiduelles (aE= 0-
0.16) et leirrs fortes affinités (pA2 entre 7.00 et 8.00), ces deirx antagonistes s'avèrent être les
composés de choix pour l'étude des récepteurs Bi et B2 des kinines chez la souris.

- Les récepteurs NK-1 et NK-2 des neurokinines ont aussi été étudiés sur l'estomac de la
souris; l'ordre de puissance des agonistes mesuré sin cette préparation est le sirivant: Ac[Arg®, Sar^,
Met(02)"]SP (6-11) > NKA > SP> [p-Ala']NKA (4-10)> NKB> [MePhe'jNKB. Par contre, sur le
récepteirr NK-2 de la vessie de souris, l'ordre de puissance des agonistes s'établit comme suit: NPy>
NKA> [p-Ala'^JNKA (4-10)»>SP, Ac[Arg^ Sar®, Met(02)"]SP (6-11), [MePhe'jNKB. Afin de
caractériser d'avantage les récepteurs NK-1 et NK-2 de la souris, nous avons testé des antagonistes.
L'ordre de puissance des antagonistes des récepteurs NK-1 (RP-67580 >CP-99994) et NK-2 (MEN-
10627 > R-396) de souris suggère que le récepteur NK-1 est similaire à celui du rat, alors que le
récepteur NK-2 est identique à celui du lapin.
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1- INTRODUCTION

1-1 LES KININES

Les kinines sont des peptides naturels dont le plus connu est le nonapeptide

bradykinine (BK). Les kinines résultent de l'hydrolyse de deux substrats (kininogènes)

par au moins deux protéases à sérine, les kallicréines plasmatique et tissulaire. Les

kinines sont métabolisées par de nombreuses kininases, dont la plus connue, la

kininase II, n'est autre que l'enzyme de conversion de l'angiotensine I.

1-1.1 Biosynthèse et dégradation

Pendant de nombreuses années, on a distingué deux systèmes kinine-

kallicréine: un plasmatique et un tissulaire. En fait, il n'existe que deux enzymes

kallicréines qui présentent des localisations, des propriétés physico-chimiques et

fonctionnelles bien distinctes (Bhoola et al., 1992): la kallicréine plasmatique (MM:

60kDa) S3mthétisée par le foie, et les kallicréines tissulaires (MM entre 24 et 48 kDa)

principalement synthétisées par le pancréas, le rein, l'intestin, le cerveau, les glandes

sous-maxillaires et sudoripares. La kallicréine plasmatique est codée par un seul gène,

alors -que les kallicréines tissulaires appartiennent à une famille multigénique et sont

codées par plusieurs gènes, localisés chez l'homme sur le chromosome 19 (Clements,

1989). Toutes deux hydrolysent, avec des affinités différentes, le kininogène de haut

et de bas poids moléculaire. Les kininogènes de haut et de bas poids moléculaire,

synthétisés dans le foie, proviennent de l'épissage alternatif d'un seul gène (Bhoola et

al., 1992) et présentent des variations de séquence en fonction des espèces. En

conséquence, on observe également des variations interspécifiques dans la séquence

peptidique des kinines. Chez l'homme et le boeuf, existent deux kinines principales: la



peptidique des kinines. Chez l'homme et le boeuf, existent deux kinines principales; la

kallidine ou lys-bradykinine (lys-BK) qui est un décapeptide natif issu de l'action de la

kallicréine tissulaire, la bradykimne (BK) qui est un nonapeptide (Arg-Pro-Pro-Gly-

Phe-Ser-Pro-Phe-Arg), issue de la kallicréine plasmatique. Chez le rat, on trouve aussi

une kinine spécifique du rat, la Ile-Ser-BK, aussi appelé T-kinine(Bhoola et al., 1992).

Celle-ci est libérée à partir d'un kininogène (le t-kininogène), identifié seulement chez

le rat et hydrolysable uniquement par la trypsine (Bhoola et al, 1992).

La demi-vie plasmatique des kinines est estimée à environ 15 secondes. Les

principales enzymes dégradant les kinines sont la kininase I, également cormue sous le

nom de carboxypeptidase N ( CPN dans le plasma ) ou encore carboxypeptidase

M ( CPM sur la membrane plasmique). Ces enzymes libèrent la desArg^K à partir de

la BK et la LysdesArg^K à partir de la kallidine: les deux fi'agments sont

biologiquement actif. La kininase II, plus connue sous le nom d'enzyme de conversion

de l'angiotensine I, dégrade les kinines en fi-agments BKl-7 et LysBKl-7 qui sont

inactifs, la kininase II assure également la conversion de l'angiotensine I en

angiotensine II. Cette enzyme de conversion a une plus grande affinité pour la BK que

pour l'angiotensine I (Jaspard et al, 1993).

La rapidité d'inactivation des kinines par les kininases, laisse supposer que les

concentrations des kinines qui sont présentes dans la circulation ne seraient suffisantes

à activer les récepteurs éloignés. Ainsi s'est dessiné un concept d'action locale de type

autocrine ou paracrine. Au niveau vasculaire, un ensemble de travaux suggère que la

cellule endothéliale serait capable de produire de la BK (Bhoola et al, 1992; Corvol

et al, 1993). Ces cellules favoriseraient la production de BK, grâce à la présence de

sites de fixation du kininogène, sur lequel les kallicréines plasmatiques agiraient



(Hasan et al., 1994). La BK serait ainsi libérée à proximité des récepteurs de

l'endothélium, probablement en quantité suffisante pour leur activation.

1-1.2 Hétérogénéité des récepteurs des klnines

l-1.2a Données pharmacologiques

En 1980, D. Regoli et J. Barabé (Regoli et ai, 1980) proposaient l'existence

de deux récepteurs de la BK sur des bases exclusivement pharmacologiques, à savoir,

l'ordre de puissance des agonistes BK et desArg^BK sur l'aorte (desArg'BK> BK) et la

veine jugulaire (BK> desArg^BK) de lapin, et le profil pharmacologique de l'antagoniste

[Leu*]desArg^K sur ces deux tissus (inactif sur la veine jugulaire et puissant sur l'aorte de

lapin); Par la suite, grâce aux nombreuses études de structure-activité sur la

contraction de différentes préparations vasculaires, ces auteurs distinguèrent deux

types de récepteurs, qu'ils nommèrent Bi et B2 (B désignant la bradykinine).

Récepteurs de type Bi

Le récepteur Bi, d'abord identifié sur l'aorte et la veine mésentérique de lapin,

est activé préférentiellement par la desArg^K mais également par la BK avec une

moindre efficacité, en fait, la BK perd cet effet en présence de mergetpa, un inhibiteur

de la carboxypeptidase N ou M. Pendant de nombreuses années, le récepteur Bi est

apparu comme une curiosité d'espèces n'ayant été étudié que sur l'aorte de lapin.

Cependant, une expression de ce type de récepteur est souvent retrouvée dans des

conditions physiopathologiques sur différents types cellulaires (muscles lisses,

fibroblastes, macrophages, lymphocytes T ...etc.). La synthèse de ce type de récepteur

est activée suite à une infection bactérienne, ou par certains traumatismes causés aux



tissus (Marceau et Regoli, 1991). En effet, la synthèse de novo des récepteurs Bi a été

reportée d'abord in vitro (suite à une incubation (37°C) prolongée des bandelettes

d'aorte isolé de lapin) (Regoli et al., 1977, Regoli et al., 1978), puis in vivo après un

traitement des animaux avec la lipopolysacharide (EPS) bactérienne (Regoli et al.,

1981) et dans les modèles d'arthrite chez les animaux (Farmer et al., 1991). Les

études in vitro suggèrent l'implication des cytokines, telles que l'interleukine-l (IL-1)

et IL-2, comme les médiateurs qui induisent l'expression des récepteurs Bi (Deblois et

al., 1988, Deblois et al., 1989). Ainsi, l'activation des récepteurs Bi sur les

macrophages de souris provoque la libération des cytokines (Burch et al., 1989,

Tififany et al., 1989). Récemment, il a été montré que le [Leu^JdesArg^K, un

antagoniste des récepteurs Bi, réduit significativement l'hyperalgésie dans les modèles

d'inflammation chronique chez les animaux (Dray and Perldns, 1993; Perlons and

Kelly, 1993; Perldns et al., 1993), ce qui est une évidence de l'implication des

récepteurs Bi dans la pathophysiologie de l'inflammation chronique.

distribution des récepteurs Bi, initialement démontré dans plusieurs lits vasculaires

(rénal et mésentérique, surtout sur les tissus du lapin) a été aussi mise en évidence

dans d'autres tissus et dans d'autres espèces, notamment chez l'homme (Burch et al.,

1995). Les récepteurs Bi se manifestent dans différents types cellulaires en culture

où ils entraînent la mobilisation du calcium intracellulaire et stimulent la prolifération

cellulaire (Burch et al., 1995; Bascand et al., 1993). Par ailleurs, la comparaison des

effets de la BK et de la desArg'BK sur le calcium libre intracellulaire, a permis de

mettre en évidence la coexistence des deux types de récepteurs Bi et B2 sur la cellule

mésangiale de rat (Bascand et al., 1993). La coexistence des récepteurs Bi et B2 est

aussi retrouvée dans plusieurs autres types cellulaires Q-



L'activation des récepteurs B| par l'agoniste sélectif, la desArg^K, produit des effets

divers selon le tissu. Ces effets sont; la relaxation des tissus via des mécanismes

endothélium-dépendant (la veine mésentérique de chien (Toda et ai, 1987) et l'artère

coeliaque de lapin (Ritter et ai, 1989) ou des mécanismes endothélium-indépendant

(l'artère rénale de chien (Rhaleb et ai, 1989); et la contraction des tissus suite à des

effets directs sur les muscles lisses (l'aorte de lapin (Regoli et ai, 1980; Marceau et

ai, 1983). D'autres effets tels que: la stimulation de la synthèse protéique et de la

division cellulaire au niveau des fibroblastes pulmonaires (Goldstein et Wall, 1984), la

production et la libération de certaines prostaglandines, de facteur d'activation

plaquettaire (PAF), de facteur relaxant dépendant de l'endothelium (EDRF) (voire

revue de Hall (1992)), et la libération de TNFa et de lL-1 par les macrophages

(Tififany, 1989; Bathon, 1992), sont obtenus après la stimulation des récepteurs Bi par

la desArg^K.

Récepteurs de type B2

Les récepteurs B2, qui ont été les plus étudiés, sont présents dans un grand

nombre de tissus en quantité plus élevée que les récepteurs Bi. Cependant, de

nombreuses études pharmacologiques, utilisant des agonistes et des antagonistes

suggèrent l'existence de sous-types de récepteurs B2 (Gobeil. F, 1994). Plus

récemment, Regoli et al. (Regoli et ai, 1994) ont distingué deux sous-types du

récepteur B2: le récepteur B2rb ou B2A (veine jugulaire de lapin) et B2gp ou B2B (iléon

de cobaye), indiquant que l'hétérogénéité des récepteurs B2 semble être associée à des

différences d'espèces. Enfin, certains auteurs ont même proposé, uniquement sur la



base des effets des antagonistes, l'existence de récepteurs de type B3, B4 et Bj

(Stewart, 1995), qui n'a jamais été confirmée à l'échelle moléculaire.

Les récepteurs B2 sont responsables de la majorité des effets biologiques des

kinines, à savoir: la vasodilatation artérielle (Furchgott, 1981), l'extravasation

plasmatique (Gabbiani et al., 1970), la vénoconstriction (Regoli et Barabé, 1980),

l'activation des fibres sensorielles (Steranka et al., 1988) qui, dans certains cas,

activent les réflexes cardiovasculaires , la stimulation la relâche de prostaglandines,

d'EDRF à partir des cellules endothéliales (D'Orléans-Juste et ai, 1989), de la

noradrénaline à partir des terminaisons nerveuses et de la glande surrénale

(Tousignant et ai, 1987) et d'autres agents endogènes tels que l'histamine,

l'acétylcholine, les purines, la substance P (Regoli et Barabé, 1980; Hall 1992).

l-1.2b Les données moléculaires

L'utilisation des ligands radioactifs, en général des agonistes tritiés ou iodés, a

permis de distinguer et de quantifier les deux types de récepteurs Bi et B2. De façon

tout à fait remarquable, le clonage des ADNc et des gènes des récepteurs de la BK a

confirmé, près de 15 ans plus tard, leur classification pharmacologique. Ainsi, les

ADNc codant pour le récepteur B2 de rat (McEachem et ai, 1991) de l'homme (Hess

et ai, 1992), du lapin (Bacharov, 1995), et de la souris (Hess, 1996) ont été isolés.

L'ADNc codant pour le récepteur Bi de l'homme a été décrit plus récemment (Menke

et al., 1994) de même que celui de la souris, du rat (Pesquero, 1996) et du lapin

(MacNeil, 1995). Ces récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs à sept

domaines transmembranaires couplés aux protéines G. Les récepteurs B2 du rat et de

l'homme sont composés respectivement de 366 et 364 acides aminés (avec 81 %



d'homologie), tandis que le récepteur Bi de l'homme est composé de 353 acides

aminés et présente 36% d'homologie avec le récepteur B2 humain (figure 1).

Les expériences de mutagenèse dirigée ont permis de déterminer les acides

aminés impliqués dans la reconnaissance des agonistes et des antagonistes (Burch et

ai, 1995). Ces travaux ont surtout montré que le site de liaison de la BK est différent

des sites de liaison des antagonistes. La création récente (Borkowski et ai, 1995)

d'une souche de souris transgéniques n'exprimant plus le récepteur B2 confirme

l'existence d'un seul gène codant pour ce récepteur. La BK pouvant activer les deux

types de récepteurs Bi et B2, ces animaux transgéniques seront un excellent modèle

d'étude des effets physiologiques du récepteur Bi.
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1-1.3 Les mécanismes d'action des kinines (seconds messagers)

Alors que de nombreux travaux montrent finalement que la BK stimule la

totalité des voies de signalisation connues dans l'ensemble des types cellulaires étudiés

(Burch et al., 1995; Hall, 1992), la nature des protéines G impliquées est moins bien

connue. Dans la majorité des cas, l'activation de la phospholipase C (PLC) par la BK

est insensible au traitement par la toxine pertussique alors que l'activation de la

phospholipase A2 (PLA2) est, au contraire, le plus souvent inhibée indiquant un

couplage du récepteur B2 à une protéine de type Gi. La stimulation du récepteur B2,

4ans presque tous les types cellulaires étudiés (cellules épithéliales, fibroblastes,

cellules de neuroblastomes, cellules mésangiales, cellules musculaires lisses), conduit à

l'activation de la voie de la PLC suivie de la formation d'inositol phosphate et de

diacyl-glycérol. La BK entraîne une libération biphasique du calcium intracellulaire:

une phase rapide et transitoire provenant de la libération du calcium du réticulum

endoplasmique, et une phase plus lente et soutenue, associée à l'activation de canaux

calciques (cette dernière est inhibée par le chlorure de nickel, bloqueur de canaux

calciques de type T, tandis que les bloqueurs de canaux calciques de type L sont sans

efifet (Burch et al., 1995; Bascand et al., 1993). Dans plusieurs tissus, la BK stimule

la libération de différentes prostaglandines, leucotriènes, d'acides

hydroxyéicosatétraénoiques (HETEs) et du facteur d'activation plaquettaire (PAF) via

l'activation de la phospholipase A2 (Burch et Axelrod, 1987) . En ce qui concerne les

relations avec l'adenylate cyclase, la BK est capable de stimuler indirectement la

production d'AMPc dans les fibroblastes par l'intermédiaire des prostaglandines E2

agissant de façon autocrine (Burch et al., 1995).
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Bien que les mécanismes de transduction mis en jeu par l'activation du récepteur Bi

soient moins bien connus, ils ne semblent finalement pas très différents de ceux du

récepteur B2. La desArg'BK stimule la synthèse de prostaglandines par les cellules

fibroblastiques, les cellules endothéliales et les ostéoblastes (Burch et al., 1995; Hall,

1992). La desArg^K élève également la concentration du calcium intracellulaire.

Cependant, alors que l'activation du récepteur B2 mobilise préférentiellement le

calcium à partir des réserves intracellulaires, l'activation du récepteur Bi semble être

associée à un influx de calcium plus important qui est inhibé par le chlorure de nickel

mais inaltéré par les antagonistes des canaux calciques de type L. L'identité de ces

canaux, ainsi que le mécanisme contrôlant leur ouverture restent à déterminer

(Bascand et Girolami., 1996).

1-1.4 Effets biologiques des kinines

C'est principalement pour son efiet vasodépresseur sur le système

cardiovasculaire que la BK est connue. De nombreux travaux montrent que la

perfusion de la BK entraîne une forte diminution de la pression sanguine artérielle

(Linz et al., 1995). Cet effet pharmacologique est renforcé par l'utilisation des

antagonistes qui bloquent l'activité vasodépressive du récepteur de type B2. Le

mécanisme d'action de cet effet est bien connu et repose sur la production, par la

cellule endothéliale, de substances vasodilatatrices (prostaglandines, NO, EDHF

(endothelium-derived hyperpolarizing factor)) qui, par diffusion, vont relaxer la cellule

musculaire lisse sous-jacente (Mombouli et al., 1995; Linz et al., 1995).

La BK aurait une action anti-proliférative sur les cellules du muscles lisses

vasculaires grâce à l'activation des voies métaboliques bénéfiques telles que la
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production d'ATP et de la phosphocréatine et à la stimulation du transport du glucose.

Cet effet protecteur de l'intégrité de la paroi vasculaire est également à rapprocher de

l'effet protecteur de la BK contre l'ischémie myocardique (Linz et al., 1995). En

revanche, plusieurs travaux effectués sur des cellules en culture montrent que la BK

peut entraîner une contraction des cellules musculaires lisses par action directe sur la

monocouche endothéliale, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité des

capillaires et explique le rôle de la BK dans la formation des oedèmes (Hall, 1992).

Au niveau rénal, la perfusion de la BK dans l'artère rénale entraîne une augmentation

du débit sanguin produite par la contraction des cellules mésangiales rénales et une

diminution de la résistance artériole afférente. La BK a des propriétés diurétiques et

natriurétiques: Les études de Lortie et al, (1992) suggèrent que le récepteur Bi serait

responsable des réponses natriurétiques, tandis que la stimulation du récepteur B2

produirait la diurèse (en inhibant la formation d'AMPc induite par l'hormone

antidiurétique (Dbcon et ai, 1989)).

Le rôle des kinines dans le système nerveux a fait l'objet d'une revue récente

(Walkers et ai, 1995). Au niveau périphérique, la BK stimule les terminaisons

nerveuses des fibres C impliquées dans la transmission d'influx liée à la nociception.

Au niveau du système nerveux central, la BK produit une vasodilatation via les

prostaglandines et le NO, une augmentation de la pression sanguine artérielle et une

élévation de la fréquence cardiaque par stimulation des récepteurs B2 (via la libération

de la noradrénaline et de la sérotonine).

Au niveau du système pulmonaire, la BK entraîne, dans la plupart des espèces,

une bronchoconstriction via la stimulation des fibres nerveuses libérant l'ACh et une
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augmentation de la sécrétion de mucus. D'où son implication probable dans les

maladies inflammatoires des voies aériennes.

L'effet des kinines sur le système gastro-intestinal repose essentiellement sur

son action motrice sur les muscles lisses via la libération des prostaglandines et du

monoxyde d'azote. La BK stimule principalement la sécrétion de chlorure au niveau

de l'épithelium (Bhoola et al., 1992; Hall, 1992).

La deuxième catégorie de peptides analysés dans la présente étude comprend

les neurokinines: la substance P (SP) et les neurokinines A (NKA) et B (NKB)

(Tableau 1).

1-2 LES NEUROKININES

La famille des tachykinines est constituée de peptides biologiquement actifs

caractérisés par la séquence d'acides aminés Phe-X-Gly-Leu-Met-NHz du côté c-

terminal de la molécule. La SP (un endécapeptide), découverte en 1931 par Von Euler

et Gaddum dans des extraits bruts de l'intestin et du cerveau de cheval en est le

membre le mieux connu et le plus étudié grâce à son rôle potentiel dans la

transmission de la douleur (Jessel et Iversen, 1977; Henry, 1982; Cuello, 1987) et

dans l'inflammation (Marley et Livett, 1985; Cuello, 1987).

1-2.1 Biosynthèse et dégradation

Les neurokinines forment un groupe de neuropeptides exprimés dans les

cellules du système nerveux sous forme de précurseurs dits prépotachykinines : Ces

précurseurs subissent un processus de maturation et sont emmagasinés dans de larges

granules au niveau des terminaisons nerveuses (Deacon et al., 1987). Les gènes
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responsables de la biosynthèse de la SP et de la NKA ont été décrits il y a peu de

temps (Nakanishi, 1986; Donner et al., 1987; Krause et al., 1987). Chez le boeuf, un

seul gène est responsable de la production de la SP et de la NKA. Durant la

traduction de l'acide désoxyribonucléique (ADN) en acide ribonucléique (ARNm), il

y a production de trois ARNm à partir du même gène; ainsi trois différentes

préhormones sont générées respectivement: L'alpha-préprotachykinine A (aPPT-A),

la bêta-préprotachykinine A (PPPT-A) et la gamma-préprotachyldnine A (yPPT-A);

les deux dernières préprotachykinines donnent la SP et la NKA (ainsi que les peptides

apparentés de la NKA soit le NPK et le NPy). Ces observations suggèrent fortement

que les deux neurokinines sont générées et probablement libérées simultanément

(Nakanishi, 1986, 1987; Ohkubo et Nakanishi, 1991).

La troisième neurokinine retrouvée chez les mammifères, la neurokinine B, est

exprimée chez le boeuf dans un gène différent du précédent et génère la

prépotachykinine B (Kotani et al., 1986). La traduction de l'ADN en ARNm dorme

naissance à deux ARNm similaires. Les deux ARNm codent pour la même séquence,

la prépotachykinine B. Lorsque l'on compare la PPT-A responsable de la production

de la SP et de la NKA, avec la PPT-B responsable de la production de la NKB, on

s'aperçoit que les deux gènes ont des organisations intron-exon identiques et ont des

séquences très similaires (Donner et al., 1987; Krause et al., 1987).

La maturation des prépotachykinines en protachykinines et, par après, en

peptides actifs a besoin d'un clivage typique au niveau des sites Lys-Arg, Lys-Lys ou

Arg-Arg par des enzymes protéolytiques nommés convertases (Chrétien et al., 1989;

Steiner et al., 1993; Marcinkiewicz e/a/., 1993). Les neurokinines sont stockées dans

les granules et relâchées suite à une stimulation du neurone qui les génère.
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1-2.2 Hétérogénéité des récepteurs des neurokinines

Trois types de récepteurs différents ont été décrits et caractérisés dans une

variété d'organes isolés et de préparations, en utilisant des méthodes biochimiques et

pharmacologiques (Buck et al., 1984; Regoli et al., 1985). Pendant plusieurs années,

différentes nomenclatures ont été proposées pour les récepteurs des neurokinines.

Après le Symposium de Montréal (Henry, 1987), on désigne par NK-1 le récepteur

pour la SP, NK-2 le récepteur de la NKA et NK-3 pour le récepteur de la NKB.

L'identification des trois types de récepteurs a été faite en utilisant comme critère

l'ordre de puissance des agonistes particulièrement des trois neurokinines naturelles-: la

SP, la NKA et la NKB. Quelques analogues sélectifs pour l'un ou l'autre type de

récepteurs ont été identifiés (Drapeau et al., 1987) et utilisés pour décrire les profils

des activités biologiques dans les organes isolés et dans les essais biochimiques de

liaison. Enfin, des antagonistes spécifiques et sélectifs ont permis de valider la

classification des récepteurs (Regoli et al, 1994)

l-2.2a Le récepteur NK-1

Le récepteur NK-1 se caractérise par son affinité préférentielle pour la SP. La

NKA et la NKB sont assez actives sur ce récepteur tel que démontré sur la carotide

de chien et le muscle lisse de l'iléon de cobaye (Regoli et al., 1988). Ces résultats

démontrent que la non-sélectivité de la SP et des neurokinines est probablement due

au fait qu'elles partagent la même séquence C-terminale Phe-X-Gly-Leu-MetNH2. Des

modifications en position 9 et 11 de la SP ([Sar^, Met(02)"]SP) ou de l'hexapeptide

SP(6-11) (N-Ac[Arg^, Sar^, Met(02)"]) ont permis d'obtenir des agonistes sélectifs de

hautes affinité pour le récepteur NK-1 (Drapeau et al., 1987). Les sites NK-1 sont
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présents dans différents tissus (cerveau de rat et de cobaye, iléon de cobaye etc...). Le

récepteur NK-1 a été cloné à partir d'une librairie d'ADNc du cerveau et de glandes

submaxilllaires de rat (figure 2). Le récepteur cloné est formé de 407 acides aminés et

possède un poids moléculaire de 46364 (Yokota et ai, 1989). La séquence déduite

d'acides aminés contient sept domaines transmembranaires et montre une séquence

similaire à celles des récepteurs couplés à des protéines G (Lefkowitz et Caron,

1988). L'activation du récepteur NK-1 résulterait en l'hydrolyse des phosphoinositides

dans plusieurs tissus incluant les glandes salivaires de rat, le cerveau de rat (Mantyh

et ai, 1984, 1989) et le muscle lisse longitudinal de l'iléon de cobaye (Watson et

Downes, 1983).

l-2.2b Le récepteur de type NK-2

Il a été suggéré que la NKA était la neuroldnine la plus puissante sur le

récepteur NK-2, la NKB et la SP étant moins actives à contracter l'artère pulmonaire

de lapin (D'Orléans-Juste et ai, 1986). Le remplacement de la glycine par une P-

Alanine en position 8 du fragment NKA (4-10) ([P-Ala®]NKA (4-10)) confère une

certaine sélectivité pour le récepteur NK-2 (Rovero et ai, 1989). La [P-Ala®]NKA (4-

10) est l'agoniste sélectif du récepteur NK-2 avec une affinité apparente 1000 fois plus

élevée pour le récepteur NK-2 que pour le récepteur NK-1 et 10 fois plus élevée que

pour le récepteur NK-3 (Rovero et ai, 1989). D'autres auteurs ont suggéré que le

NPK aurait également une certaine sélectivité pour le récepteur NK-2 (Mcknight et

ai, 1988). D'autre part, le NPy serait encore plus sélectif (Dam et al., 1990) pour ce

récepteur. Les sites NK-2 sont présents dans plusieurs tissus périphériques tels

l'artère pulmonaire de lapin (Regoli et ai, 1987), la vessie de hamster (Burcher et
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Buck, 1986), l'iléon de rat (Watson, 1984) et le canal déférens de rat (Toussignant et

al., 1987). La présence du récepteur NK-2 dans le système nerveux central est

controversée étant donnée l'absence d'un traceur sélectif pour ce récepteur. Des

études récentes, ont montré la présence des récepteurs NK-2 dans le cerveau et la

moëlle épiniére du rat adulte: D'une part, Zerari et al (1996) ont démontré une faible

immunoréactivité des récepteurs NK-2 dans le système nerveux central de rat en

utilisant des anticorps monoclonaux de souris dirigé contre un peptide synthétique

(correspondant à la séquence c-terminale 359-390 du récepteur NK-2 de rat). D'autre

part, Stratton et al., (1996) ont aussi démontré l'existence des récepteurs NK-2 dans

le cerveau de rat adulte par la localisation autoradiographique du composé [^H]SR-

48968 sur des structures de gangliale basale. Le récepteur NK-2 a été cloné à partir

d'une librairie d'ADNc provenant de l'estomac de boeuf (Masu et al., 1987). Comme

pour le récepteur NK-1 et NK-3, la séquence en acides aminés (390 acides aminés)

est compatible avec une structure à sept domaines transmembranaires et montre une

certaine similarité avec celle des récepteurs couplés aux protéines G (Masu et al.,

1987). La comparaison de la séquence d'acides aminés du récepteur NK-2 avec celle

du récepteur NK-1 montre une homologie de 48% et de plus, les poids moléculaires

des deux molécules sont semblables (43851 (NK-2) versus 46364 (NK-1)). La

stimulation du récepteur NK-2 résulterait en l'hydrolyse des phosphoinositides dans

des préparations de muscles lisses longitudinal de l'iléon de cobaye (Watson 1984) et

de la vessie de hamster (Bristow et al., 1987).
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l-2.2c Le récepteur de type NK-3

L'agoniste naturel le plus puissant sur le récepteur NK-3 est le NKB, tel que

démontré sur la veine porte de rat (Mastrangelo et al., 1987). L'étude du récepteur

NK-3 a été grandement facilitée par le développement d'un agoniste sélectif, la

succinyl-[Asp®, MePhe*]SP(6-ll) (senktide) (Worsmser et al, 1986). La

[MePhe7]NKB obtenue par substitution en position 7 de la valine par une

methylphénylalanine, a fourni un excellent agoniste sélectif pour le récepteur NK-3

(Regoli et al, 1988). Le récepteur NK-3 est présent dans le système nerveux central

(Dam et al, 1990) mais a également été identifié en périphérie dans les neurones-du

plexus myentérique de l'iléon de cobaye (Worsmser et al, 1986) et dans la veine porte

de rat (Mastrangelo et al, 1987). La distribution du récepteur NK-3 dans le cerveau

et la moelle épinière est différente de celle observée pour le récepteur NK-1 (Buck et

al, 1986; Mantyh et al, 1989) et le récepteur NK-2 (Yashpal et al, 1990). Le

récepteur NK-3 a été cloné à partir du cerveau de rat par Shigemoto et al. (1990).

Comme le récepteur NK-1, le récepteur NK-3 est un membre de la famille de

récepteurs à sept domaines transmembranaires, et possède 452 acides aminés.

L'hydrolyse des phosphoinositides qui fait suite à l'activation du récepteur NK-3 a été

démontrée dans le plexus myentérique de l'iléon de cobaye (Guard et al, 1989).
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1-2.3 Les effets biologiques des neurokinines

Les neurokinines et leurs récepteurs sont largement distribués dans le corps où

ils exercent plusieurs activités physiologiques;

Le récepteur NK-1 est impliqué dans la vasodilatation (Jacques et al., 1989),

la contraction et la relaxation musculaire (Regoli et al., 1988; D'Orléans-Juste et al.,

1986) et dans la sécrétion salivaire (Snider et al., 1991). Dans le système nerveux, la

SP agirait comme un neurotransmetteur ou un neuromodulateur dans la transmission

de stimuli douloureux à partir de la périphérie (Jessel et Iversen, 1977). Le récepteur

NK-1 serait important dans le contrôle de la pression artérielle et du rythme cardiaque

(Yashpal et al., 1987).

Le récepteur NK-2 serait impliqué dans la contraction musculaire ( Regoli et

al., 1988; Giuliani et al., 1991) de même que dans le contrôle des fonctions

hémodynamiques par le système nerveux central.

Le récepteur NK-3 est également impliqué dans la contraction musculaire (Regoli et

al., 1988). L'activation du récepteur NK-3 résulte en la libération d'acétylcholine des

neurones du plexus myentérique du muscle longitudinal de l'iléon de cobaye (Fosbraey

et al., 1984). Des résultats similaires ont été observés au niveau du système nerveux

central: en effet, l'activation des récepteurs NK-3 développe chez l'animal un

comportement qui est associé à la relâche de l'acétylcholine (Stoessl et al., 1988).
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1-3 Rationnelle de l'étude:

Les trois neurokinines, les kinines et leurs récepteurs respectifs ont été étudiés

chez plusieurs espèces, particulièrement le rat, le cobaye, le lapin et l'homme (Regoli

et al., 1994; Regoli et a/.,1997). Gérard et al. (1993) ont récemment résumé les

études plus significatives des clonages des récepteurs NK-1, NK-2 et NK-3 humaine

Les récepteurs des neurokinines et des kinines chez la souris ont fait l'objet de peu

d'études, généralement in vivo (Lembeck et al., 1981; Lembeck et Holzer., 1979;

Pemow, 1983). Les diverses activités physiologiques exercées par les neurokinines et

les kinines, ainsi que la création récente d'une nouvelle souche de souris transgénique,

dépourvue de récepteur de type 82 des kinines, témoignent de l'importance de

caractériser ces récepteurs adéquatement avec des agonistes et des antagonistes

sélectifs pour ces récepteurs. Dans le présent travail, nous nous sommes proposé de

procéder à l'exploration systématique de plusieurs tissus chez la souris afin d'identifier

quelques préparations pharmacologiques utilisables comme essai biologique pour les

récepteurs des neurokinines; les autres buts principaux de notre étude peuvent être

schématiquement résumés comme suit:

1-4 Buts de l'étude

1) Identifier les outils pharmacologiques (tissus isolés, agonistes sélectifs et

antagonistes spécifiques) adéquats pour la caractérisation des récepteurs des kinines

et neurokinines chez la souris normale.

2) Caractériser le FR 173657, un nouvel antagoniste non peptidique des récepteurs 82

des kinines.

3) Caractériser le R-715, un nouvel antagoniste des récepteurs Bi des kinines.
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MATERIELS ET METHODES

2-1 Animaux utilisés

Les tissus utilisés dans cette étude, proviennent de souris de sexe mâle: les

souris C57/BL.6 (18 à 30 g), fournis par Charles River, St-Constant, Québec.

2-2 Méthodologie expérimentale

Les essais pharmacologiques ont été effectués sur divers tissus du tractus

gastro-intestinal (estomac, duodénum, iléon, caecum, côlon) et du tractus génito-

urinaire (vessie). Pour prélever les organes, les souris sont exsanguinées par

sectionnement des artères carotides après dislocation des vertèbres cervicales.

Immédiatement après le prélèvement, les tissus sont immergés dans une

solution physiologique de Krebs à 37° G (pH 7.4) dont la composition en mM est la

suivante; NaCl: 117.5; KCL: 4.7; CaCl2.6H20: 2.5; KH2PO4: 1.2; NaHCOs: 25;

MgS04.7H20: 1.2; D-Glucose: 5.5. La solution de Krebs est oxygénée à l'aide d'un

mélange gazeux constitué de 95% O2 et 5% CO2.

Après dissection et élimination des tissus adipeux et conjonctifs, les tissus sont

taillés et suspendus dans des bains siliconisés à organes isolés de 10 ml contenant la

solution physiologique de Krebs. Toutes les réponses contractiles générées suite à

l'injection de différentes substances chimiques dans les bains contenant les tissus, sont

enregistrées à l'aide de transducteurs isométriques de force de type FT03C (Grass

Instrument CO., Quincy, Mass.), calibrés à 1 g =30 mm et reliés à un physiographe

Grass de modèle 7-D.
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2-3 Préparation des tissus isolés

2-3.1 Estomac de souris

Les estomacs sont préparés selon la méthode décrite par Vane (1957). Le

fundus de l'estomac est prélevé et la muqueuse gastrique est enlevée autant que

possible. Les tissus obtenus sont ensuite taillés dans une direction puis dans la

direction opposée pour finalement aboutir à des bandelettes de 3 mm de large. Les

tissus sont alors coupés en segments de là 1.5 cm de long et mis dans les bains

contenant la solution de Krebs à 37 °C traitée en général avec 10"^ M de captopril

dans le but de prévenir toute dégradation des kinines, neurokinines et leurs analogues

respectifs par des peptidases (voir section "étude du métabolisme des kinines et

neurokinines sur des préparations tissulaires de souris"). Une tension initiale de 0.5g

est appliquée sur les tissus provenant de l'estomac de souris. La tension est réajustée à

toutes les 15 min. lors du lavage. La période d'équilibration est d'environ 90 min.

2-3.2 Vessie de souris

Les vessies sont préparées selon la méthode initialement décrite par Vane

(1957) pour l'estomac de rat. Les vessies sont disséquées, dégraissées in situ et

dénudées autant que possible de leur muqueuse, puis ouvertes selon l'axe longitudinal

du trigone au dôme. Les tissus obtenus sont ensuite taillés dans une direction puis

dans la direction opposée, de façon à obtenir des bandelettes de 1.5 à 2 cm de large.

Les tissus sont ensuite coupés en segments de 1.5 cm de long et suspendus dans les

bains contenant la solution de Krebs à 37°C, traitée avec du captopril( 10"^ M).
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Une tension initiale de 0.5g est appliquée à la vessie et réajustée à toutes les

15 min. Le temps d'équilibration alloué à ces tissus s'échelonne sur une période de 45

à 60 min.

2-4 Protocoles expérimentaux

2-4.1 Evaluation des effets contractiles de différents peptides: kinines,

neuroklnlnes, et leurs fragments et analogues

Pour mesurer les effets contractiles des différents agents pharmacologiques,

ceux-ci sont appliqués directement dans des bains thermostatés de 10 ml contenant les

tissus à l'étude. Les protocoles expérimentaux servant à mesurer l'eflfet myotrope des

kinines et leurs analogues et ceux servant pour l'évaluation des affinités des

antagonistes des récepteurs des kinines, ont été décrits par Rhaleb et a/.,(1990, 1991,

1992).

Le volume d'injection d'agents pharmacologiques dans les bains varie entre 0.1

et 0.4 ml. La concentration seuil de chaque agent contractile est déterminée par

application de concentrations croissantes de ces mêmes agents sur les tissus jusqu'à

l'obtention d'une réponse biologique quantifiable. La concentration-seuil de l'agent est

par 1^ suite augmentée par des facteurs de 4 à 10 jusqu'à l'obtention d'une réponse

maximale.

Une concentration de chaque agent produisant une réponse de l'ordre de 50%

de l'effet maximal est appliquée de façon répétitive et à divers laps de temps pour

établir la stabilité de réponse du tissu face aux stimulations répétées et afin de

déterminer l'intervalle de temps nécessaire pour éviter la désensibilisation. Dans cette

étude, toutes les courbes concentration-réponse ont été réalisées de façon consécutive
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afin d'éviter toute désensibilisation et tachyphylaxie. Pour ce faire, on mesure l'effet

d'une seule concentration à la fois et on laisse, entre les applications de l'agent étudié,

des intervalles de repos de 8 à 10 min. pour les concentrations inférieures ou égales à

10 ng/ml et de 20 à 30 min. pour les concentrations supérieures à 10 ng/ml.

2-4.2 Etude du métabolisme in vitro des kinines et neurokinines sur l'estomac de
souris

L'inactivation in vitro de la BK, la desArg^K et des neurokinines a été

évaluée selon le protocole décrit par Rouissi et al. (1990a, 1990b). Les courbes

concentration-réponses de chaque peptide ont été mesurées en absence et en présence

des inhibiteurs de peptidases, à savoir le captopril (10"^ M) pour inhiber l'enzyme de

conversion de l'angiotensine I et le mergetpa (10"® M), l'inhibiteur de la

carboxypeptidase M. Les tissus témoin, non traités avec les inhibiteurs, sont étudiés

en parallèle. Un temps de repos de 60 à 90 min est alloué entre les deux courbes.

L'inhibiteur est incubé pendant 30 min avant de débuter la deuxième courbe.

2-4.3 Détermination de l'affinité des agonistes (pDi)

Les courbes concentration-réponses sont obtenues en injectant des

concentrations croissantes d'agonistes (BK, desArg^K, SP, NKA, NKB et leurs

analogues respectifs) dans les bains à organes isolés afin de déterminer le pDa

(logarithme négatif de la concentration molaire (M) de l'agoniste qui produit 50% de

l'effet maximal). Un temps de 10 à 20 min. est alloué entre chaque dose, afin d'éviter

la désensibilisation.
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2-4.4 Détermination des affinités apparentes des antagonistes (PA2)

Les affinités des antagonistes sont estimées en termes de pAi (voire

"paramètres pharmacologiques" pour la définition), et sont mesurées avec le protocole

suivant: on mesure d'abord l'efifet d'une concentration d'agoniste et puis celui d'une

concentration deux fois plus élevée. Après avoir vérifier la stabilité et reproductibilité

des réponses de la préparation à l'agoniste, l'antagoniste est appliqué pendant 10 min.

(pour les antagonistes peptidiques) ou 30 min. (pour les antagonistes de nature non

peptidique) avant l'injection de la concentration double d'agoniste. La concentration

d'antagoniste est alors variée jusqu'à l'obtention d'un effet égal ou inférieur à cèlui

d'une concentration simple de l'agoniste. Pour mesurer l'effet antagoniste réel de

composés non sélectif tels que le DArg[Hyp', DPhe', Leu^JBK, le DArg[Hyp^,

DPhe'jBK sur les préparations possédant les deux types de récepteurs (Bi et B2), les

tissus sont traités au préalable avec une forte concentration (8.5fiM) de R-715, un

antagoniste des récepteurs Bi.

2-4.5 Étude de la compétitivité du FR 173657, DE HOE 140 et du R 715 par la

méthode de la régression linéaire

Afin d'élucider d'avantage le caractère compétitif de certains antagonistes, des

courbes concentration-réponse complètes ont été effectuées en absence et en présence

de concentrations croissantes d'antagonistes de façon à pouvoir construire un Schild

plot (Rhaleb et al., 1992). Une droite est tracée et, l'extrapolation de celle-ci sur l'axe

de l'abscisse donne le pA2 théorique. De plus, si la pente de la droite est comprise

entre 0.95 et 1.05, l'antagoniste peut être considéré comme compétitif (Kenakin,
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1982, 1984). Au delà ou en deçà de ces limites, la compétitivité de l'antagoniste est

mise en question (Tallarida et a/., 1979; Kenakin, 1982, 1984).

2-4.6 Etude de la spécifités et de la sélectivité du FR 173657 et du R 715

La spécificité des antagonistes est établie en mesurant, en absence et en

présence de l'antagoniste, les effets contractiles des agents qui sont : la BK, la

substance P (SP), l'angiotensine II (ATn), l'acétylcholine (ACh) et l'histamine. Si

l'antagoniste est spécifique pour le récepteur B2 de la BK, seul l'eflfet de la BK sera

diminué.

r

2-4.7 Etude de la réversibilité et de la durée d'action des antagonistes HOE 140,

FR-173657 et R-715.

Les réponses contractiles à une concentration unique des agonistes BK

(9.43nM) et desArg'BK (9nM) sont déterminées dans un premier temps dans tous les

tissus. Après avoir lavé les agonistes, les tissus sont traités avec des concentrations

élevées jusqu'à 8nM des antagonistes respectifs (HOE 140 et FRl 73657 pour la BK,

et R-715 pour la desArg'BK) pendant une période d'incubation de 10 à 30 min. au

terme de laquelle les agonistes sont reinjectés. Ensuite, on lave les tissus, 3 fois toutes

les 15 min. pendant 60 min., et les réponses à la BK et à la desArg^K sont

déterminées après 20, 40 et 60 min. Les tissus contrôles, c'est-à-dire ceux n'ayant pas

été traités avec les antagonistes, sont étudiés en parallèle afin de vérifier la stabilité

des réponses.
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2-5 Paramètres pharmacologiques

2-5.1 AfTïnité apparente des agonistes

L'affinité apparente des agonistes peut être exprimée sous deux formes: -ECjo

qui représente la concentration molaire d'agoniste produisant 50% de l'effet maximal

ou -pD2 qui est le logarithme négatif du EC50.

2-5.2 AfTïnité relative des composés: AR

Pour comparer divers composés agissant sur le même récepteur, nous

calculons l'affinité de chaque composé en pourcentage de l'affinité d'un agoniste de

référence selon l'équation suivante:

AR= ECsn de l'agoniste de référence x 100

EC50 de l'analogue

2-5.3 Activité intrinsèque des composés:

L'activité intrinsèque représente la réponse maximale de l'agoniste de

référence; elle indique la capacité d'un composé à occuper et à stimuler tous ses

récepteurs. L'a® d'une substance est déterminée à partir de la courbe concentration-

effet.- C'est le rapport entre la réponse maximale de l'agoniste à l'étude et celle de

l'agoniste de référence. L'a® de l'agoniste de référence est fixée à 1.0 (Ariens, 1964).

2-5.4 AfTïnité apparente des antagonistes: pA:

L'affinité apparente des antagonistes (pAa) est définie comme étant le

logarithme négatif de la concentration molaire (M) d'un antagoniste nécessaire pour
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réduire l'effet d'une concentration double d'agoniste à celui d'une concentration simple

(Schild, 1947).

2-6 Calculs et évaluation statistique des données

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± erreur standard. Les

différences entre les moyennes sont évaluées à l'aide du test "t" de student pour les

données appariées. Seules les valeurs de probabilité (p) inférieures à 0.05 sont

considérées comme étant significatives.



TABLEAU I

STRUCTURES PRIMAIRES DES PEPTIDES NATURELS UTILISÉS DANS CETTE ÉTUDE

NOMS STRUCTURES PRIMAIRES

l.BRADYKININE Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg-COGH

2. Des Arg^RAD YKININE Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe -COGH

3.SUBSTANCE P H Arg Pro Lys Pro Gh Gin Phe Phe Gly Leu Met NHj

4.NEUR0KININE A H His Lys Thr Asp Ser Phe Val Gly Leu Met NHî

5 .NEUR0KININE B H Asp Met His Asp Phe Phe Val Gly Leu Met NHz

N)
<0
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TABLEAU n

LISTE DES COMPOSÉS PHARMACOLOGIQUES EMPLOYÉS DANS CETTE ÉTUDE

Abréviation Nom pharmacologique Source
ou chimique

Atropine Atropine sulfate Sigma, St-Louis 1

Diphenydramine Diphenydramine-HCl Parke-Davis,Dorval

Captopril ([2S]-l-[3-Mercapto-2-methyl-

propionyl]-L-proline

Squibb, Montréal

Mergetpa acide DL-2-Mercaptomethyl-3-

guanidinoethylthiopropanoique

Calbiochem, Behringer

Ach Acétylcholine-HCl Sigma, St-Louis

Hist Histamine-sulfate Sigma, St-Louis

ta

Angiotensine 11 Pharmacologie Sherbrooke

BK Bradykinine Pharmacologie Sherbrooke

LysBK LysBradykinine Pharmacologie Sherbrooke

(Hyp']BK [Hyp^]Bradykimne Pharmacologie Sherbrooke

[Aib'jBK [Aib'jBradykinine Pharmacologie Sherbrooke

desArg'BK desArg^radykinine Pharmacologie Sherbrooke

LysdesArg^BK LysdesArg^radykinine Pharmacologie Sherbrooke

SarIDPhe^]desArg^K Sar[DPhe^]desArg^radykinine Pharmacologie Shrebrooke

DArg[Hyp^DPhe^Leu®]BK DArg[Hyp'j)Phe^JLeu*]Bradykinme Pharmacologie Sherbrooke

DArg[Hyp\DPhe']BK DArg[Hyp^,DPhe^]Bradykinine Pharmacologie Sherbrooke

DArg[Hyp^DPhe']desArg^K DArg[Hyp'j)Phe^]desArg''Bradykinine Pharmacologie Sherbrooke

[Leu*]desArg®BK [Leu^]desArg^radykinine Pharmacologie Sherbrooke

Lys[Leu®]desArg^K LysILeu^JdesArg'Bradykinine Pharmacologie Sherbrooke

DArg[Hyp^Thi^DTic^Oic^]BK HOE 140 Hoeclist, Frankfurt

DArg[Hyp^Thi^DTic^Oic®] desArg'-HOE 140
Hoechst, FrankfurtdesArg^K

AcLys[DpNal\lle^]
desArg^K(R-715)

AcLysfDpNAl'.Ile'ldesArg'Bradykinine Pharmacologie Sherbrooke

Win 64338 Phosphonium[[4-[[2-[[bis(cyclo- Sterling Winthrop, Malvem
hcxy Iamino)méthylènc]amino] -3 -

(2-naphtalenyl) 1 -oxopropyl]
amino]-phényl]-méthyl]

tribulyl, clilorure.
monohydrochlorure)

FR 173657 [(E)-3 -(6-acetamido-3 -pyridyl)-
N(N-{2,4-dichloro-3-[(2-methyl-8- Fujisawa, Osaka
quinolinyl)oxymethyl]phenyl}-N-

methyi) aminocarbonyl
methyl)acrylamide]
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TABLEAU II (suite)

LISTE DES COMPOSÉS PHARMACOLOGIQUES EMPLOYÉS DANS CETTE ÉTUDE

Abbréviation Nom pharmacologique ou chimique Source

SP

NKA

NKB

Ac[Arg^Sar^,Met(02)"]
SP (6-11)
[Sar®,Met(02)"]SP
Septide
[P-Aia^jNKA (4-10)
[Nle^'jNKA (4-10)
NPy

[MePhe'jNKB
Senktide

SR 140333

RP 67580

FK888

CP 99994

SR 48968

R396

Substance P

Neurokinine A

Neurokinine B

Ac[ ] Substance P

[ ] Substance P
[pGIu^,Pro'] Substance P (6-11)
[ ]Neurokinine A (4-10)
[ ]Neurokinine A (4-10)

Asp-Ala-Gly-Tyr-Gly-Gln-Ile-
Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-
Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-

NH2

[ JNeurokinine B
Suc-Asp-Phe-MePhe-Gly-Leu-

Met-NH2

(S)-1 -(2-[3,4-dichlorophenyl)-1 -

(3-
isopropoxyphenylacetyl)piperidi

n-3 -yl]-4-phenyI-1 -
azoniabicyclo[2.2.2]octane,chIor

ide

(3aR, 7aR)-7,7-diphenyl-2-[l-
iniino-2-(2-methoxyphenyl)-
ethyl]perhydroisoindol-4-one
N^-[(4R)-4-hydroxy-1-( 1-

methyl-1 H-indol-3-yl]car-bonyl-
prolyl]-N-methyl-N-

phenylmethyl-3 -(2-naphthyl)-
alaninamide

(+)-(2S,3S)-3-(2-
methoxybenzylamino)-2-

phenylpiperidine
(S)-N-methyl-N[4-(4-

acetylamino-4-
phenylpiperidino)-2-(3,4-

dichlorophenyl)butyl]benzamide
Ac-Leu-Asp-Gln-T rp-Phe-Gly-

NH2

Pharmacologie Sherbrooke
Pharmacologie Sherbrooke
Pharmacologie Sherbrooke
Pharmacologie Shrebrooke

Pharmacologie Sherbrooke
Pharmacologie Sherbrooke
Pharmacologie Sherbrooke
Pharmacologie Shrebrooke

Pharmacologie Sherbrooke
Pharmacologie Shrebrooke

Sanofi, Montpellier

Paris, Rhône Poulenc

Fujisawa, Osaka

Pfizer, Groton

Sanofi, Montpellier

Pharmacologie Sherbrooke



32

MEN 10627 cyclo(Met-Asp-T rp-Phe-Dap- Menarini, Florence

Leu)cyclo(2p-5P)
R486 H-Asp-Ser-Phe-Trp-P Ala-Leu- Pharmacologie Sherbrooke

Met-NH2
SR 142801 (S)-(N)-91-(3-(l-benzoyl-3(3,4- Sanofi, Montpellier

dichlorophenyl)piperidin-3 -yl)-
propyl)-4-phenyIpiperidin-4-yl)-

N-methylacetamide.
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3- RESULTATS

3-1 RECEPTEURS DES KININES

Effets de la bradykinine (6K) et de la desArg'BK sur les tissus de souris

normales

Dans des expériences préparatoires, différentes parties des tractus gastro

intestinal (duodénum, iléon, côlon, caecum, et estomac) et génito-urinaire (vas

déferens non stimulé et vessie) de la souris ont été testées pour leur sensibilité aux

kinines et autres agents vasoactifs; l'estomac et la vessie répondent aux kinines par des

contractions dose-dépendantes (figure 3) et représentent ainsi des préparations

adéquates et sensibles pour l'étude des récepteurs (Bi(uniquement sur la vessie) et B2

(sur l'estomac et la vessie) ) des kinines. Par ailleurs, le vas déférens de souris stimulé

par un courant électrique a été caractérisé comme une préparation sensible à la

bradykinine et à ses analogues (Rae et al, 1995). Dans la présente étude, toutes les

expériences sont réalisées sur l'estomac et la vessie de souris. De plus, on observe

une différence dans l'entrée en action et dans la durée de la réponse contractile de

l'estomac à la desArg^BK par rapport à la BK. Cette différence sera analysée plus en

détails dans la partie "Différence dans le profil de contraction des réponses induites

par la BK et la desArg^K".
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Figure 3: Etude des effets dose-dépendant des kinines sur les tissus de souris. En

haut, les courbes concentration-réponses obtenues avec les agonistes des récepteurs

B, (desArg^K et LysdesArg^K) et Hz (BK, [Hyp']BK et [Aib'jBK) sont mesurées

sur l'estomac de souris. En bas, les courbes concentration-réponses obtenues avec les

agonistes des récepteurs Bz (BK, [Hyp^]BK et [Aib']BK) sont mesurées sur la vessie

de souris.

Abscisse; Concentration (M) des agonistes.

Ordonnée: Effets contractiles des agonistes étudiés exprimés en pourcentage de la

contraction maximale (CM) produite par la BK (agoniste de référence).
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3-1.2 Etude du métabolisme des kinines (BK et desArg'BK) sur l'estomac et la

vessie de souris

Les variations des activités biologiques de BK et desArg^K provoquées par le

captopril (inhibiteur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine ou de la kininase II)

et par le mergetpa (inhibiteur de la carboxypeptidase N ou de la kininase I) ont été

évaluées afin d'établir d'une façon indirecte la contribution relative des enzymes

protéolytiques telles que les kininases I et kininases II à l'inactivation de kinines.

3-1.2a Effet du captopril

Les réponses de l'estomac (figure 4A-B) et de la vessie (figure 5) à la BK et à

la desArg^K sont augmentées significativement après le traitement des tissus avec I

pM de captopril. Les courbes dose-réponses de BK et desArg^K sont déplacées vers

la gauche et une augmentation des affinités de ces agonistes pour leurs récepteurs

respectifs en présence du captoril est observée (voir les valeurs de pD2 au tableau ITT)

Ces résultats suggèrent la présence des kininases II sur les tissus de souris. Un point

intéressant à noter, c'est l'augmentation significative des réponses maximales de la BK

qui se manifeste particulièrement sur la vessie.

3-1.2b Effet du mergetpa

L'inhibition des carboxypeptidases N (ou kininase I) par l'incubation des tissus

(estomac et vessie ) avec le mergetpa à une concentration élevée de 1 pM n'influence

point les courbes dose-réponses de BK obtenues. Ces résultats indiquent que la BK

n'est pas convertie en desArg^K sur les tissus de souris et suggèrent que ces tissus

ne possèdent pas de kininases I actives ( résultats non présentés).
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Figure 4: Courbes concentration-réponse de la BK (A) et de la desArg^BK (B)

obtenues en absence et en présence du captopril (10"^ M) sur l'estomac de

souns.

Abscisse; concentration d'agoniste.

Ordonnée: effets contractiles de la BK et la desArg^BK exprimés en pourcentage (%)

de la contraction maximale des tissus non traités (témoin).

*: indique les significations statistiques; *p< 0.05; ♦♦p< 0.01; ***p< 0.001
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Figure 5: Courbe concentration-réponse de la BK obtenue en absence et en

présence du captopril (10"^ M) sur la vessie de souris.

Abscisse: Concentration d'agoniste

Ordonnée: Effets contractiles de la BK exprimés en pourcentage (%) de la contraction

maximale des tissus non traités (témoin).

*: indique les significations statistiques; *p< 0.05.
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Tableau III. Affinités apparentes (pD2) de la BK et de la desArg^BK obtenues en

absence et en présence de captopril (1 pM) sur l'estomac et la vessie de souris.

Agent/traitement Tissus

Estomac

pD2 Emax (g)

Vessie

pDi Emax (g)

BK 7.50±0.07 I.48±0.09 7.67±0.02 l.I6±0.20

BK + captopril 8.35±0.06** I.63±0.09 8.0I±0.02* I.70±0.25*

desArg^BK 7.50±0.07 1.19±0.13 - -

desArg^BK + captopril 8.00±0.05* I.39±0.20

"

Note. Les valeurs de pD2 et de Emax des agonistes sur les tissus témoins et traités

(captopril, 10"^ M) ont été comparées par une analyse Student pour données pairées.

**\ p< 0.01, *; p< 0.05. Emax; Indique l'effet maximal de l'agoniste, exprimé en

grammes de contraction.
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3-1.3 Spécificité de l'action myotrope des kinines (BK et desArg'BK) sur

l'estomac et la vessie de souris.

Cette étude a été faite en absence et en présence de doses relativement fortes

d'antagonistes ou inhibiteurs spécifiques, à savoir l'atropine (4 pM), la

diphénhydramine (10 pM), et l'indométhacine (7 pM)) afin d'évaluer la contribution

éventuelle de certains agents endogènes tels l'acétylcholine, l'histamine et les

prostaglandines sur les réponses induites par la BK (9.43 nM) et la desArg^K (9

nM) sur l'estomac et la vessie de souris. Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau IV; on note que l'atropine (un antagoniste spécifique des récepteurs

cholinergiques), l'indométhacine (un puissant inhibiteur de la biosynthèse des

prostaglandines) et le diphénydramine (de même que la cimétidine à 10 pM (résultat

non présenté), deux antagonistes des récepteurs histaminergiques) n'ont aucun effet

sur les réponses induites par la BK et la desArg^K sur l'estomac, alors qu'ils

bloquent celles induites par l'acétylcholine (0.5 pM) et l'histamine (22 pM)

respectivement. Ces résultats montrent que les effets myotropes de la BK et de la

desArg^K sur l'estomac seraient dus à la stimulation directe des récepteurs

spécifiques pour ces agonistes. Par contre, sur la vessie, on observe une diminution

significative de l'effet de la BK en présence d'indométhacine (tableau IV), ce qui

indique une contribution des prostaglandines à la réponse induite par la BK sur ce

tissu.



Tableau IV. Eflet de différents traitements pharmacoiogiques sur les réponses myogéniques induites par

la BK, la desArg^BK, Thistamine et l'acétylcholine sur:

L'ESTOMAC DE SOURIS

Agents BK

(9.43 nM)
desArg^BK
(9nM)

Histamine

(22 pM)
Acetylcholin
e (0.5 pM)

contrôle test contrôle test contrôle test contrôle test

Atropine (4
pM)
Diphénydramine
(10 pM)

1.08±0.16

1.04±0.08

1.14±0.10

0.95±0.05

0.60±0.05

0.65±0.06

0.60±0.06

0.60±0.05 0.80±0.02

0.71±0.05

Indométhacine

(7 pM)
1.16±0.09 1.14±0.10 0.59±0.05 0.54±0.06 "

LA VESSIE DE SOURIS

Agents BK

(9.43 nM)
contrôle test

Acetylcholine
(0.5 pM)
contrôle test

Atropine (4 pM) 0.66±0.05 0.75±0.06 0.53±0.02

Diphénydramine (10 pM) 0.69±0.03 0.76±0.02

Indométhacine (7 pM) O.SliO.Ol 0.59±0.02** - -

Note. Valeurs exprimées en grammes de contraction. ***; p< 0.001, **; p< 0.01. (n= 4-6 pour chaque donnée) ro
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3-1.4 Sélectivité des agonistes BK et desArg^BK sur leurs récepteurs respectifs.

Les réponses contractiles de l'estomac de souris à l'ACh (représentant le

contrôle externe), la BK et la desArg^K ont été mesurés à divers intervalles de

temps après la période d'équilibration (90 min. représentant le temps G), pour

contrôler la stabilité des trois agonistes. Tel que montré dans la figure 6, des

contractions comparables sont observées pour l'ACh et la BK sur les tissus stimulés à

90, 150, 210 ou 270 min., tandis que la réponse à la desArg^K varie. Cette réponse

est présente (bien que faible) dés la fin de la période d'équilibration et elle augmente

significativement entre 90 et 150 minutes pour ensuite se maintenir au niveau élevé

pendant au moins deux heures. Soulignons que les réponses de l'ACh et de la BK

potentialisées à 210 et à 270 min ne sont pas bloquées par le R715 (2.2pM), un

antagoniste du récepteur Bi Ces résultats montrent qu'il semble avoir une formation

de novo des récepteurs activés sélectivement par la desArg^K.
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Figure 6: Effets myotropes induits par la ACh (0.5.10*^ M), la BK (5.10"' M) et

la desArg'BK (3.10"® M) en fonction du temps (90, 150, 210, 270 min. après une

période d'équilibration de 90 min. représentant le temps 0) en présence de

captopril (10"^ M). La réponse induite par la BK n'augmente pas de façon

significative avec le temps, par contre, celle induite par la desArg'BK augmente

significativement après 150 min et reste élevée.

Abscisse: temps

Ordonnée: effets contractiles de BK, desArg'BK et ACh exprimés en pourcentage

(%) des contractions obtenues par ces agents au temps 0

*: indique les significations statistiques

'''p<0 05; ■'"''p<0.01; ***p< 0.001 .(n= 8-10)
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3-1.5 DifTérence dans le profil de contraction des réponses induites par la BK et

la desArg'BK sur l'estomac de souris

Les effets myotropes de la BK et de la desArg^BK sur l'estomac de souris

sont illustrés dans la figure 7. L'eflFet (entrée en action, pic et relaxation après lavage)

de la BK est très rapide (1 à 2 min.) tandis que la réponse contractile de la desArg'BK

se développe assez rapidement et elle est lentement réversible (5 à 15 min.). En

présence de HOE 140 (8 pM), le puissant antagoniste sélectif des récepteurs B2,

l'effet de la BK est complètement bloqué alors que celui induit par la desArg^K reste

inchangé. Par contre, le R715 (8 pM), l'antagoniste sélectif des récepteurs Bi, inhibe

la réponse à la desArg^K et ne touche pas à l'eflfet de la BK. La combinaison des

deux antagonistes inhibe simultanément les réponses de l'estomac à la BK et à la

desArg^K. Ces résultats suggèrent que la différence observée dans le profil de

contraction des agonistes Bi et B2 serait manifestement due au type de récepteur

stimulé; la contraction rapide est due à la stimulation du récepteur B2 par la BK

tandis que la réponse lente est provoquée par le récepteur Bi, stimulé par la

desArg^K.

S-l.ô* Caractérisation des récepteurs de kinines par les deux critères de Schild

Les récepteurs Bi et B2 des kinines ont été caractérisés sur les préparations

tissulaires de souris par l'utilisation des agonistes sélectifs et d'antagonistes compétitifs

dans le but d'établir l'ordre de puissance des agonistes et d'estimer les affinités

apparentes des antagonistes, qui sont les deux critères nécessaires pour appliquer la

classification des récepteurs proposée par Schild (1973).
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Figure 7: Tracés typiques montrant les effets myotropes de la BK (5.10"^ M) et

de la desArg^BK (3.10"^ M ) sur l'estomac de souris. En A, les effets de la

desArg^K et la BK sont mesurés avant et parés un traitement de 10 min., avec HOE

140, un antagoniste du récepteur B2 qui inhibe BK et ne modifie pas l'eiOfet de la

desArg^K. En B, les effets de desArg^K et BK sont mesurés avant et un

traitement de 10 min., avec R 715, un antagoniste du récepteur Bj qui inhibe l'effet de

desArg^BK et n'affecte pas la réponse de BK. En C, les effets de desArg^K et BK

sont mesurés après un traitement simultané avec les deux antagonistes HOE 140 et R

715. Les effets inhibiteurs des deux antagonistes sont réversibles. L; lavage. DBK:

desArg'BK

Abscisse: temps

Ordonnée: contraction en grammes.
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3-1.6a Ordre de puissance des agonistes des récepteurs Bi et B2

Les agonistes naturels BK et LysBK aussi bien que leurs métabolites

desArg'BK et LysdesArg^K, et quelques agonistes sélectifs tels que [Hyp^JBK,

[Aib']BK et Sar[DPhe'']desArg^K ont été extensivement utilisés dans cette étude.

Tel que montré dans le tableau V, les agonistes utilisés sont des agonistes purs (voire

valeurs de a^) sur les deux préparations, à savoir l'estomac et la vessie de souris. En

fait, les réponses maximales des tissus aux divers agents, exprimées en terme de

(activité agoniste intrinsèque), sont toutes proches de l'unité (tableau V); ainsi les

affinités apparentes de tous ces agents peuvent être exprimées en termes de pDi. Les

agonistes des récepteurs B2 (BK, LysBK, [Hyp^JBK, [Aib'jBK) sont inactifs sur les

récepteurs Bi; de même, les agonistes des récepteurs Bi (desArg'BK, LysdesArg^K,

SarpDPhe^JdesArg^K) ne stimulent pas les récepteurs B2. Pour ce qui est des

agonistes des récepteurs B2, [Hyp^JBK est de 0.5 unité Log plus actif que [Aib'jBK

tandis que BK et LysBK stimulent les récepteurs B2 avec la même affinité (pD2 8.7)

sur l'estomac et sur la vessie. L'ordre de puissance des agonistes ainsi établi sur les

récepteurs B2 de l'estomac et la vessie de souris est le même dans les deux tissus, à

savoir:

" BK = LysBK > [Hyp'jBK > [Aib']BK »> desArg^K, LysdesArg^K

cependant, [Hyp^JBK est beaucoup plus actif sur la vessie que sur l'estomac.

D'après ce même tableau, les résultats obtenus avec les trois agonistes des récepteurs

Bi montrent que ces trois composés sont équipotents. Ainsi, l'ordre de puissance des

agonistes des récepteurs Bi sur l'estomac s'établit comme suit:

desArg^K =LysdesArg'BK =Sar[DPhe®]desArg^K »> BK, LysBK



Tableau V. Profils pharmacologiques in vitro des agonistes des récepteurs Bj et B2 des kinines

sur les tissus de souris

AGONISTES

Estomac ( fimdus)

Préparations

Vessie

PD2

Récepteur
B2

A.R. aE pD2

Récepteur
Bl

A.R. aE

Récepteur
B2

pD2 A.R.. aE

BK 8.69±0.16 100 1.00 Inactif 7.71±0.06 100 1.00

LysBK 8.70±0.08 102 0.98 - 7.68±0.07 104 1.01

[Hyp3]BK 7.98±0.02 19 0.97 Inactif 7.74±0.08 107 1.02

[Aib7]BK 7.66±0.08 9 1.01 Inactif 6.91±0.13 16 1.02

DesArg^BK Inactif 7.65±0.07 100 1.00 Inactif

LysDesArg^BK Inactif 7.70±0.12 112 0.97 Inactif

Sar[DPhe^]Des
Arg^BK

Inactif 7.78±0.08 135 1.09 Inactif

Note. pD2 Logio négatif de la concentration molaire (M) de l'agoniste qui produit 50% de la réponse maximale.

A.R.: Affinité relative exprimée en pourcentage de BK pour les récepteurs B2 et de desArg^BK pour les récepteurs Bj . a^: Activité
agoniste intrinsèque. Inactif; indique qu' aucune activité agoniste n est observée à une concentration supérieure à 10 pM .
Les valeurs indiquent la moyenne ± l'erreur standard, sur la moyenne d'au moins 7 à 15 déterminations.

(O
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Notons que la présence d'un résidu Lys additionnel à l'extrémité N-terminal de

desArg^BK, ne mène pas à une augmentation de l'affinité du composé LysdesArg^K

chez la souris, contrairement aux résultats observés chez d'autres espèces (lapin et

l'homme (Regoli et al., 1997), où LysdesArg^K est plus puissant que la desArg^K.

3-1.6b Caractérisation des récepteurs des kinines par les antagonistes

Les affinités apparentes (PA2) et les effets agonistes résiduels (a^) des

antagonistes utilisés dans cette étude, sont présentés dans le tableau VI. Trois

générations d'antagonistes des récepteurs B2 des kinines ont été largement étudiées:

Les composés peptidiques tels que DArg[Hyp^ DPhe^, Leu®]BK et DArg[Hyp^,

DPhe']BK représentent la première génération des antagonistes des récepteurs B2. Le

composé DArg[Hyp^, DPhe', Leu*]BK est de 0.5 à 1 unité Log plus puissant que

DArg[Hyp^, DPhe^]BK sur la vessie et sur l'estomac; ces deux composés, malgré

leurs affinités apparentes relativement élevées, possèdent des activités agonistes

résiduelles importantes se manifestant particulièrement sur l'estomac (a®^.50). Nos

résultats démontrent que ces composés agissent comme des agonistes partiels et, ne

peuvent donc être considérés comme des outils adéquats pour la caractérisation des

récepteurs B2 chez la souris puisque lesdits effets agonistes interfèrent avec la mesure

réelle des activités antagonistes. De plus, ces deux antagonistes maintiennent une

faible activité antagoniste sur les récepteurs Bi (pA2 = 5.70 et 6.10 respectivement).

HOE 140, représentant de la deuxième génération d'antagonistes des récepteurs B2,

possède une forte affinité apparente de 8.30 environ et une activité agoniste résiduelle

très faible (0<a^^0.13); HOE 140 est inactif sur les récepteurs Bi même à fortes

doses.



Tableau VL Les profils pharmacologiques in vitro des antagonistes des récepteurs Bj et B2 des kinines sur les tissus de souris

COMPOSES TISSUS

Estomac ( fundus) Vessie

Récepteur B2 Récepteur Bj Récepteur B2

PA2 aE pA2 aE PA2 a E

DArg[Hyp3,DPhe'7]BK 7.05±0.03a 0.57a 6.10±0.0lb 0.44b 6.97±0.02 0.12

DArg[Hyp3,DPhe'7,Leu8]BK 6.78±0.03 0.84 5.70±0.03b 0.19b 7.34±0.03 0.18

8.06±0.0ia 0.52a -

DArg[Hyp^, Thi^, DTic^, 8.28±0.05 0.13 Inactif 8.64±0.04 0

Oic8]BK (HOE 140)
WIN 64338 5.00±0.03 0 Inactif <5.00 0

FR 173657 8.09±0.07 0.07 Inactif 8.45±0.03 0.01

[Leu^JdesArg^BK Inactif 6.93±0.06 0.64 Inactif

Lys[Leu^]desArg9BK Inactif 7.00±0.09 0.70 Inactif

D Arg[Hyp^, Thi^ ,DTic^, Oic^ ] des 5.38±0.09a 0.21a 7.21±0.07b 0.48b 5.08±0.01 0.05

Arg^BK
DArg[Hyp3,DPhe'7]desArg9BK 5.05±0.0ia 0.20a 6.95±0.0lb 0.52b - -

AcLys[D Nal^.Ile^JdesArg^BK Inactif 7.00±0.02 0.16 Inactif

(R-715)

lote. pA2; Logjo négatif de la concentration molaire (M) d antagoniste qui réduit l'effet d'une c ose double d'agoniste à celui

simple, a^: Activité agoniste résiduelle. Inactif: indique qu'aucun effet antagoniste n'est observé à une concentration supérieure à 10 pM.
Les valeurs indiquent la moyenne ± l'erreur standard, d'au moins 4 à 7 déterminations. ̂  : valeurs de pA2 et d'a^ mesurées en présence de

R-715 (8.10"^ M), valeurs de pA2 et d'a^ mesurées en présence de HOE 140 (8.10"^ M),
01
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WIN 64338 et FR 173657, deux antagonistes non peptidiques des récepteurs

B2 sont complètement dépourvus d'effets agonistes résiduels (a®= 0) mais par contre,

ils présentent des profils pharmacologiques opposés quant à leurs affinités apparentes

WIN 64338 est pratiquement inactif sur les deux préparations, contrairement au

nouveau composé FR 173657 qui montre une forte affinité, pA2 > 8.09 sur les

récepteurs B2. Ces deux composés sont inactifs sur les récepteurs Bj même aux fortes

concentrations. Il est important de noter que le composé DArg[Hyp^, DPhe',

Leu*]BK est plus actif que le WIN 64338 sur les récepteurs B2 de la souris par au

moins 2 unités Log.

Sur les récepteurs Bi, les antagonistes classiques tels [Leu*]desArg^K et

Lys[Leu®]desArg^K, maintiennent des effets agonistes résiduels très importants

(a^^.60) et des affinités apparentes relativement élevées (pA2 6.9-7.0). Ces résultats

indiquent que ces deux composés agissent comme des agonistes partiels et sont

complètement inactifs sur les récepteurs B2. De même que DArg[Hyp^, DPhe',

Leu*]BK et DArg[Hyp^, DPhe']BK, les composés [Leu^JdesArg'BK et

Lys[Leu*]desArg^BK ne sont pas utilisables pour la caractérisation des récepteurs Bi

des kinines dans nos préparations non vasculaires de souris.

Par Contre, AcLys[DPNaf, lle*]desArg^K (R715), un nouveau composé synthétisé

dans notre laboratoire à partir de modifications structurelles des antagonistes

classiques des récepteurs Bi, montre une affinité relativement forte (pA2 7.00) et

surtout un effet agoniste résiduel faible ou presque nul (0<a^<0.16). 11 représente

donc l'antagoniste de choix pour une étude de caractérisation des récepteurs Bi chez

la souris. D'autres antagonistes des récepteurs Bi tels DArg[H3q)^, Thi', DTic',

Oic*]desArg^K et DArg[Hyp^, DPhe^JdesArg^K possèdent des activités
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antagonistes faibles sur les récepteurs B2 (pA2 variant de 5.00 à 5.40) de même que

les activités agonistes résiduelles élevées (a^=0.5). Ces composés, malgré leurs

bonnes affinités apparentes sur les récepteurs Bi (pA2 ±7.00), ne sont pas utilisables

pour une étude de caractérisation pharmacologique des récepteurs Bi chez la souris.

Les affinités apparentes des antagonistes des récepteurs Bi obtenues dans nos

expériences indiquent que les cinq antagonistes étudiés sont équipotents sur les

récepteurs Bi.(tableau VI).

3-1.7 Etude des effets agonistes résiduels des antagonistes DArg[Hyp^,

DPhe']BK et [Leu^ldesArg^BK sur l'estomac de souris.

Dans cette partie de l'étude, nous avons voulu préciser la nature des effets

agonistes résiduels des antagonistes peptidiques des récepteurs B2, DArg[Hyp^,

DPhe']BK et des récepteurs Bi, [Leu^JdesArg^K. Pour cela, nous avons utilisé

HOE 140 (anti-B2), R715 (anti-Bi) et mergetpa (inhibiteur des carboxypeptidases N

ou M). Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 8 . L'effet agoniste résiduel

de DArg[Hyp^, DPhe'jBK est complètement inhibé par HOE 140 (8 |xM). Par contre,

cet effet n'est pas réduit de façon significative par le R 715 (8 pM) ni par le mergetpa

(1 pM); l'effet de DArg[Hyp^, DPhe^JBK est réversible après 20 à 30 min. (n= 7). Ces

résultats indiquent que l'activité agoniste résiduelle de DArg[Hyp', DPhe'jBK est

médiée par les récepteurs B2 et non par les récepteurs Bi et de plus, que DArg[Hyp^,

DPhe'jBK n'est pas converti en antagoniste du récepteur Bi correspondant

(DArg[Hyp^ DPhe^]desArg'BK).
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Figure 8: Effets de HOE 140 (3.88x10-8 M), un anti-B2, de R 715 (8.75x10-6 M),

un anti-Bj et de mergetpa (4,21x10"^ M), un inhibiteur des carboxypeptidases

N et M, sur les activités agonistes résiduelles de D Arg[Hyp3, DPhe^JBK (2.10-^

M) et de [Leu^JdesArg^BK (2.87x10"^ M) sur restomac de souris. Les colonnes

en blanc représentent les résultats obtenus en absence d'antagoniste. Les colonnes en

noir représentent les résultats obtenus en présence d'antagoniste. (n= 7)

Abscisse: traitements

Ordonnée: effets contractiles de la DArg[Hyp3, DPhe^]BK et de la

[Leu8]desArg^K exprimés en pourcentage (%) des contractions maximales des

tissus non traités (témoin).
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L'effet agoniste de [Leu^JdesArg^K est bloqué par R 715 incubé pendant 10 min.

(n= 7); suggérant ainsi que l'activité agoniste résiduelle de [Leu^jdesArg^K se fait

via les récepteurs Bi.

Les résultats de cette étude sur les antagonistes DArg[Hjq)^, DPhe']BK et

[Leu^jdesArg^K permettent de supposer que les effets résiduels d'autres composés

analogues tels le DArg[Hyp^, DPhe', Leu®]BK et le Lys[Leu*]desArg^K pourraient

être dus respectivement à l'activation des récepteurs B2 et Bi.

3-1.8 Etude de la nature de compétitivité des antagonistes HOE 140, R 715, et

de l'antagoniste non peptidique FR 173657 par la méthode de la régression

linéaire de Schild

Dans cette partie du travail, nous avons évalué le type d'antagonisme exercé

par HOE 140, FR 173657 et R 715, trois antagonistes des récepteurs des kinines qui

ont été trouvés utiles pour la caractérisation des récepteurs Bi et B2 chez la souris

dans la présente étude. Pour cela, nous avons réalisé une série d'expériences dans

lesquelles des concentrations croissantes des trois composés ont été utilisées dans le

but d'obtenir les données nécessaires pour la construction d'un Schild plot et calculer

ainsi la dérivation selon Schild (1973). Les résultats obtenus avec HOE 140 et FR-

173657 sont présentés dans la figure 9; On observe un déplacement non parallèle des

courbes concentration-réponse de la BK et une dépression de l'effet maximal de BK

sur l'estomac de souris en présence de concentrations croissantes de HOE 140 et FR

173657 (figure 9A et 9B). La transposition de ces courbes en régression linéaire de

Schild donne deux droites dont les pentes sont significativement différentes de l'unité

(figure 9C et 9D): Les pentes obtenues de ces régressions linéaires sont de 0.29 (pour
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HOE 140) et de 0.49 (pour FR 173657). Ces résultats suggèrent la nature non

compétitive des composés HOE 140 et FR 173657 sur les récepteurs 82 de souris.

Par contre, les courbes concentration-réponses de desArg^K sont déplacées d'une

façon proportionnelle vers la droite en présence de R 715 et l'effet maximal de

desArg'BK observé en présence des concentrations croissantes de R 715 est maintenu

(figure 10). La régression linéaire de Schild montre une droite dont la valeur de la

pente (0.83) est proche de l'unité et laisse prévoir une interaction à tendance

compétitive du R 715 sur les récepteurs Bj. Cette interprétation est consolidée par le

fait que l'effet antagoniste de ce composé est rapidement réversible après le lavage du

tissu.
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Figure 9:

(A et B): Courbes concentration-répouse de la BK obtenues sur l'estomac de

souris.

Les courbes sont mesurées en absence et en présence de concentration croissantes de

FR 173657 (A) et de HOE 140 (B).

Abscisse; Logio négatif des concentrations molaire (M) de l'agoniste.

Ordonnée: contraction exprimée en pourcentage (%) de la réponse à la BK.

(C et D): Régression linéaire de Schild de FR 173657 (C) et de HOE 140 (D)

contre BK sur l'estomac de souris.

Abscisse: Logjo négatif de la concentration molaire (M) de l'antagoniste.

Ordonnée: Logjo négatif de (Dose-Ratio- 1) de l'agoniste.

Chaque point indique la moyenne ± l'erreur standard, d'au moins 4 à 7 déterminations.
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Figure 10:

A: Courbes concentration-réponse de la desArg^BK obtenues sur Testomac de

souris en absence et en présence de concentrations croissantes de R 715.

Abscisse: Logio négatif des concentrations en molaire (M) de l'agoniste.

Ordonnée: contractions exprimées en pourcentage (%) de la réponse de desArg^K.

B: Régression linéaire de Schild de R 715 contre la desArg^BK sur l'estomac de

souris.

Abscisse: Logjo négatif de la concentration molaire (M) de l'antagoniste.

Ordonnée: Log^o négatif de (Dose-Ratio -1) de l'agoniste.

Chaque point indique la moyenne ± l'erreur standard, d'au moins 4 à 8 déterminations.
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3-1.9 Etude de la durée d'action et de la réversibilité de HOE 140, FR 173657 et

R 715 sur l'estomac de souris

La durée d'action et la réversibilité de ces composés ont été

approximativement évalués suivant le protocole de la figure 11 sur une période de 20,

40, et 60 min. après l'incubation des tissus avec les antagonistes. HOE 140 et FR

173657 sont difficilement réversibles, leurs actions antagonistes persistent 40 min.

après le lavage des tissus (n= 6 à 10) ce qui confirme la nature non compétitive des

antagonismes exercés par ces composés.

A l'opposé, R 715 est rapidement réversible puisque l'activité biologique de l'agoniste

desArg'BK est retrouvée entièrement 20 min. après lavage du tissu (n= 6 à 10 ).

3-1.10 Etude de la spécificité des nouveaux composés R 715 et FR 173657 sur

l'estomac de souris

Nos résultats montrent que le R 715 et FR 173657 aux concentrations

respectives de 2.2 |aM et 4.2 jiM n'influencent pas les réponses à l'angiotensine n (24

nM), de l'acétylcholine (0.5 pM) et de la substance P (2 nM) sur l'estomac de souris,

démontrant ainsi une certaine spécificité de R715 envers les récepteurs Bi et du

FRl 73657 envers les récepteurs de type B2 des kinines (tableau VII). De plus, la

sélectivité de ces composés a été vérifiée sur les récepteurs Bi et B2 de la même

préparation de souris (figure 7 et tableau VII): en présence de R 715 (8 pM ou 2.2

pM), seule la réponse de la desArg^K a été diminuée fortement (celle de la BK

restant inchangée). De même, 4.2 pM de FR 173657 inhibe significativement la

réponse à la BK et demeure sans effet sur celle de desArg'BK .
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Figure 11: Etude de la durée d'action et de la réversibilité de HOE 140, FR

173657 et R 715 sur des tissus provenant de l'estomac de souris. Ces deux

paramètres sont évalués à 20, 40, et 60 min. après le traitement avec les antagonistes.

En A, le HOE 140 inhibe l'effet contractile produit par la BK. HOE 140 est

totalement réversible après 40 min. En B, le FR-173657 bloque la réponse myotrope

induite par la BK. Son effet persiste encore à 40 min. A 60 min., on obtient la

réversibilité complète. En G, R-715 inhibe la réponse contractile de la desArg^K

(DBK). La réversibilité est obtenue 20 min. après le traitement.

Abscisse: temps

Ordonnée: contraction en grammes.
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Tableau VII. Spécificité d'action des nouveaux antagonistes AcLys[D

Nal^,Ile^]desArg^K (R715) et FR 173657 sur les récepteurs des kinines de

l'estomac de souris.

Agonistes (Conc.) Contrôle R-715

(2.2 pM)
Contrôle FR 173657

(4.2 pM)

BK(lOnM) 1.12±0.07 1.1U0.05 1.13±0.03 Q

DesArg^BK (9 nM) 0.64±0.05 Q *** 0.63±0.06 0.65±0.07

Acetylcholine
(0.55 pM)

0.79±0.02 0.82±0.02 0.73±0.03 0.72±0.02

Substance P (2 nM) 0.80±0.04 0.82±0.08 0.61±0.01 0.54±0.02

Angiotensine II
(24 nM)

0.50±0.02 0.57±0.02 0.58±0.02 0.65±0.04 ■

Note. Les valeurs indiquent les réponses contractiles de l'estomac (exprimées en

grammes) aux agonistes (moyennes ± s.e.m. de 4-5 expériences), *** p< 0.001.
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3-2 Les Neurokinines et leurs récepteurs chez la souris

Les neuroldnines naturelles (SP; NKA; NKB) et plusieurs agonistes sélectifs

ont été testés dans le but de caractériser les sites fonctionnels qui sont présents dans

les tissus de souris et déterminer un ordre de puissance des agonistes. Plusieurs

composés antagonistes ont aussi été testés, afin d'appliquer aux récepteurs NK-1 et

NK-2 des neurokinines, les deux principaux critères de classification des récepteurs

recommandés par Schild (1973).

3-2.1 Effets des neurokinines sur l'estomac et la vessie de souris

La vessie et l'estomac de souris répondent aux neurokinines par des contractions dont

l'intensité est dose-dépendante, ce qui en fait des préparations adéquates pour des

études in vitro. Des exemples de tracés obtenus avec les agonistes sélectifs du

récepteur NK-1, le Ac[Arg®, Sar®, Met(02)"]SP (6-11) et du récepteur NK-2, soit [3-

Ala^]NKA (4-10) sur l'estomac de souris sont illustrés dans les figures 12. Ces agents

produisent une élévation de la tension qui est rapidement réversible après le lavage

des tissus. En présence de SR 140333, l'antagoniste des récepteurs NK-1, l'effet de

Ac[Arg®, Sar^, Met(02)"]SP (6-11) est complètement aboli (figure 12A). De même,

les réponses de l'estomac à la [P-Ala*]NKA (4-10) sont réduites en présence de SR

48968, l'antagoniste des récepteurs NK-2 (figure 12B). La Figure 13 est une

illustration de l'effet des antagonistes précédents sur les courbes concentration-

réponses obtenues avec Ac[Arg®, Sar^, Met(02)"]SP (6-11) (figure 13A) et [P-

Ala^]NKA (4-10) (figure 13B): on note un déplacement de la courbe concentration-

réponse de Ac[Arg®, Sar®, Met(02)"]SP (6-11) vers la droite et une dépression de

l'effet maximal de cet agoniste sur l'estomac de souris en présence de SR 140333
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(figure 13 A); d'une autre part, la présence de SR 48968 conduit à un déplacement de

la courbe concentration-réponse de [P-Ala*]NKA (4-10) vers la droite et une

diminution des réponses maximales de l'estomac à cet agent (figure 13B). Par contre,

on note dans les deux cas (figures 12 et 13), que l'effet de Ac[Arg®, Sar',

Met(02)"]SP (6-11) n'est pas modifié en présence de SR 48968, et que SR 140333

n'affecte pas l'effet de [P-Ala*]NKA (4-10).

Seuls les agonistes des récepteurs NK-2 produisent des effets myotropes sur la vessie

de souris, effets qui, par ailleurs, sont bloqués par le SR 48968, tandis que le SR

140333 reste inactif contre ces effets (résultats non montrés).
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Figure 12: Tracés typiques montrant les effets myotropes de la Ac[Arg^ Sar^,

Met(02)"]SP(6-ll) (2.10-8 m) et de la [P-Ala®lNKA (4-10) (9.10-9 m) sur

l'estomac de souris. En A, les effets de la Ac[Arg*' Sar®, Met(02)"]SP(6-l 1) (R-636)

et de la [P-Ala*]NKA(4-10) (R-540) sont mesurés avant et après 30 min. de

traitement avec SR 140333, un antagoniste des récepteurs NK-1, qui inhibe l'effet de

la Ac[Arg®' Sar^, Met(02)"]SP(6-ll) et ne modifie pas celui de la [P-Ala*]NKA (4-

10). L'antagoniste montre une longue durée d'action, n'étant pas réversible après 40

min. En B, les effets de la Ac[Arg®' Sar®, Met(02)'']SP(6-l 1) et de la [P-Aia^]NKA

(4-10) sont obtenus en absence et en présence de SR 48968, un antagoniste des

récepteurs NK-2, qui bloque la contraction induite par la [P-Ala*]NKA (4-10) et ne

change pas l'effet de la Ac[Arg^- Sar®, Met(02)"]SP(6-l 1) . L'antagoniste montre une

durée d'action prolongée car son effet n'est pas réversible après 40 min. L; lavage.

Abscisse: temps

Ordonnée: contraction en grammes.
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Figure 13: Les courbes concentration-réponses obtenues sur l'estomac de souris

avec Ac[Arg^, Sar^, Met(02)^^]SP (6-11) (en haut) en absence (o) et en présence

de SR 140333 (•) ou SR 48968 ( "^ ). Les courbes concentration-réponses obtenues ^

sur une préparation d'estomac de souris avec [P-Ala^]NKA (4-10) (en bas) en

absence (o) et en présence de SR48968 (•) ou SR 140333 ('*').

Abscisse: concentration molaire (M) de l'agoniste.

Ordonnée: effet maximal en pourcentage (%).
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3-2.2 Etude des récepteurs des neurokinines sur l'estomac de souris

3-2.2a Caractérisation du récepteur NK-1 par les 2 critères de Schild

Ordre de puissance des agonistes sur les récepteurs de type NK-1

Plusieurs agonistes connus comme stimulateurs du récepteur NK-1 ont été

testés sur l'estomac de souris. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

Vni. La substance F (S?) (agoniste naturel) et les agonistes sélectifs des récepteurs

NK-1 que nous avons étudiés sont tous actifs et montrent des affinités (pD2)

supérieures à 7.00 sur l'estomac. Les affinités des agonistes SP, [Sar', Met(02)"]SP et

septide sont équivalentes, tandis que Ac[Arg®, Sar^, Met(02)"]SP (6-11) (pD28.13)

est plus puissant d'au moins une unité logarithmique par rapport aux autres composés.

Ces résultats indiquent que l'estomac de souris possède des sites fonctionnels de type

NK-1 sur lesquels l'ordre de puissance des agonistes est le suivant;

Ac[Arg®, Sai^,Met(02)"]SP(6-ll)>SP> [Sar^, Met(02)"]SP>septide»>[3-

Ala'']NKA(4-10), [MePhe'jNKB.

Sur le même tableau, on peut aussi noter qu'un traitement de l'estomac isolé avec un

antagoniste du récepteur NK-2, le SR 48968 à forte concentration (4xlO"^M), ne

modifie pas l'affinité (en terme de PD2) de SP pour les récepteurs NK-1. Ce qui

suggère que SP n'interagit pas avec les récepteurs de type NK-2 de l'estomac de

souris et fonctionne comme un agoniste sélectif du récepteur NK-1.
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Tableau VIII. Affinités apparentes (pD2) de la substance P et de ses analogues sur les

récepteurs NK-1 de souris.

Peptides Tissus

Estomac Vessie

pD2 A.R. pD2

Substance P (SP) 7.41±0.08 100 Inactif

* SP 7.37±0.05 90 Inactif

[Sar9 Met(02)^l]SP (6-11) 7.25±0.08 68 Inactif

Ac[Arg6 Sar^ Met(02)l ̂]SP (6-11) 8.13±0.07 543 Inactif

Septide 7.20±0.06 60 Inactif

Note, indique que l'affinité de la SP a été mesurée en présence du SR 48968

(4xlO"^M, préincubé pendant 30 min.).

A.R. ; activité relative exprimée en pourcentage de l'activité de la SP, l'agoniste de

référence.



Tableau IX

t

Affinités apparentes (pA2) des antagonistes des récepteurs NK-1 sur restomac de la souris

SR 140333 RP 67580 FK888 CP 99994

SP SP* Ac[Arg6 ...]SP* Ac[Arg6 ...]SP* Ac[Arg6,...]SP* Ac[Arg6 .,.]SP*

pA2 8.12±0.03 8.49±0.05 8.08±0.08 8.41±0.03 6.57±0.04 6.06±0.03

Note. * indique que l'affinité de l'antagoniste a été mesurée en présence du SR 48968

(4xlO"^M, préincubé pendant 30 min.).

Abbréviation; Ac[Arg^,...]SP: Ac[Arg6, Sar^, Met(02)^^]SP (6-11).

■>1
NJ
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Affinités apparentes (pAi) des antagonistes des récepteurs NK-1

Quatre antagonistes des récepteurs NK-1 ont été testés contre rAc[Arg®, Sar^,

Met(02)"]SP (6-11), le puissant agoniste sélectif du récepteur NK-1 (tableau IX). Les

résultats obtenus montrent que SR 140333 et RP 67580 sont les composés les plus

actifs puisqu'ils possèdent des affinités apparentes (pA2) d'environ 8.5, contrairement

aux composés CP 99994 et FK 888 qui ont des affinités apparentes plus faibles d'au

moins 2 unités logarithmiques. En plus, lorsque testés contre la SP en présence d'un

antagoniste des récepteurs NK-2, le SR 48968, utilisé à forte concentration, les

affinités apparentes (PA2) des antagonistes des récepteurs NK-1 étudiés, ne sont pas

modifiées (tableau IX). L'ensemble de ces résultats confirme que l'estomac possède

des sites de type NK-1. L'ordre de puissance des antagonistes des récepteurs NK-1

sur l'estomac de souris est le suivant;

SR 140333> RP 67580> FK 888> CP 99994.

3-2.2b Caractérisation des récepteurs de type NK-2 des neurokinines par les 2

critères de Schild

Ordre de puissance des agonistes: neurokinine A (NKA) et ses congénères sur

les récepteurs de type NK-2

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau X: La neurokinine A ou

NKA, l'agoniste naturel des récepteurs NK-2, le [P-Ala*]NKA(4-10) et le

[Nle"']NKA(4-10), deux agonistes sélectifs des récepteurs NK-2, de même que le

neuropeptide y (NPy) ont été trouvés actifs sur l'estomac de souris. Les agonistes

étudiés montrent des valeurs de pD2 comprises entre 7.0 et 7.7; le composé les plus
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actif est le NKA (pDa?.?). Étant donné la co-présence des sites NK-1 et NK-2 sur

l'estomaG de souris, on a voulu savoir si les récepteurs NK-1 contribuaient à l'activité

biologique de NKA; on a donc prétraité les bandelettes d'estomac avec un puissant

antagoniste des récepteurs NK-1, le SR 140333 (4x10"'M) dans le but d'éliminer les

interférences potentielles de ce récepteur. Les résultats obtenus suggèrent que NKA

ne stimule pas les sites NK-1 (pDi de NKA a pratiquement la même valeur en absence

et en présence de SR 140333) (tableau X). Ces résultats indiquent que l'estomac de

souris contient des récepteurs de type NK-2 en plus des récepteurs NK-1, et que la

vessie ne possède que les récepteurs de type NK-2. L'ordre de puissance des agonistes

établit sur les récepteurs NK-2 de l'estomac est le suivant:

NKA>NPY>[P-Ala'']NKA(4-10)>[Nle'°]NKA(4-10)»>Ac[Arg^SaI^.

Met(02)"]SP (6-11), [MePhe^]NKB.

Dans certaines expériences, nous avons utilisé le côlon de souris et nous avons

constaté que ce tissu est riche en récepteurs de type NK-2 (résultats non présentés).
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Tableau X. Affinités apparentes (pA2) de la Neurokinine A et de ses congénères sur

les récepteurs NK-2 de la souris.

Peptides Tissus

Estomac Vessie

PD2 A.R. PD2 A.R.

Neurokinine A 7.67±0.09 100 6.45±0.03 100

(NKA)

NKA** 7.62±0.01 91

[ pAla^JNKA (4-10) 6.99±0.10 21 6.15±0.06 50

[NlelOjNKA (4-10) 6.40±0.06 5 Inactif

Neuropeptide y 7.02±0.05 22 7.15±0.04 506 n

Note. ** indique que l'affinité de la NKA a été mesurée en présence du SR 140333

(4x10"7 M; préincubé pendant 30 min.).

A.R. ; activité relative exprimée en pourcentage de l'activité de la NKA, l'agoniste de

référence.
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Tableau XI. Affinités apparentes (pA2) des antagonistes des récepteurs NK-2 de la

souns.

Antagonistes Agoni stes Tissus

Estomac Vessie

PA2 pA2

SR 48968

NKA

NKA*

[pAla^JNKA (4-10)*

7.76 ± 0.05

8.78 ±0.01

9.05 ±0.05

8.64 ± 0.02

R-396

NKA

NKA*

[pAlaSjNKA (4-10)*

5.62 ±0.05

5.62 ± 0.05

6.21 ± 0.05

5.51 ±0.03

MEN 10627

NKA

NKA*

[ pAla^JNKA (4-10)*

7.71 ±0.04

8.08 ± 0.05

9.20 ± 0.04

8.82 ±0.05

Note. * indique que l'affinité de la NKA a été mesurée en présence du SR 140333

(4x10"^ M; préincubé pendant 30 min.).
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Afîfinités apparentes (pAj) des antagonistes des récepteurs NK-2

Les résultats obtenus avec les trois antagonistes des récepteurs NK-2 testés

sont présentés dans le tableau XI. SR 48968 et MEN 10627 présentent des pA2très

élevés (8.5>pA2>9.2) surtout lorsqu'ils sont testés contre l'agoniste sélectif [p-

Ala*]NKA(4-10) et contre la NKA en présence de SR 140333. Contrairement à ces

deux antagonistes, le R 396 est presque inactif sur les récepteurs NK-2 et possède une

affinité plus faible d'au moins 3 unités logarithmiques, comparativement aux deux

antagonistes précédents. Le pA2 du R 396 n'augmente pas de façon significative en

présence de SR 140333; ceci pourrait s'expliquer en raison de la faible affinité de-ce

composé pour les récepteurs NK-2 de la souris. L'ordre de puissance des antagonistes

des récepteurs NK-2 (étudiés dans le tableau XI) sur l'estomac de souris est ;

MEN 10627> SR 48968> R396.
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Tableau XII. Affinités apparentes (pD2) de la NKB et de ses analogues sur les

récepteurs NK-3 de la souris.

Peptides Tissus

Estomac Vessie

PD2 A.R. PD2

Neurokinine B 7.30±0.II 100 Inactif

(NKB)

NKB* 6.87 ±0.10 37 -

NKB** 6.43 ± 0.09 13 -

NKB*** 5.92 ±0.09 4 -

[MePhe^JNKB 5.93 ± 0.09 4(100) Inactif

[MePhe'7]NKB*** 5.35 ±0.06 (33) -

Senktide Inactif Inactif

Note. A.R. : activité relative exprimée en pourcentage de l'activité de la NKB,

l'agoniste de référence.

Les valeurs entre parenthèses indiquent les affinités relatives (%) comparées avec

l'agoniste de référence [MePhe^JNKB non traitée.

*: Indique que l'affinité de la NKB a été mesurée en présence du SR 48968

(4x10"^ M; préincubé pendant 30 min.).

*■": Indique que l'affinité de la NKB a été mesurée en présence du SR 140333

(4x10"^ M; préincubé pendant 30 min.).

**»; Indique que l'affinité de l'agoniste a été mesurée en présence de SR 48968 et

SR 140333 (4x10"^ M; préincubé pendant 30 min. respectivement).
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3-2.2c Ordre de puissance des agonistes du récepteur NK-3: neurokinine B (

NKB), [MePhe'lNKB et senktide.

NKB et deux agonistes sélectifs des récepteurs NK-3 ([MePhe'jNKB et

senktide) ont été testé en absence et en présence d'antagonistes des récepteurs NK-

1(SR 140333) et NK-2 (SR 48968) sur l'estomac isolés de souris (tableau XII). NKB

a montré un pD2 de 7.3 qui est réduit en présence de SR 140333 (4x10"'M) ou de SR

48968 (4x10"'M). Le co-traitement des tissus avec ces deux antagonistes provoque

une baisse de plus d'une unité logarithmique dans l'affinité de NKB, ramenant la valeur

de pD2de NKB à 5.92, donc approximativement identique à celle de l'agoniste sélectif

du récepteur NK-3, le [MePhe^]NKB (pD2= 5.93). De même, la présence des

antagonistes SR 140333 et SR 48968 aux mêmes concentrations, réduit légèrement la

valeur de pD2 de [MePhe'jNKB (de 0.5 unité logarithmique). Ces données suggèrent

la contribution des récepteurs NK-1 et NK-2 dans la réponse contractile induite par

les agonistes NK-3, utilisés à fortes concentrations. Le deuxième agoniste sélectif des

récepteurs NK-3, le senktide est inactif. Ce qui indique que l'estomac contient une

fmblè population de récepteurs de type NK-3, puisque les agonistes NK-3

maintiennent une activité substantielle en présence des antagonistes SR 140333 et SR

48968.
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Tableau XIII. Affinités apparentes (pA2) d'antagonistes sélectifs aux récepteurs NK-

3, mesurées contre l'effet myotrope de la [MePhe^]NKB.

Tissus SR 142801 R-486

PA2 aE PA2 aE

Estomac 5.07 ±0.09 0.18 N.M. 0.92

Note. N.M.: Activité antagonistique non mesurable suite à une activité agoniste

intrinsèque trop élevée ( 0.92). R-486; [Trp^, 3Ala^]NKA (4-10).



81

3-2.2d Affinités apparentes (pA2) des antagonistes des récepteurs NK-3

Deux composés, le R 486 et le SR 142801, ont été utilisés pour déterminer et

éventuellement confirmer l'existence possible des sites NK-3 fonctionnels sur

l'estomac de souris. R 486 agit comme un agoniste puisqu'il est caractérisé par une

activité intrinsèque (a'"' ) de 0.9. Il a donc été impossible de déterminer la valeur du

pA2 de ce composé Par contre, le SR 142801 qui présente un faible effet agoniste

(a^= 0.18), est cependant presque inactif (pA2= 5.1) (tableau Xlll). Cette donnée

indique que le récepteur NK-3 est en quantité extrêmement faible sur l'estomac de

souris.

Des tentatives de recherche du récepteurs NK-3 sur d'autres segments du

tractus gastro-intestinal (duodénum, côlon, iléon et caecum) ou sur d'autres tissus tels

la veine porte et le vas déferens de la souris n'ont pas donné de résultats positifs.

3-2.3 Etude des récepteurs des neurokinines sur la vessie de souris par les deux

critères de Schild

3-2.3a Ordre de puissance des agonistes des récepteurs NK-1, NK-2 et NK-3

- La SP et les agonistes sélectifs du récepteur NK-1 (tableau Vlll), ainsi que le

NKB (agoniste naturel du récepteur NK-3) (tableau Xll) et ses analogues, que nous

avons étudiés, sont tous inactifs sur la vessie de souris. Ces résultats montrent que la

vessie ne possède pas de sites fonctionnels NK-1 et NK-3. Par contre, le NKA, le [P-

Ala*]NKA (4-10) et le NPy, des agonistes du récepteur NK-2, ont été trouvés actifs

sur cette préparation (tableau X). Les valeurs de pD2 varient de 6.2 à 7.2; le composé
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le plus actif étant le NPy (pDa 7.2). L'ordre de puissance des agonistes, établi sur le

récepteur NK-2 de la vessie de souris, est:

NPY> NKA> p-Ala^lNKA (4-10) »>[Nle'®]NKA (4-10), Ac[Arg^ Sar^,

Met(02)"]SP (6-11), [MePhe'jNKB.

Cet ordre est différent de celui établi sur l'estomac, de plus, contrairement à l'estomac,

le composé [Nle'"]NKA (4-10) est complètement inactif. Cela suggère t- il l'existence

d'un sous-type de récepteur NK-2 ? Nous répondrons à cette question après l'analyse

de résultats obtenus avec les antagonistes.

3-2.3b Affinité apparente des antagonistes des récepteurs NK-1, NK-2 et NK-3

Les antagonistes des récepteurs NK-1 et NK-3 sont tous inactifs sur la vessie

de souris (tableau IX et tableau XIII). Cela confirme donc l'absence des récepteurs

NK-I et NK-3 sur cette préparation en accord avec les résultats obtenus avec les

agonistes. Par contre, les résultats obtenus avec les trois antagonistes du récepteur

NK-2 que nous avons essayé (tableau XI), confirment la présence des sites NK-2

fonctionnels sur la vessie. Les valeurs de pA2 trouvés sont très élevées (8.5 et 9.2

pour les composés SR 48968 et MEN 10627 respectivement), tandis que le composé

R 396 montre une faible affinité pour le récepteur NK-2. L'ordre de puissance des

antagonistes sur le récepteur NK-2 de la vessie de souris est donc:

MEN I0627> SR 48968> R396

Cet ordre est identique à celui établi sur l'estomac. Ce résultat répond négativement à

la question d'une présence éventuelle de sous-types différents du récepteur NK-2 sur

la vessie et sur l'estomac de souris.
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4-DISCUSSION

L'importance de l'utilisation des inhibiteurs de peptidases dans la

caractérisation des récepteurs peptidergiques a déjà été mentionnée à la section

"protocoles expérimentaux" . En effet, avant de pouvoir amorcer une étude sur la

caractérisation des récepteurs des kinines sur les tissus de souris, il est important de

développer des conditions expérimentales qui limiteront le métabolisme causé par une

ou plusieurs peptidases pouvant être présentes sur le tissu étudié. Dans la présente

étude, l'influence des enzjones protéolytiques tissulaires telles que la carboxypeptidase

M (EC 3.4.17.3) et l'enzyme de conversion de l'angiotensine I (EC 3.4.15.1) sur les

activités biologiques des kinines et leurs analogues, a été évaluée de façon semi-

quantitative, en mesurant ces mêmes activités en absence et en présence d'inhibiteurs

sélectifs de ces deux peptidases, respectivement le mergetpa et le captopril. Nos

résultats montrent une potentialisation significative des effets biologiques des kinines

en présence du captopril sur l'estomac et la vessie de souris. Ces données indiquent la

présence d'une inactivation active des kinines sur ces tissus par l'enzyme de

conversion de l'angiotensine II aussi appelée kininase H. Il est généralement admis que

les enzjmes protéolytiques se trouvent prés des récepteurs (Kenny et Maroux, 1984)

et que les peptides auraient pour ces enzymes des affinités semblables à celles qu'ils

ont pour leurs récepteurs. Ainsi, ces enzymes seraient capables de transformer les

peptides en métabolites actifs ou inactifs. Selon cette explication, la BK serait donc

convertie par les kininases II présentes sur les tissus de souris en fragments inactifs

(BK (1-5), BK(6-9), BK(l-7) et BK(8-9)) (Dorer et al., 1974) et la desArg^K serait

dégradée en DBK(l-5) et DBK(6-8) (Inokuchi & Nagamatsu, 1981; Erdos & Skidgel,

1986) inactives. Une inhibition de l'activité enzymatique des kininases II aurait donc
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pour conséquence une augmentation de l'activité biologique des kinines, puisque les

peptides ne sont plus inactivés et leur concentration dans le compartiment réceptoriel

serait maintenue plus élevée que dans le tissu témoin n'ayant pas été traité avec le

captopril. L'absence d'effet du mergetpa sur les réponses myotropes des kinines sur les

tissus de souris normales, de même que l'absence totale d'effet de BK sur le récepteur

Bi, en présence de captopril, suggère l'absence de carboxypeptidases M actives dans

les tissus de souris normales. Des résultats plus récents (Nsa Allogho et al. 1998)

indiquent qu'une activité faible de type carboxypeptidase M est présente dans

l'estomac de souris normales et celui de souris ne possédant pas (Knock out) les

récepteurs de type B2 .Suite à ces observations, nous suggérons que les aflBnités

apparentes d'agonistes (PD2) et d'antagonistes (PA2) des récepteurs des kinines, ainsi

que tous les essais sur les kinines sur les tissus isolés de souris, soient faits en

présence d'inhibiteurs de peptidases; l'utilisation du captopril (ou im de ses

congénères), nous semble absolument nécessaire et l'addition de mergetpa est recom

mandée pour des composés pouvant être transformés en agonistes du récepteur Bi.

Nos résultats montrent que l'effet maximal (Emax) de la BK en présence de

captopril est augmenté. Cette potentialisation se manifeste uniquement sur la vessie et

elle est absente sur l'estomac de souris. À quoi peut être due une telle différence?

Nous considérons diverses hypothèses: d'abord, il est possible que le métabolisme de

la BK sur la vessie soit très élevé et que la forte activité de la kininase II empêche

l'occupation de 100% des récepteurs par l'agoniste, ce qui ne serait pas le cas dans

l'estomac. En faveur de notre interprétation, nous mentionnons que les valeurs de la

réponse maximale de la vessie sont augmentées significativement par le captopril,

alors que celles de l'estomac ne le sont pas. Une autre différence entre la vessie et
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l'estomac est représentée par l'effet résiduel des antagonistes du récepteur B2. On note

que les antagonistes de première génération c'est-à-dire le DArg[Hyp^, DPhe^,

Leu®]BK et le DArg[Hyp^, DPhe',]BK maintiennent des effets agonistes très marqués

sur l'estomac (0.52 et 0.57 respectivement) et des effets moins évidents sur la vessie

(0.18 et 0.12 respectivement). Ces effets dérivent vraisemblablement d'une activité

intrinsèque résiduelle de ces composés peptidiques métabolisables. Ces effets sont dus

à l'activation du récepteur B2 car ils sont bloqués par le HOE 140, un antagoniste

sélectif du récepteur B2. La différence des effets agonistes résiduels produits par les

antagonistes B2 de première génération plus forts sur l'estomac que sur la vessie

pourrait aussi être attribuée au mécanisme d'action des kinines sur les deux tissus

(voire ci-dessous).

La contribution relative d'agents endogènes tels que l'acétylcholine (ACh), les

prostaglandines (PGs) et l'histamine (Hist) sur les réponses contractiles des kinines, a

été exclue par l'utilisation d'antagonistes des récepteurs M de l'ACh, Hi de l'histamine

et par le traitement des tissus avec l'indométhacine qui bloque la synthèse des PGs.

Nos résultats suggèrent que l'action de la BK et de la desArg^K seraient dues à une

action directe sur le muscle lisse de l'estomac puisque l'antagonisme des récepteurs

cholinergiques par l'atropine, histaminergiques par la diphénydramine (ou la

cimétidine) et l'inhibition de la cyclooxygénase par l'indométhacine, n'amène aucune

modification dans les réponses contractiles des kinines sur ce tissu. Par contre, sur la

vessie, l'inhibition de la synthèse des prostaglandines par l'indométhacine, diminue

fortement et significativement (p< 0.05) les effets de la BK. Ce qui suggère que la

libération des prostaglandines est une composante importante du mécanisme d'action

de la BK sur la vessie de souris. Dans ce sens, il a été démontré par plusieurs études
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que la BK active la PLA2, permettant à l'acide arachidonique d'être transformé en

eicosanoides biologiquement actifs. Ces derniers varient selon le type cellulaire étudié;

on trouve principalement les prostaglandines E2 et I2 mais aussi les leucotriènes et le

PAF (platelet activating factor) (Burch, R.M. et al, 1995).

Les études préparatoires, discutées dans la page précédente, nous ont permis

de préciser que a) les kinines sont exposées à un métabolisme enzymatique important

et b) qu'elles exercent un effet direct sur l'estomac de souris. La caractérisation des

récepteurs des kinines a été poursuivie premièrement sur l'estomac (effet direct) traité

avec le captopril (10"^ M) pour éviter le métabolisme et sur la vessie n'ayant subie

aucun traitement, en utilisant plusieurs agonistes et des antagonistes. Les récepteurs

Bi et B2 de l'estomac (système biréceptoriel) et le récepteur B2 de la vessie (système

monoréceptoriel) ont été caractérisés et classifiés avec les deux critères recommandés

par Schild (1973) à savoir, l'ordre de puissance des agonistes et les affinités

apparentes des antagonistes.

4-1 Caractérisation et classification du récepteur B? de la souris

Le récepteur B2 de la souris (estomac) présente une affinité (PD2) pour la BK

qui est de 8.64. Comparée aux affinités retrouvées sur d'autres récepteurs B2 (ex; 8.6

et 8.5 chez l'homme et le lapin respectivement), celle de la souris est comprise dans la

même intervalle de valeurs ( Regoli et al, 1988; Gobeil, 1996a; Hess, 1992;

Bacharov, 1995).

Pour établir l'ordre de puissance des agonistes, nous avons utilisé une série de

peptides apparentés à la BK et le résultat est indiqué ci-dessous:

BK= LysBK> [Hyp^]BK> [Aib^]BK»> desArg^K, LysdesArg^BK.
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Cet ordre correspond à celui d'un récepteur de type B2 des kinines, étant donné que la

BK et la LysBK sont actives et la desArg^K et la LysdesArg^K sont inactives

(Regoli et Barabé, 1980). D'ailleurs, cet ordre est similaire à celui établi grâce aux

études de liaison sur le récepteur B2 cloné de souris (Hess, 1993).

L'utilisation de [Hyp^JBK et [Aib'jBK nous a permis de classer le récepteur B2 de la

souris dans le sous-type B2A (Regoli et Gobeil, 1995) car [Hyp^JBK est plus actif que

[Aib'jBK par 0.5 unité log. De ce fait, le récepteur B2 de la souris est semblable à

celui du lapin et de l'homme, et par contre, il est différent de celui de cobaye, ce qui

est en accord avec les résultats de Regoli et al. (1994).

L'utilisation d'antagonistes nous a conduit d'une part à définir le profil

pharmacologique du récepteur B2 de la souris et à identifier les différences entre les

espèces. Les composés peptidiques de première génération, à savoir DArg[Hyp',

DPhe^JBK et DArg[Hyp^, DPhe^, Leu^JBK (Stewart et Vavrek 1991, Regoli et ai,

1990), ne peuvent être recommandés pour les tissus de souris, à cause des fortes

activités agonistes résiduelles qui les caractérisent. Pour la première fois, il a été

démontré que ces composés agissent comme des agonistes partiels sur les récepteurs

B2 des tissus de souris, étant donné qu'à faibles concentrations, ils bloquent

partiellement les récepteurs, tandis qu'à fortes concentrations, ils deviennent des

agonistes assez puissants (a^> 0.5). L'utilisation de tels composés doit être évitée car

leurs effets agonistes et antagonistes montrent de larges variations entre les organes et

les espèces. Ceci est effectivement le cas dans la présente étude (voire les valeurs de

a'' obtenues sur l'estomac et la vessie).

Le composé peptidique représentant la deuxième génération des antagonistes

des récepteurs B2, le HOE 140 (Hock et al., 1992) est pratiquement dépourvu
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d'activité agoniste résiduelle et maintient de fortes affinités pour le récepteur B2 de la

souris. Ces caractéristiques pharmacologiques font du HOE 140 un composé de

choix pour la caractérisation et la classification du récepteur B2 des kinines. Mais le

HOE 140 possède certaines limitations; en effet, ce composé a une longue durée

d'action et exerce un antagonisme de type non-compétitif. Nous suggérons donc, de

l'utiliser à de faibles concentrations, pour lesquelles, un tel composé se comporte

comme un antagoniste compétitif. À de très fortes concentrations (>7.5 pM), le HOE

140 agit comme un antagoniste non compétitif ("non équilibrium") et perd sa

sélectivité pour le récepteur B2 car il interagit aussi avec le récepteur Bi. D'où l'utilité

du nouvel antagoniste non peptidique, le FR 173657 (Inamura et al, 1996), qui agit

comme un antagoniste pur sur les récepteurs B2 et, il est très sélectif pour ce type de

récepteur même à des fortes doses (> 7.5 pM). Ceci est en accord avec les résultats

obtenus par Rizzi et al. (1997) sur les tissus humains, du lapin et du cochon. Mais

tout comme le HOE 140, ce composé exerce un antagonisme de nature non-

compétitive, qui est dû probablement à sa longue durée d'action. Les précautions

suggérées pour l'utilisation de FR-173657 sont donc les mêmes que pour le HOE 140,

à savoir, l'emploi de faibles doses et temps d'incubation prolongé. Le WIN 64338

(Sawutz et al, 1994), le deuxième antagoniste non peptidique caractérisé dans cette

étude, est peu actif et n'est pas sélectif pour les récepteurs B2. WIN 64338 n'est pas

spécifique pour la BK, puisqu'à fortes concentrations, il antagonise l'effet de

l'acetylcholine et de l'angiotensine II sur les tissus de souris (Nsa Allogho, résultats

non présentés) et d'autres espèces (Regoli et al, 1995).

Le WIN 64338 a été utilisé par Regoli et al. (1994) pour valider l'hypothèse

de l'existence de deux sous-types du récepteur B2 , liés à l'espèce animale. WIN-
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64338 est presque inactif chez le lapin, tandis qu'il montre une assez bonne puissance

(pA2> 7.0) chez le cobaye (Regoli et al. 1994). Dans la présente étude, nous nous

sommes servi de ce critère pour classer le sous-type auquel appartient le récepteur 82

de la souris. Les résultats obtenus confirment que le récepteur 82 de la souris est

similaire à celui du lapin ( insensibilité au WIN 64338) et donc appartiennent au sous-

type 82ri, (originellement nommé 82a); et il est aussi différent de celui du cobaye (82gp

ou 82b) qui est caractérisé par une bonne affinité pour le WIN 64338 (Regoli et al,

1994; Gobeil et Regoli, 1995).

4-2 Caractérisation et classification du récepteur 8i^de la souris

L'estomac de souris nous a servi aussi pour caractériser le récepteur 81. Tout

d'abord, nous avons observé une augmentation progressive (50% par rapport au

contrôle) in vitro de la réponse de l'estomac à la desArg^K durant les 3 à 4

premières heures d'incubation suggérant la formation de nova des récepteurs 81 in

vitro, similaire à ce qui fut observé chez le lapin (Regoli et al, 1978) et plus

récemment chez l'homme (Gobeil et al, 1996a). Cette synthèse de novo des récepteurs

81 serait induite par une libération d'interleukines, provoquée par le traumatisme que

subirait le tissu lors de son isolement de l'animal et de l'incubation in vitro (Marceau,

1995). La formation de novo du récepteur des kinines serait spécifiques aux

récepteurs 81 puisque les récepteurs 82 ne sont pas induits. L'induction des récepteurs

81 est vraisemblablement due à une nouvelle synthèse protéique car elle est abolie par

des inhibiteurs de la transcription et de la traduction chez le lapin (Regoli et 8arabé,

1980; 8urch et al, 1995).
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Les agonistes LysdesArg^K, desArg^K et Sar[DPhe*]desArg^K activent

le récepteur Bi de souris avec la même puissance (pD2 7.70; 7.65; 7.78

respectivement). Comparé à celui de l'homme et du lapin, le récepteur Bi de la souris

montre une affinité plus faible (pD2 de la LysdesArg^K est de 8.7; 8.6;7.70 sur le

récepteur Bi de l'homme, du lapin et de la souris, respectivement) (Gobeil et al.,

1996a; Rhaleb et ai, 1990). Cette différence a été, par ailleurs, confirmée par Hess et

ai (1996) pendant le congrès "Peptide Receptors" à Montréal (Août 1996). Une autre

différence importante est représentée par l'activité de la desArg^K qui est beaucoup

plus active (par une unité log ) chez la souris (pD2 7.7) que chez l'homme ou le lapin

(pD2 6.8; 6.7 respectivement) (Gobeil et ai, 1996a; Rhaleb et ai, 1990). Ceci est en

accord avec les résultats obtenus sur les récepteurs Bi clonés par Menke et al (1994).

Les différences qui caractérisent les gènes codant pour les récepteurs Bi de souris et

ceux codant pour le récepteur Bi de lapin et de l'homme se trouvent au niveau de la

première boucle intracellulaire (insertion de 8 acides aminés de plus chez la souris) et

de la séquence C-terminal ( absence de la séquence allant de 334 à 352 acides aminés

chez la souris) et conduisent à une protéine plus courte chez la souris (Pesquero et ai,

1996). Ces différences peuvent expliquer les profils pharmacologiques distincts

observés entre le récepteur Bi de souris et ceux du lapin et de l'homme et la durée de

la réponse contractile analysée dans la présente étude. Malgré les différences discutées

ci-dessus, l'ordre de puissance des agonistes mesuré sur le récepteur Bi de la souris

est typique d'un récepteur Bi car la LysdesArg^K et la desArg^K sont actifs, tandis

que la BK et la LysBK sont inactifs. Cet ordre est similaire à celui reporté pour le

récepteur Bi cloné du lapin (MacNeil, 1995), de l'homme (Menke, 1994) et de la
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souris (Pesquero, 1996) et il est identique à celui observé pour le récepteur Bi dans

les cellules IMR-90 (Goldstein and Wall, 1984)

Comme pour le récepteur B2, les antagonistes peptidiques du récepteur Bj,

tels la [Leu*]desArg^K, la LysP^eu^ldesArg^K, la DArg[Hyp^, Thi', DTic^,

Oic^JdesArg^K et la DArg[Hyp^, DPhe^JdesArg^K (Regoli et al, 1977; Regoli et

Barabé, 1980; Vavrek et Stewart, 1985; Hock et al., 1991), ne peuvent être

recommandés pour les tissus de souris, à cause des fortes activités agonistes

résiduelles qui les caractérisent. Pour la première fois, il a été démontré que ces

composés agissent comme des agonistes partiels sur les récepteurs Bj des tissus de

souris, étant donné qu'à faibles concentrations, ils bloquent partiellement les

récepteurs, tandis qu'à fortes concentrations, ils deviennent des agonistes assez

puissants (a^^.5) dont les effets sont bloqués par un antagoniste du récepteur Bj, le

R715. Des auteurs tel Van der Ploeg et al (1996) ont confirmé ces faits grâce à une

méthode fonctionnelle permettant de mesurer la mobilisation du calcium provoquée

par l'activation du récepteur B) de l'homme et de souris: d'autres auteurs, tels Meini et

al (1996) ont montré que ces mêmes antagonistes se comportent comme de purs

agonistes sur le récepteur Bi de rat. D a donc fallu chercher un composé dépourvu

d'activité agoniste: Ce composé, le R-715 a été découvert récemment dans une étude

de structure-activité des antagonistes du récepteur Bi (Gobeil et al., 1996b, Gobeil et

al., 1996c ), et nous a permis d'appliquer le deuxième critère de Schild au récepteur

Bi de la souris. D'après notre étude, le R-715 est un antagoniste compétitif et sélectif

pour le récepteur Bi car il est inactif sur le récepteur B2 même à fortes concentrations;

de plus, il est spécifique au récepteur Bi, parce qu'il n'affecte pas les récepteurs ATi

de l'angiotensine II, NK-1 de la substance P et muscariniques de l'acétylcholine. Le R-
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715 (0.4 |iM) a également été trouvé inefficace pour contrer les effets myotropes de

l'angiotensine II, la noradrénaline et de la PGF2a sur l'aorte de lapin, confirmant ainsi

la spécificité de ce composé pour le récepteur Bi (Gobeil. et ai, 1996c). Ceci est en

accord avec les résultats obtenus par Gobeil et ai (1996b) sur le récepteur B2 du lapin

(veine jugulaire) et du cobaye (iléon); R 715 est inactif dans ces systèmes. L'utilisation

de ce nouvel antagoniste est recommandée pour toute étude sur le récepteur Bi de la

souris puisque R 715 ne présente pas d'effet agoniste; d'ailleurs, ceci est aussi vrai

pour le récepteur Bi de l'homme et du lapin

La présente étude nous a donc permis de caractériser les récepteurs Bi et B2

de la souris et de les comparer à ceux d'autres espèces.

Les récepteurs Bi et B2 des kinines sont des entités biologiques qui diffèrent

non seulement par leur profil pharmacologique (Regoli et Barabé, 1980), par la

séquence génétique et protéique (Hess et ai, 1992) mais aussi par leur mécanismes

d'action. En fait, un des résultats originaux de cette étude, est la différence entre la

contraction induite par la BK et celle provoquée par la desArg^K sur l'estomac de

souris. La première (B2) est rapide et réversible et la deuxième (Bi) est lente et

prolongée. Cette différence pourrait être le résultat du type d'interaction agoniste-

récepteur ou du deuxième messager utilisé par les deux agonistes ou encore des

phénomènes qui font suite à l'activation du récepteur par l'agoniste (intemalisation,

désensibilisation). La contraction prolongée induit par la desArg^K pourrait

s'expliquer par l'occupation prolongée du récepteur par l'agoniste. D'autre part, la

différence observée dans la mobilisation du calcium intracellulaire provoquée par la

BK et la desArg^BK sur plusieurs systèmes cellulaires isolés (Bascand et ai, 1993;

Smith et al., 1995) des muscles lisses vasculaires mises en culture (Mathis et ai.
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1996), pourrait fournir une autre explication de nos observations. D'après ces travaux,

l'activation du récepteur B2 par la BK mobiliserait préférentiellement le calcium à

partir des réserves intracellulaires (réticulum endoplasmique); alors que l'activation du

récepteur Bi par la desArg^K serait associée à un influx de calcium extracellulaire

(par l'ouverture des canaux calciques) qui se poursuivrait pendant toute la durée de

l'occupation du récepteur par l'agoniste. D'autres auteurs (Lévesque et ai, 1993;

Smith et al., 1995) qui se sont plus intéressé au mode d'action du récepteur Bi, ont

montré que l'influx calcique induit par l'activation de ce type de récepteur pouvait être

inhibé par le chlorure de nickel, tandis qu'il n'est pas influencé par les antagonistes des

canaux calciques de type L telle la nifédipine. Ces travaux ont été réalisés

respectivement sur les cellules endothéliales provenant d'artères pulmonaires de boeuf

et sur des cellules musculaires lisses de l'aorte isolé de lapin. Des études récentes ont

montrées que l'activation du récepteur B2 est suivie d'intemalisation (Girolami et

Bascand, 1996) et de désensibilisation (Weintraub et al., 1992), tandis que celle du

récepteur Bi ne l'est pas (Austin et al. 1996). La raison de cette différence serait dans

la composition (séquence) des deux récepteurs: le récepteur B2 possède ime boucle

(numéro 4) C-terminale intracellulaire beaucoup plus longue que celle du récepteur

Bi. Ce serait au niveau de cette boucle que sont localisés les résidus Ser (Thr) et Tyr,

responsables des phosphorylations qui favorisent l'intemalisation du récepteur. Le

récepteur Bi n'étant pas intemalisé, ni désensibilisé, peut continuer à agir pendant

toute la durée de son occupation par l'agoniste. Ceci pourrait expliquer la durée

prolongée de l'effet myotrope et le manque de désensibilisation que nous observons

sur l'estomac. Beaucoup de travail reste à faire pour répondre aux diverses questions

que nous avons soulevées.
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La recherche des récepteurs des neurokinines a été pratiquée sur quelques

tissus isolés de souris à savoir l'iléon, le caecum, le côlon, la veine cave, l'estomac et la

vessie dans le but d'identifier des préparations tissulaires monoréceptoriels ou

multiréceptoriels chez la souris. Comme pour les kinines, seuls l'estomac et la vessie

répondent à ces peptides par des contractions. Les réponses de l'estomac sont

principalement médiées par les récepteurs de type NK-1 et NK-2 des neurokinines,

tandis que celles induites sur la vessie dépendent uniquement de l'activation des

récepteurs de type NK-2 : ceci a été démontré par l'utilisation d'agonistes et

d'antagonistes.

4-3 Caractérisation et classification des récepteurs NK-1 et NK-2 de la souris

L'utilisation des agonistes naturels ou (et) sélectifs ainsi que celle des

antagonistes peptidiques ou (et) non peptidiques, a permis d'arriver à une

caractérisation in vitro des récepteurs des neurokinines sur des préparations de tissus

de souris. En considérant la co-présence des récepteurs NK-1 et NK-2 sur l'estomac

et la non sélectivité des agonistes naturels (SP, NKA et NKB) révélée chez d'autres

espèces (Regoli et al., 1994), nous avons estimé l'utilisation d'antagonistes et

d'agonistes sélectifs particulièrement pertinente pour la présente étude: En effet, cela a

permis d'étudier sélectivement les récepteurs NK-1 en bloquant complètement les

récepteurs NK-2 avec le SR 48968, un antagoniste sélectif des récepteurs NK-2, et

inversement, nous avons pu étudier de façon sélective les récepteurs NK-2 après

avoir bloqué les récepteurs NK-1 avec le SR 140333, un puissant antagoniste sélectif

des récepteurs NK-1. Les résultats obtenus dans les deux cas montrent que les agents
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peptidiques (SP, NKA, [p-Ala^]NKA (4-10) et Ac[Arg^ Sar', Met(02)'']SP (6-11))

utilisés dans notre étude, possèdent une sélectivité apparente par rapport à leurs

récepteurs respectifs, ceci particulièrement chez la souris (comparé à d'autres espèces,

tels le cobaye (Regoli et al., 1994). Un exemple est donné par la détermination du pD2

de NKA obtenu en absence et en présence de SR 140333: l'affinité apparente (pD2)

ainsi que l'activité maximale de NKA sur l'estomac ne sont pas modifiées en présence

de SR 140333, ce qui suggère que NKA est un agoniste assez sélectif du récepteur

NK-2 de la souris. Cependant, cette interprétation doit être confirmée par les résultats

obtenus avec les antagonistes.

Suite à l'analyse des différentes affinités obtenues avec les agonistes des

récepteurs NK-1, nos résultats montrent que les récepteurs NK-1 de souris sont plus

sensibles (de 0.7 à 1 unité logarithmique) à l'agoniste sélectif Ac[Arg*, Sar',

Met(02)"]SP (6-11) qu'aux autres agonistes du récepteur NK-1. On peut noter ici que

l'acétylation du composé [Sar®, Met(02)"]SP (6-11) (pD2 7.25) menant au produit

Ac[Arg®, Sar®, Met(02)"]SP (6-11) (pD2 8.13) a pour effet d'augmenter l'affinité de ce

produit pour les récepteurs NK-1 de souris. Ce changement d'affinité peut s'expliquer

par deux raisons: D'une part, la modification chimique peut procurer une

conformation plus adéquate au peptide, lui permettant de mieux stimuler les

récepteurs. D'autre part, elle peut aussi protéger le peptide du métabolisme

enzymatique; ainsi, la concentration du composé dans le compartiment réceptoriel

serait plus élevée, ce qui aurait pour résultat une stimulation plus importante (ou plus

prolongée) des récepteurs. Par ailleurs, une étude réalisée in vivo favorise la deuxième

hypothèse en démontrant la longue durée d'action du composé Ac[Arg^, Sar®,

Met(02)"]SP (6-11) chez le rat et le cobaye (Rouissi et al., 1993).
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La caractérisation des récepteurs NK-2 de souris par les agoni stes montre que

l'agoniste naturel NKA est le plus actif sur l'estomac tandis que c'est le neuropeptide y

l'est sur la vessie. Cette différence dans l'ordre de puissance des agonistes des

récepteurs NK-2 de l'estomac et de la vessie, semble suggérer la présence d'une

hétérogénéité des sites NK-2 sur la vessie et l'estomac. Néanmoins, cette éventualité

sera revue dans la section discutant des résultats obtenus avec les antagonistes. De

plus, le [Nle'°]NKA (4-10) (Drapeau et al., 1987; Regoli et al., 1988), un autre

agoniste sélectif des récepteurs NK-2 présente un profil pharmacologique différent sur

les deux tissus (pDj 6.40 sur l'estomac et inactif sur la vessie).

Les résultats obtenus avec les agonistes des récepteurs NK-3, notamment

NKB, Senktide et [MePhe^JNKB indiquent la faible proportion ou l'inexistence de ce

t)q)e de récepteurs sur l'estomac et la vessie de souris respectivement. Les réponses

induites sur l'estomac par NKB, l'agoniste naturel des récepteurs NK-3 sont attribuées

à l'activation des récepteurs NK-1 et NK-2. Cela est démontré par la baisse de pD2 de

NKB observée en présence des antagonistes SR 140333 (anti-NK-1) et SR 48968

(anti-NK-2) lors de cette étude. De plus, le fait que les agonistes sélectifs des

récepteurs NK-3 soient totalement inactifs (Senktide) ou très faibles ([MePhe'jNKB

sur l'estomac vient consolider notre hypothèse, à savoir que les récepteurs de type

NK-3 sont très faiblement (ou pas du tout) représentés sur l'estomac de souris.

Malgré les recherches faites sur d'autres tissus, la présente étude ne nous a

permis d'identifier aucune préparation tissulaire de souris riche en récepteurs NK-3.

L'utilisation des agonistes n'a pas permis de faire une distinction du sous-type

réceptoriel auquel appartient les récepteurs NK-1 et NK-2 des neurokinines.
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La caractérisation des récepteurs de neurokinines chez la souris a été réalisée

par la suite selon le deuxième critère de Schild (1947), en évaluant les affinités

apparentes d'antagonistes en terme de pA2.

Sur les récepteurs de type NK-1, SR 140333 (Emonds-Alt et al., 1993; Oury-

Donat et ai, 1993) est le composé le plus actif, suivi du RP 67580 (Garret et ai,

1991). Ces deux antagonistes ont des valeurs de pA2 de 2 à 2.5 unités logarithmiques

plus élevées que deux autres antagonistes des récepteurs NK-1, le FK 888 (Fujii et

ai, 1992) (PA26.57) et le CP 99994 (Tattersall et ai, 1993) (PA26.O6). Cet ordre de

puissance des antagonistes des récepteurs NK-1 sur l'estomac rappelle celui du rat et

suggère donc que les récepteurs NK-1 de souris sont similaires de ceux du rat (Regoli

et ai, 1994) et de l'homme (Gérard et ai, 1993) et par contre différents de ceux du

cobaye et du lapin (Regoli et ai, 1994b). D'après les résultats obtenus avec les

antagonistes, les récepteurs NK-1 de souris appartiennent donc aux sous-type NK-lr

ou NK-1 A. Dans la présente étude, les résultats obtenus avec les antagonistes des

récepteurs NK-2 indiquent que les composés SR 48968 (Emonds-Alt et ai, 1993) et

MEN 10627 (Maggi et ai, 1994) sont très puissants (pA2> 8.5) sur l'estomac et la

vessie de souris; et en plus, leur affinités respectives sont de 2 à 3 unités

logarithmiques plus élevées que celle de R 396 (Dion et ai, 1990). La faible affinité

de R 396 sur les tissus de souris suggère que les récepteurs NK-2 de souris ont un

profil pharmacologique identique à celui des récepteurs NK-2 du lapin et différent de

ceux de hamster (Maggi et al., 1990). Ainsi, selon la classification de Maggi (1990),

les récepteurs NK-2 de souris appartiennent au sous-type NK-2rb ou NK-2B. L'ordre

de puissance des antagonistes des récepteurs NK-2 est identique sur les tissus

d'estomac et de vessie. Par conséquent, selon Schild (1947), nous pouvons exclure
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une hétérogénéité des récepteurs NK-2 (dont nous avons parlé plus haut) sur les deux

tissus analysés dans notre étude. Un fait important que nous voulons ici souligner est

l'augmentation des valeurs de pA2 des antagonistes (spécialement sur l'estomac)

lorsque ces derniers sont testés contre l'agoniste sélectif (Ac[Arg^, Sar', Met(02)'']SP

(6-11) pour les récepteurs NK-1 ou [P-Ala^]NKA (4-10) pour les récepteurs NK-2).

Nous expliquons cela par le fait que la présence des deux sites fonctioimels (NK-1 et

NK-2) sur l'estomac peut interférer avec l'évaluation correcte des affinités des

antagonistes (surtout si ceux-ci sont sélectifs) sur un système multiréceptoriel (comme

l'estomac) lorsque l'on utilise des neurokinines non sélectives (SP, NKA). Dans ces

cas, l'utilisation des agonistes sélectifs, qui vont préférentiellement activer leur

récepteur respectif, est conseillée pour une meilleure évaluation des affinités

apparentes des antagonistes. 11 nous est donc permis de rectifier notre interprétation

sur la sélectivité de la NKA pour le récepteur NK-2; En fait, NKA n'est pas aussi

sélective qu'elle paraît l'être.

L'utilisation des antagonistes (R-486 (Drapeau et al., 1990) et SR 142801

(Emons-Alt et al., 1994) des récepteurs NK-3 des neurokinines confirment la quasi-

inexistence de ce type de récepteurs sur les tissus de souris étudiés lors de ce travail.
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5- CONCLUSION

Comme énoncé dans l'introduction, l'élaboration de tests pharmacologiques

chez la souris est devenue une priorité. Le nombre important de données obtenues in

vivo sur le rôle des kinines et des neurokinines dans le domaine de l'analgésie et des

maladies inflammatoires, de même que le peu d'études publiées sur les kinines et les

neurokinines chez la souris in vitro et surtout l'introduction d'une nouvelle souche de

souris dépourvues de récepteurs de type B2 des kinines, ont alimenté notre

motivation; nous avons donc jugé pertinent de procéder à une exploration

systématique des tissus répondant aux kinines et neurokinines, pour, par la suite,

procéder à une caractérisation pharmacologique des récepteurs des kinines et

neurokinines chez cet animal. De ce fait, l'estomac et la vessie urinaire, de par leur

contractions stables, constituent les deux tissus de choix. L'estomac est un système

multiréceptoriel. On y trouve les deux types de récepteurs des kinines, Bi et B2 ainsi

que les récepteurs NK-1 et NK-2 des neurokinines. L'utilisation d'antagonistes et

d'agonistes sélectifs disponibles dans notre laboratoires a permis d'étudier les

récepteurs séparément. La vessie, système monoréceptoriel, ne contient que les

récepteurs B2 (pas de Bi) des kinines et le récepteur NK-2 (pas de NK-1 ni de NK-3)

des neurokinines. La caractérisation des récepteurs chez la souris s'est faite selon les

deux critères de Schild, en mesurant l'ordre de puissance des agonistes et en évaluant

indirectement l'affinité apparente des antagonistes. Les résultats ainsi obtenus

permettent d'identifier le sous-type réceptoriel auquel appartient le récepteur étudié

de la souris. La caractérisation avec les agonistes ne nous a pas permis de préciser à

quel sous-type de récepteur appartient le NK-1 et NK-2 de la souris, par contre, cela

a été possible pour les récepteurs Bi et B2 des kinines. Il a été montré que le
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récepteur B2 des kinines appartient au sous-type Bia (sensible au composé [Hyp^]BK,

comme le récepteur B2 de lapin), tandis que le récepteur Bi est différent de ceux du

lapin et de l'homme. Par contre, la caractérisation avec les antagonistes a fourni

beaucoup plus d'informations: d'abord, il a été démontré que les antagonistes de

première génération des récepteurs Bj et B2 des kinines (tels le DArg[Hyp^,

DPhe'jBK et le Lys[Leu^]desArg^K) utilisables comme antagonistes purs chez

d'autres espèces, se comportent chez la souris comme des agonistes partiels et sont

donc des outils inadéquats pour la caractérisation des récepteurs des kinines cette

espèces. La disponibilité du HOE 140 (pA2 8.5) et les récentes découvertes de FR

173657 (pA2 8.5) (le premier antagoniste non peptidique du récepteur B2) et R-715

(pA2 7.00) (antagoniste du récepteur Bi) ont permis de faire une caractérisation

pharmacologique précise des récepteurs B2 et Bi des kinines, caractérisation qui a été

décrite et discutée.

Pour ce qui est des antagonistes des récepteurs des neurokinines, nos résultats

suggèrent que le récepteur le NK-1 serait du même sous-type que celui du rat, et que

le NK-2 ressemblerait beaucoup à celui du lapin.

Les résultats des kinines (ordre de puissance des agonistes et l'affinité

apparente des antagonistes) présentés dans ce mémoire sont pour la plupart en accord

avec les données déjà parues (B2 et Bi de souris clonés par Hess et ai, 1993, et

Menke et al., 1994 respectivement), à l'exception du composé DArg[Hyp^, DPhe'jBK

qui est beaucoup moins actif dans notre étude (pA2 7.02) que dans celui de Hess et al.

(1993) (pA2 8.68). Ceci pourrait être expliqué par le fait que les études de liaison

(bindings assays) telle celle réalisée par les chercheurs à Merck, ne permettent pas de
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détecter les activités agonistes résiduelles de cet antagoniste, lesdites activités pouvant

réduire l'affinité apparente de l'antagoniste dans l'essai biologique.

En conclusion, les résultats que nous avons décrits et discutés réaffirment l'utilité de

l'approche de pharmacologie classique pour la détection d'agonistes partiels (parmi les

antagonistes) et la recherche de composés plus adéquats pour la caractérisation des

récepteurs
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