UNIVERSITE DE SHERBROOKE

PHARMACOLOGIE DES NUCLEOTIDES EXTRACELLULAIRES ET DE LA
NTPDASE AU NIVEAU DES CIRCUITS MESENTERIQUES PRE ET

POSTCAPILLAIRES DE COBAYE

par

MARTINE DUVAL

Département de pharmacologie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine
en vue de I’obtention du grade

de maitre és sciences (M. Sc.)

Décembre 2000



TABLE DES MATIERES

LISTE DES PUBLICATIONS............oeetecrteireeieeeesessssasscsesnsasnssssesssnensaseens iv
LISTEDES FIGURES .............o o eeecieeeneneestnnnestesasetsssenssssss e s sessassasassssesssnsseens v
LISTE DES TABLEAUX ...........eecteeccncstnraesnsesnesesasasssscsessessssesssssussssasnsens vii
LISTE DES ABREVIATIONS ............oooommmimmmessmssmnnseesssssersssssssssssssssssssssssssessssssassos viii
RESUME ...t et s cetes e saessessestess e sassas st s sese st e sesesnsssssassssesesnsasseane X

INTRODUCTION 1

1.1 SYSTEME CIRCULATOIRE ......ccuoovtrerrerrenienernesecssssess s ssessssssssssassasssasensseses 1

1.1.1 VaiSSEaUX SANEUINS .........ccerrmeerrieceerareensesteennnsersnesessesssssssseseseessessessessesansssans 2

LLLLLT SHUCKULE .....oeeevtciteciineincnitiisssesentsacsssansssssnenesssessstsnsasessensssressnnsses 2

1.1.1.2 Cellules SangUINEs..........coeermeeireieirireeereeneeneseeresaeees e eseeeenesaeseassaeenes 4

1.1.1.3 Facteurs libérés de I’endothélium pouvant moduler le tonus vasculaire ..9

1.1.1.4 Agents interférant avec |’activité vasodilatatrice de I’endothélium........ 13

1.1.1.5 Lacirculation mésentérique pré et postcapillaire................ccocorniinucnne 15

1.2 NUCLEOTIDES EXTRACELLULAIRES. ..........ooeieetertereeeeesesesseneesiessssaese e 16

1.2.1 LS SOUICES .....coverueenreterceereennceerneectenateseestesenseeeseesaeesesstassseasessossessensessosanases 16

1.2.2 Récepteurs PUMNEIGIQUES .......cccoueeurieumrrciiiriiniiensetesnesesssssnessseessesssmsseseesses 19

1.2.2.1 Les purinocepteurs de type Pl ...t 19

1.2.2.2 Les purinocepteurs de type P2 ...........oooirnecnneenenrcteninenesceneaees 19

1.2.3 Roles physiologiques des nucléotides extracellulaires dans le systéme

CArdIOVASCUIAITES ......covveeereernreeietirirticnet ettt eaesse e sesssaessssssasssssssnsnssaenens 25

1.2.4 Les ectonuUCIEotidases........ccovveeeueerirreieeerenientnneniecreeresseessessssesesssensosessessessanane 29

1.2.4.1 LaNTPDASE........ccoeeeeererieeiceienseenierereessensesesaessssaseseessessesseesssessassasas 30

1.2.4.2 Les inhibiteurs de [a NTPDase..........cccoouivireerecrnreeerecenereesccsneeeaens 31

1.2.5 Considérations physiopathologiques...........ccccoovrevrrcencnrcinincninncinieennes 32



1.3 BUTS DE L'ETUDE .......coeeetenceeescnessacsnsssssssanssssassssssssssssasssssssssasesssssmsenne 34
MATERIEL ET METHODE 36
2.1 ANIMAUX UTILISES ..ot sscessssssassserasssssassassssssasasssssesssessssesens 36
2.2 PRELEVEMENT DU LIT MESENTERIQUE DE COBAYE ..........cooeeeunnn.... 36
2.3 PERFUSION DU LIT MESENTERIQUE ........ocovueerteneeeeereesneseesanessssssnncssssons 37
2.4 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX ........oocovimimierneseiarensesessesssssssssssssnsssssesees 39
2.4.1 Evaluation de I’activité biologique des nucléotides............ccc.coorrrrrrrrernencnne.. 39

2.4.1.1 Role modulateur de la couche endothéliale dans I’effet relaxant des

NUCIEOIAES.........cooeireieerrrieciirrrerriseeeesteeeessseaseessessssessessssssensesssssseesssmsssosssmssseossnnes 39
2.4.1.1.1 Traitement au CHAPS...........oueeeeereereeeeecrerereeeresssreesasesessaansees 39
2.4.1.1.2 Traitement au L-NAME .........cooneeteeeeeececceccsetee e eaveseas 40

2.4.1.1.4 Réponse de la vascularisation mésentérique au NK-1 et au NaNP..40

2.4.2 Evaluation de I'activité catalytique de la nucléoside triphosphate

diphosphOhydrolase............cccocieeirieieiieeccicerereee et 41
2.4.2.1 Collecte des échantillons biologiques..........cccocevervveicnicrniccciiceee 41
2.4.2.1.1 Infusion d’ATP.......oereeeeeneteerceecrc sttt eseaa e s 41
2.4.2.1.2 Traitement au BGO 136.........c.cceoevcerereeeeciccicrcceeeeeenreesesenes 42
2.4.2.2 Analyse des échantillons par HPLC...........cccocouiimimiiiiiicicenene 42

2.5 COMPOSES PHARMACOLOGIQUES UTILISES........ccoooveomreeererreenerrennens 43
2.6 PARAMETRES PHARMACOLOGIQUES............cocomccrmmmnnsiermasnsssessssssssasss 43
2.7 CALCUL ET EVALUATION STATISTIQUE DES DONNEES................... 44

RESULTATS 46




iii

3.1 EFFETS DES NUCLEOTIDES ET D'UN ANALOGUE DE L’ATP SUR LE

TONUS VASCULAIRE DES ARTERES ET DES VEINES MESENTERIQUE DE

3.1.1 Etude des effets vasoactifs de I’ATP, de I’ADP et de I’AMP dans le lit

MESENLETIQUE A€ CODAYE .......c.oounivineireeeecnttrrieiterccnntessesesstsanssessssesssssessiconnans 46
3.1.2 Détermination de la participation de I’endothélium et du NO dans 1’effet

relaxant de I’ATP, de I’ADP et de I’AMP au niveau de I’artére mésentérique de

3.1.3 Effet d’un analogue non hydrolysable de I’ATP..........ccccocrvuveerrrvruncccnncne 51
3.2 CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DE L’ACTIVITE DE LA

NUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE DIPHOSPHOHYDROLASE ........cccooovovvevennnee.e. 58

3.2.1 Contribution de I’endothélium dans I’activité hydrolytique de la NTPDase au

niveau du lit mésentérique de cobaye ..........ccoceeveorinnirnieeniienereercereeree e 58
3.2.2 Inhibition de la NTPDase par un traitement au BGO 136.................ccc....... 59
3.2.2.1 Prétraitement au BGO 136 ImM ... 64
3.2.2.2 Prétraitement au BGO 136 10mM .......ccc.oormiinrienreeeniereeececnene, 64
DISCUSSION 74
CONCLUSION 83
REMERCIEMENTS 85

BIBLIOGRAPHIE 86



LISTE DES PUBLICATIONS

. Duval, M, Gendron, F.P., Beaudoin, A. R., Neugebauer, W. and D’Orléans-Juste, P.
(2000) Pharmacological and biochemical characterization of adenine nucleotides and

the NTPDase enzyme in the guinea-pig mesenteric vasculature. (en préparation)

. Duval, M. and D’Orléans-Juste, P. (2000) ET-1 induces an ETA receptor dependent
and L-NAME sensitive vasoconstriction in the isolated perfused guinea-pig kidney.

J. Cardiovasc. Pharmacol. 36 (5 Suppl 1) : S 241-243.

. Bkaily, G. Shbaklo, H. Taoudi-Benchekroun, M. Duval, M. Jacques D. and
D’Orléans-Juste, P. (2000) Nitric oxide relaxes the vascular smooth muscle
independently of ET-1 and U46619 induced intracellular increase of calcium. J.

Cardiovasc. Pharmacol. 36 (5 Suppl 1) : S 110-116.

. Gendron, F. P., Halbfinger, E., Fisher, B., Duval, M., D’Orléans-Juste, P. and
Beaudoin, A.R. (2000) Novel NTPdiphosphohydrolase inhibitors: synthesis,
biochemical and pharmacological characterization. J. of Med. Chemistry. 43 (11):

2239-2247.

. D’Orléans-Juste, P., Duval, M., Berthiaume, N., Labonté, J., Cournoyer, G. and
Plante, M. (2000) Mediators and modulators released by endothelins. Handbook of

Experimental Pharmacology. (sous presse)



LISTE DES FIGURES

FIGURE 1 : Structure des différents vaisseaux sanguins..............cccceeeeceveerceerenerrrecenenranes 5

FIGURE 2 : Schématisation de la libération et du mécanisme d’action du NO, de la PGI,

CLAUEDHF ...ttt reee e sasssssesessassosasasnssesananes 12
FIGURE 3 : Structure chimique du CHAPS ..............oeoereeecectncteecceeeerenesaaens 13
FIGURE 4 : Structure chimique du L-NAME ..o 14
FIGURE 5 : Structure chimique de IPATP ...........ooveeeeecreecieeeeceeeeensscoscsnnsrenseassesssnnes 17

FIGURE 6 : Signalisation intracellulaire des différents récepteurs purinergiques de type

FIGURE 7 : Mécanisme d’hydrolyse catalysé par la nucléoside triphosphate

diphosphohydrolase ..............oveeieieirrreceneeectrre e 29
FIGURE 8 : Structure chimique du BGO 136............c.ooooeirerreeneeecrcereenneeeseseenneenenes 32
FIGURE 9: Modé¢le de perfusion du lit mésentérique de cobaye.............covuveennnnnceee 38

FIGURE 10: Effet relaxant de I’ATP, de I’ADP et de I’AMP au niveau de la
vascularisation mésentérique artérielle et veineuse de cobaye..................... 48

FIGURE 11: Démonstration de la réactivité post capillaire...................cccooo 50

FIGURE 12 : Courbes dose-réponse de I’ATP au niveau précapillaire en absence ou en
présence d’un prétraitement au L-NAME ou au CHAPS ......................... 52

FIGURE 13 : Courbes dose-réponse de I'ADP au niveau précapillaire en absence ou en
présence d’un prétraitement au L-NAME ou au CHAPS ......................... 53

FIGURE 14 : Courbes dose-réponse de I’AMP au niveau précapillaire en absence ou en

présence d’un prétraitement au L-NAME ou au CHAPS ......................... 54



FIGURE 15 :

FIGURE 16:

FIGURE 17 :

FIGURE 18 :

FIGURE 19 :

FIGURE 20 :

FIGURE 21 :

FIGURE 22 :

FIGURE 23 :

vi
Courbes comparatives des effets de I’ATP et du CTP au niveau de la
vascularisation artérielle ... 55
Courbes dose-réponse du CTP au niveau précapillaire en absence ou en
présence d’un prétraitement au L-NAME ou au CHAPS ......................... 56
Courbes comparatives entre I’ ATP et le ,6-MeATP au niveau de la
vascularisation artérielle ............coooieencnienienrrie s 57

Concentration d’ATP, d'ADP et ' AMP au niveau de I’artére mésentérique
en présence ou en absence d’endothélium ...........c.covcvenirevincrcrrvcereecneene 61
Concentration d'ATP, d’ADP et d AMP au niveau de la veine

mésentérique en présence ou en absence d’endothélium........................... 63
Concentration d’ATP, d'ADP et d AMP au niveau de l'artére mésentérique
en présence ou en absence d’un prétraitement au BGO 136 ImM ........... 67
Concentration d'ATP, d’ADP et d AMP au niveau de la veine

mésentérique en présence ou en absence d’un prétraitement au BGO 136

Concentration d'ATP, d'ADP et d’AMP au niveau de I’artére

mésentérique en présence ou en absence d’un prétraitement au BGO

Concentration d'ATP, d'ADP et d’AMP au niveau de I’artére

mésentérique en présence ou en absence d’un prétraitement au BGO

Bt
.‘@
ot



LISTE DES TABLEAUX

TABLEAU 1 : Classification des purinocepteurs de type Pl ............ccoceeevrrivnncennncns 20
TABLEAU 2: Classification des purinocepteurs de type P2X ...........ccoceveninvrinceunnnne 21
TABLEAU 3: Classification des purinocepteurs de type P2Y .......c.cccoevevnnccccrrericnncnee 23
TABLEAU 4: Liste des composés UtIlISEs.............cceeerrricreneenerceccneniensesensnnseceecesnenes 45

TABLEAU 5: Résumé qualitatif des quantités de nucléotides déterminées par HPLC...75



LISTE DES ABREVIATIONS

AC adénylate cyclase

ADP adénosine 5’-diphosphate

ADPase adénosine diphosphatase

AMP adénosine 5’-monophosphate

AMPc adénosine 3’5 -monophosphate

ATP adénosine 5’-triphosphate

ATPase adénosine triphosphatase

BK bradykinine

BGO 136 acide 1-hydroxynaphthléne-3,6-disulfonique
CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl) diméthylammonio]-1-

propansulfonate

CTP cytidine 5’-triphosphate

E enzyme

ECE enzyme de conversion de I’endothéline

EDHF facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium

GTP guanosine 5’-triphosphate

HPLC chromatographie en phase liquide a haute performance
[P; inositol 1, 4, S-triphosphate

ITP inositol 5’-triphosphate

Km constante de Michaelis-Menten

Ki constante d’inhibition

L-NAME N nitro-L-arginine méthyl ester



M molaire

B, 3-MeATP adénosine 5°-(B, 5-méthyléne)-triphosphate
puL microlitre

uM micromolaire

mM millimolaire

min minute

NA noradrénaline

NaNP nitroprussiate de sodium

NTPDase nucléoside triphosphate diphosphohydrolase
pmol picomole

PIP, phosphatidyl inositol biphosphate

PKC protéine kinase C

PLA, phospholipase A,

PLC phospholipase C

[Sar’ Met(O,)'']SP agoniste NK-1

UTpP uridine 5°-triphosphate



PHARMACOLOGIE DES NUCLEOTIDES EXTRACELLULAIRES ET DE LA
NTPDASE AU NIVEAU DES CIRCUITS MESENTERIQUE PRE ET
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RESUME

La présente étude avait comme buts principaux de déterminer I’action vasoactive
de I’ATP, de ’ADP et de ’AMP au niveau de la vascularisation mésentérique pré et
postcapillaires de cobaye, ainsi que de vérifier la modulation de cet effet par
I’endothélium. L’ATP est rapidement métabolisé en adénosine par I’action de deux
enzymes soient, la nucléoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) et la 5°-
nucléotidase. Nous nous sommes particuliérement intéressés a la NTPDase qui
hydrolyse de fagon séquentielle les liens & et B des groupements phosphates de I’ATP.
Nos résultats ont démontré que les nucléotides étudiés ont un effet relaxant tant au
niveau de la vascularisation précapillaire que postcapillaire. Cependant, cet effet était
beaucoup plus faible du coté veineux. Nous avons également identifi¢é que I’effet
relaxant induit par I’ATP, I’ADP et ’AMP extracellulaires, était dépendant de
I’endothélium. Nos résultats suggérent I'implication de la prostacycline, de I’oxyde
nitrique et de I’EDHF dans le mécanisme de vasodilatation induit par ces purines. Par
chromatographie en phase liquide a haute performance nous avons mis en évidence la
présence et I’efficacité d’'une NTPDase au niveau de la vascularisation mésentérique
artériclle et veineuse de cobaye. Nos résultats suggérent que les circuits vasculaires
précapillaires et postcapillaires sont impliqués de fagon qualitativement différentes dans
le métabolisme de ’ATP. Nos résultats démontrent aussi un réle significatif de
I’endothélium et de la NTPDase dans la production d’ADP et d’AMP suite a

I’administration exogéne d’ATP.



INTRODUCTION

1.1 SYSTEME CIRCULATOIRE

Le systéme circulatoire est composé de deux autres systémes soient; le systéme
cardiovasculaire et le syst¢tme lymphatique. Le systéme cardiovasculaire comprend
quant a lui, le cceur, les vaisseaux sanguins et le sang. Ce systéme constitue donc le
mode principal de transport de I’oxygéne, du gaz carbonique, des nutriments et des
produits du catabolisme des cellules. Il transporte aussi des cellules immunitaires, des
hormones et d’autres substances importantes tel que les facteurs de la coagulation

(STEVENS et LOWE 1992).

Les nucléotides extracellulaires jouent un réle important dans I’hémostase et dans le
systéme cardiovasculaire en général (DUBYAK et EL-MOATASSIM, 1993). A notre
connaissance, il n’y a pas d’études comparant les influences des nucléotides au niveau
des circuits vasculaires intacts au niveau pré et postcapillaires. Nous étudierons donc
dans la présente étude, les effets des nucléotides extracellulaires et I’activité de la

NTPDase dans un modéle perfusé de lit mésentérique artériel et veineux de cobaye que



nous avons antérieurement développé dans notre laboratoire (BERTHIAUME et al,

1995).

1.1.1 Vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins se divisent en trois catégories : les artéres, les capillaires
et les veines. Lors d’une contraction cardiaque, le sang est chassé du cceur pour se rendre
dans les grosses artéres via un passage ventriculaire. Ensuite, le sang parcours les
ramifications des artéres, jusqu’aux plus petites, les artérioles. Le sang aboutit ainsi dans
les lits capillaires des organes et des tissus. A sa sortie des capillaires, le sang emprunte
les veinules, les veines et finalement les grosses veines qui convergent au cceur. La
pression du sang veineux étant basse, de nombreuses veines sont dotées de valvules qui
empéchent le sang de refluer et aident a diriger le sang vers le cceur. Les artéres et les
veines servent simplement de conduits pour le sang. Seuls les capillaires sont en contact
étroit avec les cellules. Leurs parois extrémement fines permettent les échanges entre le
sang et le liquide interstitiel dans lequel baignent les cellules. Ces échanges fournissent
aux cellules les nutriments et I'oxygéne nécessaire a leur physiologie normale

(MARIEB, 1993).

1.1.1.1 Structure

Les parois des artéres et des veines sont composées de trois tuniques (figure 1)

entourant un espace rempli de sang, la lumiére. L’intima ou tunique interne est



composée d’un endothélium qui tapisse la lumiére de tous les vaisseaux. L’arrangement
des cellules endothéliales constitue une surface lisse qui réduit au minimum la friction
entre le sang et la surface interne des vaisseaux. Cependant, il est maintenant clair que
I’endothélium est beaucoup plus qu’une simple barriére entre le sang et le muscle lisse
vasculaire. L’endothélium a la capacité de libérer plusieurs substances vasoactives qui
viennent agir au niveau du muscle lisse vasculaire (LA et REID, 1995; HASSESSIAN et
al, 1993 et SHEPHERD et al, 1991) . Dans les vaisseaux dont le diamétre est supérieur
a 1| mm, I’endothélium repose sur une couche sous-endothéliale faite de tissu conjonctif

lache (MARIEB, 1993).

La tunique moyenne (media) est composée principalement de cellules musculaires
lisses. Cette couche est trés développée au niveau artériel, elle permet notamment la
distinction entre une artére élastique et une artére musculaire (STEVENS et LOWE
1992). La média devient indistincte dans les veines et pratiquement inexistante dans les

petits vaisseaux comme les capillaires (STEVENS et LOWE 1992).

L’adventice est la tunique externe des vaisseaux sanguins, composée en grande
partie de collagéne, avec parfois quelques cellules musculaires lisses, surtout au niveau
veineux (STEVENS et LOWE 1992). Dans les artéres, 1’adventice est séparée de la
média par une condensation de fibres élastiques qui forment une limitante élastique
externe, plus ou moins distincte (STEVENS et LOWE 1992). L’adventice est la couche
la plus développée dans les parois des veines. Dans les vaisseaux a parois épaisse, on
retrouve dans la tunique externe des petits vaisseaux appelés vasa vasorum, qui envoient

des ramifications pénétrant dans la média pour lui fournir du sang (STEVENS et LOWE



1992). Les capillaires sont les plus petits vaisseaux du systéme circulatoire. Ils relient
habituellement les artérioles aux veinules dans d’autres cas, ils forment de vastes
réseaux de ramifications. Leurs parois, extrémement minces, ne sont formées que d’une
seule couche de cellules endothéliales et d’une membrane basale (STEVENS et LOWE
1992). Dans certains cas, une seule cellule endothéliale constitue I’entiére circonférence
de la paroi. Il existe deux types de capillaires; les capillaires continus et les capillaires
fenestrés. Les capillaires continus sont les plus répandus. Cependant on retrouve le type
fenestré dans les organes ou se produit une absorption capillaire importante comme dans
I’intestin gréle, le foie, dans les glandes endocrines ou encore dans les reins (STEVENS

et LOWE 1992 ; MARIEB, 1993).

1.1.1.2 Cellules sanguines

Le processus par lequel se forment les cellules sanguines s’appelle hématopoiése.
Les cellules souches (hématocytoblastes) a I’origine des cellules sanguines différenciées
se trouvent dans la moelle osseuse et parfois dans le sang (TORTORA et
GRABOWSKI, 1993). Il existe trois types de cellules sanguines; les érythrocytes

(globules rouges), les leucocytes (globules blanc) et les thrombocytes (plaquettes).

Les érythrocytes sont des disques biconcaves dont le diamétre ne mesure qu’environ
8um (TORTORA et GRABOWSKI, 1993). Leur forme maliéable et biconcave leur
permet de franchir des capillaires étroits de 3um. Les globules rouges matures sont des
cellules anuclées. La membrane plasmique entoure 1’hémoglobine, formée avant la perte

du noyau, qui représente environ 33% de la masse cellulaire (MARIEB, 1993).



TUNIQUE INTERNE

Endothélium

Membrane basale

Lo - . Valvuie
Limitante élastique interne

TUNIQUE MOYENNE

Muscle lisse

Limitante élastique
externe

TUNIQUE EXTERNE

Lumiere Lumiére
a) Artére b) Veine
Lumiere

Endothélium Membrane basale

c} Capillaire

Figure 1 Structure des différents types de vaisseaux sanguins (tirée de TORTORA

et GRABOWSKI, 1993)



La principale fonction des érythrocytes est de capter I’oxygéne grice a
I’hémoglobine et de le distribuer au cellules tissulaires. Les globules rouges possédent
une quantité importante d’ATP (TORTORA et GRABOWSKI, 1993). Il fut également
rapporté la présence de récepteurs a I’ATP (P2Y) couplé aux protéines G qui activent
une phospholipase C spécifique sur les érythrocytes de dinde qui sont nucléés (BERRIE
et al, 1989). Le nombre de globules rouges qui circulent dans le sang est déterminé par
le besoin de transport d’oxygéne, et leur taux de production est influencé par les
variations de leur retrait de la circulation (STEVENS et LOWE 1992). En effet, la durée
de vie d’un érythrocyte est de 120 jours aprés quoi, les globules rouges sont retirés de la
circulation et détruits par les macrophages de la rate et du foie (TORTORA et

GRABOWSK]I, 1993).

Les leucocytes sont beaucoup moins nombreux que les globules rouges, mais ils
jouent un role essentiel dans la défense de |'organisme face aux corps étrangers
(MARIEB, 1993). Les globules blancs se divisent en deux groupes soient, les
granulocytes et les agranulocytes.

Il existe trois types de granulocytes; les neutrophiles, les éosinophiles et les
basophiles. La différence entre ces trois types réside surtout en l’aspect de leur
granulation (TORTORA et GRABOWSKI, 1993). De facon générale, les granulocytes
défendent I’organisme par phagocytose. Par exemple, les neutrophiles phagocytent des
bactéries et des cellules mortes. Pour atteindre la zone d’infection ou de lésion tissulaire,
les neutrophiles quittent la circulation en adhérant aux cellules endothéliales par des
molécules d’adhésion, exprimées en réponse a une sécrétion locale de cytokines, puis

traversent I’endothélium et la lame basale (STEVENS et LOWE 1992). SUD’INA et al.



(1998) ont démontré que cette adhésion est contrecarrée par une ecto-ATPase ou par un
récepteur a ’ATP ayant une activité ATPasique. De plus, ils soutiennent que ces

interactions pourraient jouer un role dans le roulement et la diapédése des neutrophiles.

Les agranulocytes sont de lymphocytes ou des monocytes. Les monocytes sur un
lieu infecté, se transforment en macrophages (TORTORA et GRABOWSKI, 1993).
Ceux-ci ont pour mission de nettoyer le tissu de débris cellulaires des microbes qui s’y
trouvent. Ce type d’immunité est qualifié d’inné. A la suite de la phagocytose, les
macrophages ainsi que les neutrophiles libérent des bactéricides tel que les radicaux
superoxydes (TORTORA et GRABOWSKI, 1993). Il est notamment démontré chez le
cobaye, que les macrophages au niveau du péritoine libérent une quantité significative
de superoxydes, en présence d’ATP (NAKAZAWA et al, 1991). Ceci démontre
I’implication possible de I’ATP dans les processus inflammatoires.

L’immunité acquise, assurée par les lymphocytes, est plus spécialisée que
I'immunité innée et améne une protection supplémentaire. Les lymphocytes sont
répertoriés en deux grandes catégories, les lymphocytes B et les lymphocytes T.
L’immunité humorale est assurée par les lymphocytes B qui font la synthése des
immunoglobulines libérées dans le sang. Les lymphocytes T quant a eux permettent une
immunité cellulaire en synthétisant et en libérant différentes cytokines qui peuvent
affecter d’autres cellules (STEVENS et LOWE 1992). L’ ATP exogéne peut moduler les
fonctions de plusieurs cellules immunitaires incluant les lymphocytes B humains
(PADEH et al, 1991), les lymphocytes T (FILLIPINI et al, 1990), les cellules NK

humaines (SCHMIDT et al, 1984) etc. In vitro ’ATP peut modifier ou atténuer



diverses réponses lymphocytaires tels que I’apoptose et la synthése de I’ADN

(DUBYAK et EL-MOATASSIM, 1993).

Les plaquettes sont des fragments cytoplasmiques des mégacaryocytes. Cette
fragmentation a lieu au niveau de la moelle osseuse, puis les thrombocytes passent dans
la circulation sanguine. Les plaquettes sont des éléments discoides contenant des
granulations, mais dépourvus de noyau, dont le diamétre varie entre 2 et 4 pum
(TORTORA et GRABOWSKI, 1993). Parmi les granulations, on retrouve des
nucléotides concentrés dans des corps denses. On y trouve I’ATP, I'ADP, I’'UTP ainsi
que des dinucléotides (SEVIGNY et BEADOIN, 1994). Les thrombocytes jouent un role
primordiale dans la coagulation qui prend place dans le plasma 2 la suite d’une rupture
d’un vaisseau sanguin ou d’une lésion de son endothélium (MARIEB, 1993). En
adhérant a I'’endroit endommaggé, les plaquettes forment un bouchon temporaire qui
contribue a colmater la bréche (MARIEB, 1993). Depuis longtemps, nous savons que
I’ADP est un activateur des plaquettes. Les plaquettes en présence d’ADP résulte en une
augmentation du calcium intracellulaire, un rapide influx calcique, une activation de la
phospholipase C ainsi qu’une inhibition de I’adénylate cyclase (KANAPULI et
DANIEL, 1998). Nous aborderons ce sujet plus en détails dans la section réles des
nucléotides extracellulaires. Comme les plaquettes n’ont pas de noyaux, elles vieillissent
rapidement et dégénérent en 10 jours. Les macrophages de la rate et du foie se chargent
de retirer les plaquettes du sang et de détruire ces derniéres par phagocytose (MARIEB,

1993).



1.1.1.3 Facteurs libérés de I’endothélium pouvant moduler le tonus vasculaire

Comme mentionné précédemment. I'endothélium n’est pas seulement une barriere
physique entre les composantes du sang et le muscle vasculaire. Il est un élément
important dans le maintien du tonus vasculaire. Plusieurs études biochimiques et
pharmacologiques de I'endothélium intact et du muscle lisse vasculaire ont mené a
I"identification de plusieurs facteurs relachés des cellules endothéliales (RALEVIC et
al.1992). Mise a part les purines (voir section 1.2.1) nous retrouvons parmi ceux-ci. une
substance vasoconstrictrice qui est nommée |'endothéline. La découverte de
I"endothéline remonte a 1988 par le groupe de YANAGISAWA et al. . Ce peptide est
composé¢ de 21 acides aminés et contient quatre résidus cystéines formant deux ponts
disulfures. Il existe trois isoformes de ce peptide que 'on nomme cndothéline-1.
endothéline-2 et endothéline-3. Ces trois isoformes sont la résultante de [ action
enzymatique de la ECE sur leurs précurseurs respectits soient: Big-ET-1. Big-ET-2 et
Big-ET-3. Jusqu'a ce jour I'endothéline est reconnu comme dtant ["agent vasoactif le

plus puissant.

L."endothélium libére également des substances vasorelaxantes telles que: la
prostacycline (PGls). I'oxyde nitrique (NO) et le facteur hyperpolarisant dérivé de

I"endothélium (EDHF) (Figure 2).

[ettet relaxant de la prostacyvline tut démontré par MONCADA et al (1976).
Elle est derivde de la cascade de acide arachidonique. La cyclooxy génase est 'enzyme

responsable de fa synthése de prostacycline dans Pendothéhium. La sdéerétion des
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prostacyclines peut étre induite par les forces de cisaillements (HANADA et al. 2000)
ainsi que par certains médiateurs endogénes comme |'endothéline (ORIJI. 1999). la
bradykinine (YAMASAKI et al. 2000). I'angiotensine Il (ISHIHATA et al. 1999),
"ATP et I'’ADP (PATEL et al. 1996a) et autres facteurs. La PGI, produit son effet
relaxant en stimulant I"adénylate cyclase. ce qui augmente les taux d"AMPc au niveau

du muscle lisse vasculaire.

L oxyde nitrique est également un agent relaxant dérivé de I"endothélium. Le NO
est synthétisé dans les cellules endothéliales suite a [’action de 'oxyde nitrique synthase
sur la L-arginine (PALMER et al. 1988). Le produit de la réaction. I'oxvde nitrique,
dittuse vers la couche de muscle lisse vasculaire dans lequel il stimule la guanylate
cvclase soluble (MONCADA et al. 1991). Cect provoque une augmentation des taux de
guanosine monophosphate cyclique (GMPc¢) qui induit la relaxation des cellules
musculaires (MONCADA et al. 1991). Il existe deux tormes d’oxvde nitrique svnthase
au niveau de 'endothélium. Une torme dite constitutive. clle est responsable de la
sécrétion basale de NO. [."autre forme est dite inductible. Celle-ci est présente au niveau
de endothélium et du muscle lisse vasculatre. La torme inductible a la capacité de
produire environ mille tois plus d’oxvde nitrique que la torme constitutive (STAR.
1993). La libération endothéliale de NO peut étre induite par plusicurs tacteurs dont les
torces de cisaillements (HORI et al. 1998). I'endothéline (HIGUCHI et SATOH. 1997).
PATP (XIAO et al. 1999). le cisatllement combiné a linteraction de 1"ATP
(HASSESIAN et BURNSTOCK. 1995) ainsi que la BK et I'angiotensine (HILL.-

KAPURCZAK et al. 1999). La demi-vie de "oxyvde nitrique est trés courte. il est
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rapidement inactivé dans le sang par I"hémoglobine et par les radicaux superoxydes dans

la paroi vasculaire (MARSHALL et KONTOS. 1990).

Le facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium est un tacteur relaxant distinct
du NO et de la prostacycline (BRANDES et al. 2000) mais demeure le moins bien
compris des trois. L'EDHF peut causer un changement transitoire du potentiel d action
de la membrane des cellules musculaires lisses. Certaines évidences portent a croire que
I"EDHF dérive de |’acide arachidonique. possiblement par la voie du cytochrome P450
(CAMPBELL et al. 1996). Cependant. I'équipe de RANDALL et al (1996) a proposé
que |'anandamine. un endocannabinoide dérivé de | acide arachidonique. pourrait étre
I"EDHF. Cette hypothése est basée sur le fait qu'un antagoniste sélectif des récepteurs
aux endocannabinoides. SR 141716A. inhibe ['action de I'EDHF au niveau du lit
meésentérique de rat ainsi que chez le rat conscient (RINALDI-CARMONA et al. 1994).
D autres études faites sur le mésentére de rat par le groupe de MALMSIO et al (2000)
ont démontré que ['eftet relaxant de 'EDHF peut étre induit par ["activation  des
purinocepteurs P2Y . P2Y: ' P2Y,. De plus il soutient que la stimulation du des
récepteurs P2X au niveau des cellules musculaires lisses contrecarrent sélectivement
I"eftet relaxant de 'EDHF. Ceci démontre qu’aujourd hui encore 1'action de I'EDHF

suscite de nombreuses controverses.
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Figure 2 Schématisation de la libération et du mécanisme d’action du NO, de la

PGI, et de PEDHF (tirée et traduit de KATUSIC, Z.D. et SHEPHERD

J.T., 1991).
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1.1.1.4 Agents interférant avec [D’activité vasodilatatrice de

Pendothélium

Différentes approches sont utilisées pour étudier la contribution de la couche

endothéliale en tant que barriere modulatrice de la réponse aux agents vasoactifs.

Tout d’abord, il est possible d’éliminer la couche de cellules endothéliales en
traitant la préparation vasculaire avec un détergent. Ce traitement induit la lyse
cellulaire. Le détergent que nous avons utilisé se nomme CHAPS, [(3-
cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate (figure 3). C’est un zwitterion
synthétique résultant de la combinaison d’un groupe de sels biliaires hydrophobes et

d’un groupe polaire de type sulfobétaine (HIELMELAND, 1980).

Figure 3 Structure chimique du CHAPS ( tirée de HIELMELAND, 1980)
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Ensuite, il est possible d’inhiber la synthese de PGIL, dans les cellules
endothéliales a 1’aide de I'indométhacine. L’indométhacine a pour effet de bloquer
sélectivement la cyclooxygénase, [’enzyme responsable de la formation des prostanoides

(LEVINE, 1972).

Afin d’inhiber la production d’oxyde nitrique, nous avons employé un analogue
de la L-arginine, le NG-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME) (figure 4). Le L-NAME
est un inhibiteur compétitif de ’oxyde nitrique synthase (REES et al, 1990). Nous
avons fait le choix de cet inhibiteur, car nous avions démontré dans notre laboratoire que
le L-NAME inhibe de facon significative les relaxations endothélium-dépendantes au
niveau du lit mésentérique de cobaye et de souris (BERTHIAME et al , 1995 et 1997).
Nous avons également démontré que le L-NAME induit une augmentation significative
de la pression artérielle moyenne chez le lapin anesthésié (GRATTON et al, 1997). Ces

observations montrent que le NO joue un réle primordial dans le tonus vasculaire.

Figure 4 Structure chimique du L-NAME (tirée de REES et al, 1990)
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1.1.1.5 La circulation mésentérique pré et postcapillaire

La circulation gastro-intestinale joue un role important dans le maintien de la
pression artérielle puisqu’une grande portion du volume sanguin total s’y trouve. En fait.
le flot sanguin mésentérique est influencé par diverses substances endogénes et exogénes
libérées lors des phases prandiales et post-prandiales. La cholecystokinine (XU et
SHAFFER. 1992). la substance P (JONHSON et al. 1998). le peptide intestinal
vasoactif (ISHIZAWA. 1988) et autres molécules. peuvent influencer le flot sanguin de

ce tractus et ainsi jouer un role important de le controle de 1a motilité gastro-intestinale.

L étude des agents vasoactifs au niveau du lit vasculaire mésentérique est donc
trés importante puisque ces composes sont impliqués dans la régularisation du tonus
vasculaire gastro-intestinal et par conséquent. ils influencent le maintien de fa pression

systemique et I'apport de sang a appareil digestif.

Cest en 1963 que Mc GREGOR a mis au point une technique d’isolation du lit
mésentérique de rat. Cette préparation permettait de faire une distinction entre les
propriétés de la vascularisation et "activité des muscles intestinaux. Plus tard. cette
préparation tut améliorée par WARNER (1990). Il a modifié la technique de tagon a ce
que les réponses artérielles et veineuses. suite a la stimulation par divers agents
pharmacologiques. puissent étre étudiées simultanément et indépendamment. En eftet. le
lit vasculaire mdsentérique perfusé permet de faire une comparaison directe entre les
réponses de la circulation artérielle perfusée et celle de la circulation veineuse perfusée

par voie rétrograde. En 1995, ce modele fut appliqué au lit mésentérique de cobaye
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(BERTHIAUME et al). Nous avons donc utilisé cette derniére préparation vasculaire
atin d'étudier les ettets pharmacologiques de certaines purines qui pourraient étre

importantes dans le contrdle du tonus vasculaire mésentérique.

1.2 NUCLEOTIDES EXTRACELLULAIRES

1.2.1 Les sources

L°ATP (figure 5) intracellulaire est un composant ubiquitaire et donc toute
cellule est potentiellement une source de nucléotides (EL-MOATASSIM et al. 1992).
Cette section répertorie un certain nombre de ces sources cellulaires. La concentration
cvtosoligue de FATP est de 1"ordre du millimolaire (SEVIGNY et BEAUDOIN. 1994).
Une rupture de la membrane plasmique entraine donc une augmentation significative de
la concentration des nucléotides au voisinage des cellules éclatées. En conditions
normales. la concentration sanguine des nucléotides est inféricure a 0.1 micromolaire
(COADE et PEARSON. 1989). Ce niveau est la résultante de multiples variables
comprenant la libération par les cellules. la dégradation par les ectonucléotidases et la

capture des nucléotides déphosphoryiés par les cellules (COTE et al. 1993).

Comme mentionné plus tot. parmi les éléments sanguins les érythrocytes
représentent une source importante de nucléotides. Leur libération des globules rouges

peut étre induite par les forces de cisaillement. I"hypoxie ou simplement par I'éclatement
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des cellules (SEVIGNY et BEAUDOIN, 1994). Les nucléotides peuvent également étre

sécrétés par les vaisseaux sanguins.

2
N
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Figure 5 Structure chimique de ’ATP (tirée de HORTON et al, 1994)

En effet, les cellules endothéliales et musculaires lisses peuvent libérer jusqu’a
60% de leur contenu en nucléotides sans que leur viabilité ne soit affectée. Au niveau de
’endothélium, ce phénomene peut étre induit en situation d’hypoxie et par les forces de
cisaillement (BODIN et BURNSTOCK, 1995), par de hauts niveaux de potassium et par
la noradrénaline (TAKEUCHI et al, 1995), par I’ATP (BODIN et BURNSTOCK, 1996)
de méme que la bradykinine, ’acétylcholine, la sérotonine et I’ADP (YANG et al,
1994). Quant a la couche de muscle lisse, la libération d’ATP peut étre stimulée par la
noradrénaline ou par I’ATP provenant du systeme nerveux périphérique efférent
(KATSURGTI et al, 1991; VIZI et al, 1992), par I’angiotensine II, via son récepteur AT-I

(KATSURGI et al, 1996) et par [’histamine, la bradykinine et la substance P
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(TAMESUS et al. 1998). Les thrombocytes. tel que signalé précédemment. représentent
une source importante de nucléotides. Ces nucléotides sont sécrétés par exocytose. Les
concentrations combinées d'ATP et d"ADP peuvent alors atteindre |'ordre du molaire.
Le phénomene d’exocytose est également observé au niveau du systéme nerveux. Méme
st le systéme nerveux libére une quantité relativement faible de nucléotides. le fait que la
terminaison nerveuse soit localisée a proximité immeédiate de la cellule cible lui permet
d’exercer une ac.tion efficace. Les cellules chromaffines de la medullosurrénale
possédent aussi des grains contenant de "ATP ainsi que des quantités plus faibles
d"ADP. d"UTP. de GTP et de CTP. Ces nucléotides sont aussi libérés par exocytose dans
la circulation sanguine. En dernier lieu. mentionnons d"autres types cellulaires pouvant
libérer des nucléotides tels que les mastocvtes dont les grains d histamines contiennent
de 'ATP. les hépatocytes (LIDOFSY. 1997). les lymphocvtes et les macrophages
(RARAPORT et FONTAINEL. 1989 et SPERLAGH ct al. 1998). les cellules épithéliales

(WILSON et al. 1999) ainsi que les cellules nerveuses (FIEDLER et al. 1992).

Les nucléotides libérés dans I'espace extracellulaire par Fune ou autre des
sources mentionndes.  peuvent  exercer une  action  autocrine  ou - paracrine  par
I"intermédiaire de  récepteurs  spécitiques  désignés  récepteurs  purinergiques  ou

purinorécepteurs .
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1.2.2 Récepteurs purinergiques
Il existe deux types de récepteurs purinergiques; les récepteurs Pl et les
récepteurs P2. Les purinocepteurs de type Pl répondent a I’adénosine tandis que ceux du
type P2 répondent de fagon préférentielle a I'ATP, I’ADP, et a 'UTP (BURNSTOCK,
1978). Dans cette partie, nous traiterons principalement des purinocepteurs P2 retrouvés

au niveau du systéme cardiovasculaire.

1.2.2.1 Les purinocepteurs de type P1
On a identifié quatre récepteurs a I’adénosine faisant partie de la famille P1 grice
aux études moléculaires, biochimiques et pharmacologiques. Ces récepteurs sont classés
sous les noms de A;, Asa, Azs et A; (tableau 1). Ces récepteurs sont couplés a des

protéines G et leurs activations modulent I’AMPc .

1.2.2.2 Les purinocepteurs de type P2

Les récepteurs P2 ont classiquement été divisés en six sous-types; P2X, P2Y,
P2U, P2D, P2Z et P2T. Avec I’avancement du clonage moléculaire, cette nomenclature
a da étre modifiée. Les récepteurs P2 sont maintenant divisés en deux groupes. Les
récepteurs formant des canaux ioniques se nomment P2X et les récepteurs couplés a des
protéines G sont appelés P2Y. On dénombre présentement sept sous-types des

récepteurs P2X (P2X,.7) et dix sous-types P2Y (P2Y,.;;). Cependant, certains de ces
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Tableau 1 Classification des purinocepteurs de type P1 (tirée de RALEVIC
et BURNSTOCK, 1998).
Ay Az Az A;
Protéine G Gio G; G;s Gq Gi G,
Agonistes CCPA, CPA, CGS 21680, NECA APNEA, R-
NECA, NECA, CV PIA, NECA,
CGS 21680 1808, R-PIA, CGS 21680
CPA
Effets ¥ AMPc,T IPs, TAMPc T AMPc, T1P; | ¥ AMPc, 1 IP;
TK, ¥ Ca™

sous-types ont seulement été mis en évidence par clonage, leur activité physiologique

reste a étre prouvée (BARNARD et al, 1997 et HARDEN et al, 1997).

Les récepteurs P2X, comme signalé précédemment, sont des récepteurs formant

des canaux ioniques qui médient une perméabilité sélective et rapide aux cations Na", K"

et Ca** (tableau 2). Ceci résulte en une augmentation des taux de calcium intracellulaires

ainsi qu’en une dépolarisation (DUBYAK et EL-MOATASSIM, 1993). Les récepteurs

P2X,6 sont composés de 379 a 472 acides aminés et comprennent deux domaines

transmembranaires hydrophobes, une longue boucle extracellulaire contenant dix résidus
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cystéines conservés dans les sept sous-types. Les extrémités carboxy et amino terminales
sont intracellulaires. La distribution principale de ces récepteurs se trouve au niveau des
tissus excitables tels que le muscle lisse et le tissus nerveux (RALEVIC et
BURNSTOCK, 1998). Le récepteur P2X, est le principal sous-type exprimé au niveau
du muscle lisse vasculaire et est impliqué dans le phénoméne de vasoconstriction
(BOARDER et HOURANI, 1998). Le récepteur P2X; a une structure similaire aux
autres sous-types a l’exception du fait qu’il posséde un domaine carboxy-terminal

intracellulaire beaucoup plus long (RALEVIC et BURNSTOCK, 1998).

Tableau 2 Classification des purinocepteurs (tiré de KUNAPULI et DANIEL, 1998)

Sous-types Agonistes Courants induits
P2X, ATP, aB-MeATP, NA+/K+/Ca2+
2-MeSATP
P2X, ATP, ap-MeATP, NA+K+
2-MeSATP
P2X; ATP, aff-MeATP. NA+/K+/Ca2+
2-MeSATP
P2X, ATP, aff-MeATP, NA+/K+/Ca2+
2-MeSATP, CTP
P2Xs ATP, aff-MeATP, NA+/K+/Ca2+
2-MeSATP, ADP
P2X, ATP, 2-MeSATP, ADP NA+/K+/Ca2+
P2X, BzATP, ATP, 2-MeSATP, NA+/K+, pores
ADP
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Il est le seul des sous-types a étre activé par ’ATP* et contrdle I’ouverture de
pores non-sélectifs. L’ARNm et la protéine du récepteur P2X; sont distribuées au niveau
des cellules provenant de la moelle osseuse incluant les granulocytes, les macrophages et
les lymphocytes B (COLLO et al, 1997). De plus, plusieurs évidences portent a croire
que le récepteur P2X; serait impliqué dans le signalement entre les macrophages (ou
autres cellules immunitaires) et la cellule cible (DUBYAK et EL-MOATASSIM, 1993).
Les récepteurs P2Y sont composés de 308 a 377 acides aminés. Ce sont des récepteurs a
sept domaines transmembranaires. La distribution de ces récepteurs est trés répandue, on
peut en signaler la présence entre autre au niveau du cceur, des tissus vasculaires,
immuns et nerveux. Cependant, trés peu est connu concernant leurs roles physiologiques
(RALEVIC et BURNSTOCK, 1998) alors la liste ci-dessous pourrait en fait s’avérer
plus courte (tableau 3). La majorité des récepteurs P2Y agissent via une protéine G
couplée a I’activation de la PLC ce qui conduit a la formation d’IP; et a la mobilisation
du calcium intracellulaire contenu dans le réticulum endoplasmique. En effet,
I’activation du récepteur P2Y provoque I’hydrolyse du PIP; en IP; et diacylglycérol
(figure 6) (DUBYAK et EL-MOATASSIM, 1993). Ceci peut entrainer la stimulation de
diverses voies de signalisation incluant la PKC, PLA,, canaux potassiques Ca’'-
dépendant, NOS conduisant a la formation d’oxyde nitrique et la stimulation du EDHF
(RALEVIC et BURNSTOCK, 1998; HASSESSIAN et BURNSTOCK, 1995). Il a été
démontré que la production de prostacycline induite par I'activation des récepteurs P2Y
endothéliaux, nécessite la génération de la protéine kinase C (PKC) suivi d’une
phosphorylation rapide d’une tyrosine de la MAPK (mitogen-activated protein kinase)

(BOWDEN et al, 1995; PATEL et al,1996b).
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Tableau3  Classification des purinocepteurs de type P2Y (tiré de KUNAPULI et

DANIEL, 1998)
Sous-types Agonistes Mécanismes
P2Y, 2-MeSATP, ATP, ADP, UTP, PLCP/ IPy Ca®*
2-MeSADP, 2-CI-ATP
P2Y, ATP, ADP, UTP, UDP, PLCP/ [Py Ca®*
2-MeSATP
P2Y; ATP, ADP, UTP, UDP PLCP/ IPy/ Ca®
P2Y, ATP, UTP, ITP,AP.A PLCP/ IPy/ Ca**
P2Ys ATP, ADP, UTP, UDP, PLCP/ IPy Ca**
2-MeSATP, af-MeATP
P2Y; ATP, ADP, UTP, UDP, PLCP/ IPy/ Ca**
2-MeSATP
P2Y, Leukotriéne B4
P2Ys ATP, UTP, ITP, CTP, GTP PLC/ IPy Ca**
P2Y, Non déterminé Pas PLC, pas AC
P2Y o Non déterminé Non déterminé
P2Yy, ATP, 2-MeSATP, ADP PLCP/ IPy/ Ca** et AC
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Signalisation intracellulaire des différents récepteurs purinergiques de

type P2 (tiré de DUBYAK et EL-MOATASSIM, 1993)

L’activation des purinocepteurs par les nucléotides et les nucléosides entrainent

diverses fonctions physiologiques. Cette activité se refléte au sien de multiples systémes.

Nous traiterons maintenant du réle des nucléotides extracellulaires spécifiquement au

niveau du systéme cardiovasculaire.
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1.2.3 Roles physiologiques des nucléotides extracellulaires dans le

systéme cardiovasculsire

C’est au début des années 60 que I’ADP a été reconnu comme un agent
activateur des plaquettes, conduisant a la formation d’agrégats (GAARDER et al, 1961).
L’exposition des plaquettes a I’ADP entraine une augmentation intracellulaire de
calcium, un influx calcique rapide, I’activation d’une phospholipase C ainsi qu’une
inhibition de I’adénylate cyclase (GACHET et al, 1997; HOURANI et al, 1994;
MILLS, 1996). La croyance initiale était que ces phénoménes impliquaient |’activation
d’un seul récepteur, désigné P2T (récepteur P2 sur les thrombocytes). Maintenant, on
propose qu’il y aurait trois récepteurs plaquettaires essentiels a I'induction des
phénoménes d’activation et d’agrégation des plaquettes. L’augmentation de calcium
intracellulaire, 1’activation de la phospholipase C et le changement de forme des
plaquettes sont principalement dii a I’activation du récepteur P2Y,. Le récepteur P2X;
serait responsable de l'influx calcique rapide. L’inhibition de I’adénylate cyclase
semblerait étre induite par I’activation de récepteur encore mal défini mais identifié
comme étant un P2T,c (KUNAPULI et EL-MOATASSIM, 1998). L’activation et
I’agrégation des plaquettes par I’ADP serait donc la résultante de I’activation de trois
purinocepteurs.

Plusieurs purinocepteurs ont été identifiés sur les leucocytes mais leurs roles
n'ont pas encore été bien définis. Par contre, il est maintenant accepté que les
nucléotides extracellulaires influencent la réponse immunitaire et le processus

inflammatoire. L’ATP et ’ADP peuvent agir comme agent chimiotactiques pour les
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monocytes et les neutrophiles et stimuler leurs propriétés adhésives au site infecté ou
inflammé (KUNAPULI et DANIEL, 1998). Il est également prouvé que I’ATP et I’ADP
stimulent I’activité phagocytique et la dégranulation des neutrophiles et des monocytes
(SAKAMOTO et FIRKIN, 1984; COCKROFT et STUTCHFIELD, 1989). De plus,
I’ATP inhibe I'effet cytotoxique des macrophages et des cellules NK mais il est aussi
un effecteur de la lyse cellulaire induite par les lymphocytes T cytotoxiques

(BLANCHARD et al, 1991; SCHMIDT et al, 1984; BLANCHARD et al, 1995).

Au niveau de I’endothélium, ’ATP et I’ADP induisent une vasodilatation suite a
P’activation des purinocepteurs de type P2Y (BOARDER et HOURANI, 1998). L’on
croit que cette relaxation est due a la production de PGI, et de NO qui sont des
vasodilatateurs et des inhibiteurs de I’agrégation plaquettaire. La production de
prostacycline provient de I’hydrolyse de I’acide arachidonique par la phopholipase A,
comme expliqué précédemment. Le NO est synthétisé par I’activation de l’oxyde
nitrique synthase constitutive qui est dépendante de la Ca’*-calmoduline (BUSSE et
MULSH, 1990). Or, la reliche des nucléotides extracellulaires lors d’une blessure
vasculaire contribue a la fonction endothéliale par la production de NO et de PGl

(KUNAPULI et DANIEL, 1998).

Au niveau du muscle lisse vasculaire, I’ATP induit généralement une
vasoconstriction via un récepteur de type P2X, (BOARDER et HOURANI, 1998). Le
P2X est le seul sous-type de la famille des récepteurs P2X a étre présent sur les cellules

musculaires lisses. MIYAGI et al (1996) ont démontré la présence d’un récepteur P2Y;
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qui contribue a une réponse contractile du muscle lisse vasculaire aprés une stimulation
a PUTP. L’ ATP extracellulaire en présence de cellules musculaires lisses vasculaires en
culture, est un mitogéne et stimule un certains nombre de processus tels que la synthése
de I’ADN, la synthése de protéines et augmente le nombre de cellules (ERLINGE,
1998).

Dans des conditions ou I’endothélium est endommagé, ’ATP, I'ADP et ’'UTP
libérés par les plaquettes activées peuvent agir sur le muscle lisse vasculaire en induisant
une vasoconstriction. De cette fagon, les risques d’hémorragie sont réduits (KUNAPULI

et DANIEL, 1998).

L’ATP extracellulaire influence également les fonctions cardiaques de maniére
indirecte c’est-a-dire via les vaisseaux sanguins et les nerfs et de fagon directe via les
purinocepteurs des cardiomyocytes (KUNAPULI et DANIEL, 1998). L’ATP régule le
tonus vasculaire coronarien par I’activation de leurs récepteurs P2X ce qui provoque une
vasoconstriction et par |’activation de leurs récepteurs P2Y qui induisent une
vasodilatation (BURNSTOCK, 1989). De plus, il a été démontré que I'ATP a des effets
sur les fonctions autonomes du cceur (ALLEN et BURNSTOCK, 1990; RUBINO et al,
1992). L’administration d’ATP peut induire un effet chronotrope négatif en agissant au
niveau des nceuds sino-auriculaire et auriculo-ventroculaire (BELHASSAN et PELLEG,
1984). De plus, ’ATP peut induire un effet dromotrope négatif en bloquant la
conductance électrique au niveau du nceud auriculo-ventriculaire (BELHASSAN et
PELLEG, 1984). De fagon plus précise, I'ATP fait diminuer le potentiel d’action de
cette région nodale. En général, I’activation des récepteurs P2X des cardiomyocytes

ameéne un effet inotrope négatif tandis que l’activation des récepteurs P2Y entraine une
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action inotrope positive (SEVIGNY et BEAUDOIN, 1994; DANZIGER et al, 1988;
DEYOUNG et SCARPA, 1989). En résumé, au niveau cardiaque I’activation des
récepteurs P2X entraine une augmentation de la pression sanguine alors que I’activation

des récepteurs P2Y cause une baisse de pression.

En ce qui concerne le CTP extracellulaire, trés peu de fonctions lui sont connues.
On rapporte tout de méme dans la littérature que le CTP a la capacité d’induire la
libération de TxA; par des cellules gliales en culture (LANGLEY et PEARCE, 1998).
Ce groupe suggére que les cellules gliales sont la cibles des pyrimidines extracellulaires
et que leur habileté a stimuler la libération d’éicosanoides de ces cellules pourrait jouer
une rdle important dans la réponse cérébrale face aux lésions. Il semblerait que le CTP,
tout comme I’ATP mais de fagon moins importante, augmente le calcium intracellulaire
et la production de prostacycline au niveau des cellules endothéliales d’aorte de beeuf
(KITAZONO et al, 1992). Le groupe de TRISCHITTA et al (1984) on quant a eu fait la
preuve que le CTP et autres nucléosides triphosphates inhibent la liaison de I’insuline a

son récepteur au niveau du foie de rat et des membranes placentales humaines.

Force est de constater que la voie CTPergique a été jusqu’a présent peu étudiée.
En fait, aucun récepteur pour le CTP n’a été identifié. Cependant d’aprés les données
présentées ci-haut, tout porte a croire a I’existence de tels pyrimidinocepteurs. Il serait
donc envisageable que le CTP posséde d’importantes propriétés physiologiques

notamment au niveau du systéme cardiovasculaire.
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1.2.4 Les ectonucléotidases

Comme nous venons d’en faire la démonstration, les nucléotides extracellulaires
provoquent une foule d’activités physiologiques via leurs récepteurs. Or, la
concentration des nucléotides en circulation doit essentiellement étre contrélée. En effet,
le temps de demi-vie d’un nucléotide est trés court di en partie a la présence
d’ectonucléotidases a la surface des cellules endothéliales. Parmi ces ectonucléotidases,
on retrouve la 5’nucléotidase qui convertit I’AMP en adénosine par ’hydrolyse d’un
groupement phosphate. Il existe également la ecto-nucléoside triphosphate
diphosphohydrolase (NTPDase) qui est responsable de 1’hydrolyse séquentielle des
groupements phosphates y et B des trinucléotides pour former le dérivé monophosphate

correspondant (figure7).

E + NTP — E-NTP < E-NDP + Pi— E-NDP <> E-NMP + Pi - NMP +E
\

NDP

Figure 7 Mécanisme d’hydrolyse séquentiel d’un nucléotide triphosphate (NTP)
catalysé par la nucléoside triphosphate diphosphohydrolase (E) (tiré de

KOMOSZYNSKI et WOJTCZAK, 1995).
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1.2.4.1 La NTPDase

11 existe trois isoformes de cet enzymes chez le mammifere (SEVIGNY et al,
1997 b) qui se distinguent par leur localisation et leur poids moléculaire. Au niveau du
systéme cardiaque, la NTPDase a été identifiée a la surface des cellules musculaires
lisses (SEVIGNY et al, 1997 a), des cellules endothéliales (SEVIGNY et al, 1997 a),
des cellules cardiaques (BEAUDOIN et al, 1997), des lymphocytes activés
(BENREZZAK et al, 1999), des plaquettes, les cellules natural killer activées et certains
monocytes et macrophages (KOZIAK et al, 1999). La localisation et la vaste distribution
de la NTPDase fait de cette enzyme un élément majeur impliqué dans les contrles du
rythme cardiaque, du tonus vasculaire, de I’hémostase sanguine et de la réponse
inflammatoire. En bref, la NTPDase joue un réle primordial en controlant des fonctions
ou les nucléotides extracellulaires modulent une action physiologique. L’une des actions
les plus importantes de la NTPDase est de contréler I’agrégation plaquettaire induite par
I’ADP. Les propriétés anti-agrégeantes de la NTPDase ne se limitent pas a diminuer les
concentrations d’ADP mais aussi en augmentant la concentration d’AMP qui inhibe
I’agrégation plaquettaire (MARCUS et SAFIER, 1993).

En bref, La NTPDase est une enzyme trés efficace et trés répandue ayant un rdle
manifeste au niveau physiologique. En effet, grace a son site actif en contact avec la
lumiére des vaisseaux, cette ecto-enzyme est en mesure de réguler les taux des

nucléotides extracellulaires circulants (SEVIGNY et al, 2000).
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1.2.4.2 Les inhibiteurs de la NTPDase

Depuis un bon nombre d’années, des équipes de recherche ont tenté de contrdler
la signalisation purinergique. Pour ce faire, elles ont développé des agonistes et des
antagonistes aux purinocepteurs ou encore elles ont tenté d’empécher la dégradation des
ligands naturels des purinocepteurs en inhibant les ectonucléotidases (NTPDase)
responsables de I’hydrolyse rapides des nucléotides extracellulaires (PICHER et al,
1996, WITTENBURG et al, 1996). Il existe également des inhibiteurs non spécifiques
de la NTPDase et qui ne sont pas associés a la signalisation purinergique (COTE et al,
1992). De toute évidence, il y a une multitude d’inhibiteurs disponibles mais ceux-ci
interféerent avec les purinocepteurs ou il sont non-spécifiques 4 la NTPDase. Un
inhibiteur parfait devrait résister a I’hydrolyse de la NTPDase, avoir peu ou pas
d’interaction avec les purionocepteurs P2 et avoir une affinité apparente (Ki) similaire

et/ou supérieure a celle obtenue pour I’ATP (Km).

Nous avons employé un de ces inhibiteur, I’acide 1-hydroxynaphthalene-3,6-
disulfonique (BGO 136) (figure 8). Cette molécule inhibe la NTPDase de fagon mixte et
posséde un Ki entre 300 et 400uM. Il semblerait que le BGO 136 interagisse avec le
purinocepteur P2Y,. L’inhibition de la 5° nucléotidase par le BGO 136 fut aussi

démontrée ( GENDRON et al, 2000).
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OH

SOH™ ™~ SO,H

Figure 8 Structure chimique du BGO 136 ( tirée de GENDRON et al, 2000)

1.2.5 Considérations physiopathologiques

Etant donné les multiples réles des nucléotides extracellulaires et de la NTPDase,
il n’est pas surprenant de constater que leurs fonctions peuvent étre altérées en situations
physiopathologiques. Parmi ces conditions, il a ét¢ démontré qu’une insuffisance
cardiaque entraine une augmentation de la libération d’ATP par les fibres nerveuses et
une régulation a la baisse du purinocepteur P2X; au niveau des artéres de résistances.
Ceci a été prouvé par une diminution de la production d’ARNm de ce purinocepteur
(MALMSIJO et al, 1999). On peut également associer 4 I’ATP un 1dle dans la
nociception et a I’induction de la douleur. Ces phénoménes impliqueraient I’activation
des purionocepteurs P2X3 car ils sont presque exclusivement exprimés au niveau des

neurones sensitifs de la nociception (DING et al, 2000). Il semble que I’ATP serait un
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médiateur pro-inflammatoire dans le cas de la glomérulonéphrite et que cette action
pourrait étre potentiée par des hormones de croissance (SCHULZE-LOHOFF et al,
1996). De plus le groupe de GUTIERREZ et al (2000) démontre que |’aggravation d’un
cas de glomérulonéphrite pourrait étre dii 4 une désensibilisation réversible des
récepteurs purinergiques P2Y,. Ce groupe suggére également que cette situation se
produit dans le cas de I’hyperfiltration glomérulaire observée chez les diabétiques. Il
mentionne aussi que I’ATP induit une contraction des cellules mésengiales
glomérulaires et que cette contraction est importante pour la régulation de la filtration
glomérulaire. Il y a aussi eu démonstration que la NTPDase peut perdre ces effets
antithrombotiques lorsque les cellules endothéliales sont activées (ROBSON et al,1997).
Cette équipe spécule que cette perte résulte en une diminution de la capacité a dégrader
I’ADP pouvant jouer un rdle dans [activation plaquettaire non isolée et dans
I’inflammation vasculaire observée dans les processus de reperfusion, le rejet de
xénogreffe et autres formes de blessures vasculaires. L’ATP, la noradrénaline et le
neuropeptide Y (NPY) sont des co-transmetteurs importants dans le systtme nerveux
sympatique qui jouent une rdle central dans le controle cardiovasculaire. Or, il
semblerait que dans le cas de I’hypertension ou I’altération de la réponse vasculaire y
est associée, la réactivité vasculaire au NPY, a laNA et a I’ATP reste intacte (NILSSON
et al, 2000). En situation physiopathologique, ’ATP peut aussi étre bénéfique, comme
c’est le cas dans le cancer du poumon. En effet I’ATP inhibe la perte de poids et de
tonus musculaire observée chez les patients atteints de cette maladie (AGTERESCH et
al, 2000). Ce phénomeéne fut aussi démontré chez les souris ayant un cancer du colon
(RAPAPORT et FONTAINE, 1989). De plus des études précliniques ont faites la

preuve que l’administration d’ATP potentic les effets antitumoraux cytostatiques



34

(MAYMON et al, 1994) et de la radiothérapie (ESTRELA et al, 1995) et pourrait aussi
avoir des effets protecteurs sur les tissus endommagés par la radiation (SENAGORE et

al, 1992).

1.3 BUTS DE L’ETUDE

On retrouve dans la littérature plusieurs désaccords concernant I’ effet relaxant de
I’ATP. Certains groupes prétendent que cet effet est induit par I’activation des récepteurs
P2Y endothéliaux ce qui entraine la relache d’oxyde nitrique et de prostacycline
(RALEVIC et al, 1996 et RUBINO et al, 1999). Contrairement a eux, d’autres équipes
de recherche affirment que la vasodilatation induite par I’ATP ne dépend pas de
I’endothélium (KATO et al, 1999, GARCIA-VELASCO et al, 1995). Nous nous
proposons donc de déterminer les effets pharmacologiques des nucléotides
extracellulaires au niveau des circuits mésentériques pré et postcapillaires de cobaye. De
plus, nous définirons si ces effets sont dépendants de I’endothélium. Pour répondre a ces
objectifs, nous étudierons les effets pharmacologiques dans un lit vasculaire complexe.
Une telle préparation nous fournira des renseignements sur les propriétés vasoactives des
nucléotides extracellulaires et nous permettra de comparer les réponses des

vascularisations artérielles et veineuses.

Il est également connu que le taux de nucléotides extracellulaires circulant est

contrdlé par des enzymes trés répandues que I’on nomme les NTPDase (SEVIGNY et al,
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2000). Or, dans la demiére partie de notre étude, nous tenterons de démontrer la
présence et la fonctionnalit¢é de la NTPDase au niveau de la vascularisation
mésentérique artérielle et veineuse. Pour ce faire, nous mesurerons les taux d’ATP et de
ces métabolites contenus dans le perfusat de préparations mésentériques et ce grice a la
mise au point d’une méthode analytique par HPLC. Ces résultats nous fournirons des
informations supplémentaires quant a la régulation des concentrations de purines

circulantes par la NTPDase au niveau de I’artére et de la veine mésentérique de cobaye.



MATERIEL ET METHODE

2.1 ANIMAUX UTILISES

Les tissus investigués durant notre étude proviennent de cobayes Dunkin Hartley
de 250-350 g et de sexe indifférent que I’on achéte a la ferme d’élevage Charles River,

Canada Inc., a St-Constant, Québec.

2.2 PRELEVEMENT DU LIT MESENTERIQUE DE COBAYE

La préparation du tissu a été faite selon la méthode démontré par
BERTHIAUME et al (1995) qui elle, fut inspirée des techniques mises au point par
McGREGOR (1965) et WARNER (1990). Suite au sacrifice de I’animal, I’abdomen fut
ouvert et les branches cholique et iléocholique de I'artére mésentérique supérieure ont
été ligaturées. Le vaisseau d’intérét (artére mésentérique supérieure ou veine
mésentérique) fut dégagé de tous tissus conjonctifs et a ensuite été canulé avec une
canule en plastique de type Portex 3FG (Hyle, Kewt, Angleterre). La canule insérée fut
par la suite attachée au vaisseau. Le tissu doit alors étre perfusé avec une solution de
Krebs héparinée (100 unités / ml) via le vaisseau canulé a un débit de 2 ml/min.
L’intestin a été dissocié du mésentére en coupant prés de la bordure intestinale, en

partant du début du duodénum jusqu’au colon descendant.
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2.3 PERFUSION DU LIT MESENTERIQUE

Une fois isolé, le lit mésentérique a été placé sur un plat de pétri et branché a un
systtme de perfusion (figure 10). Le tissu est perfusé par une solution de Krebs
oxygénée (95% O,, 5% CO,) et maintenue a 37°C. De plus, cette solution contient de
I’indométhacine (SuM) afin d’inhiber la synthése de prostanoides (FERREIRA et al,
1971). La composition du Krebs était la suivante (concentration en mM) : NaCl: 117,5,
KCl 4,7, KH,PO4: 1,2, MgSO47H,0 : 1,2, CaCl,.6H,0 : 2,5, NaHCO; : 25 et glucose :
5,5.

Cette solution physiologique, a été perfusée a I’aide d’une pompe a perfusion
Cole-Parmer (modéle 7619-50). Ce systéme de perfusion est couplé a un transducteur de
pression Statham (modéle P-23A) qui permettait de mesurer les modifications de
pression de perfusion, exprimées en mmHg. Ces variations de pression induites par une
contraction ou une vasodilatation se traduisaient par un changement de la résistance

vasculaire. Ces mesures ont été enregistrées sur un physiographe (Grass, modéle 79).

Suivant son installation a ce systéme, le tissu est perfusé (via I’artére ou la veine)
a un débit de 2 ml/min pour une période d’équilibre de 1 heure. Au moment ou

I’expérience débutait le débit de perfusion a été augmenté a 6 mi/min.
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Veine mésentérique

Aorte  Estomac
!
Artere mésentérique

Krebs 37°C, 95% 02, 5% CO2.
| Indométhacine 5 UM
o
} 2_ S Débit de perfusion: 2-6 ml/min.

Port d'injection

Figure 9 Modele de perfusion du lit mésentérique (tirée du mémoire de

CLAING,1992)
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2.4 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

2.4.1 Evaluation de Pactivité biologique des nucléotides

Les expériences préliminaires des effets des purines (ATP : 0.01-1000 pmol,
ADP : 0.01-1000 pmol, AMP : 0.01-1000 pmol) , d’un analogue non hydrolysable de
I’ATP ( B,6-MeATP : 0.01-1000 pmol) ont été effectuées sur la préparation vasculaire a
I’étude. Pour étudier I’effet de ces molécules, nous devions précontracter le tissu a

’aide de la NA (200uM) du coté artériel et au U-46619 (4,2uM) du coté veineux.

2.4.1.1 Role modulateur de la couche endothéliale dans I’effet relaxant des

nucléotides

2.4.1.1.1 Traitement au CHAPS

L’emploi de ce détergent permet d’éliminer la couche de cellules endothéliales
(HJELMELAND,1980). Un prétraitement au CHAPS ( 2 X 20mM, 45 secondes avec un
intervalle de 30 minutes) crée une augmentation de la pression de perfusion suivie d’un
retour a la pression de base aprés un certain laps de temps et il se produit parfois de

I’oedéme.
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2.4.1.1.2 Traitement au L-NAME

Le L-NAME est un inhibiteur non sélectif de I’enzyme responsable de la
formation de I'oxyde nitrique (REES, 1990). Nous I’avons donc utilisé afin de
compétitionner avec I’oxyde nitrique synthase. Le L-NAME fut infusé pendant 30
minutes a une concentration de 200uM. Cette série d’expériences a été réalisées

seulement du coté pré-capillaire.

2.4.1.1.3 Réponse de la vascularisation mésentérique au NK-1 et au NaNP

Le [Sarg, Met(0,)' 'SP est un agoniste sélectif des récepteurs de type NK-1
(REGOLI et al, 1989). L’effet relaxant de cet agoniste au niveau de | artére
mésentérique supérieure de cobaye fut démontré comme étant endothélium-dépendant
(BERTHIAUME et al, 1995 ). Nous avons donc utilisé le NK-1 (100 pmol) pour vérifier
I’intégrité de I’endothélium et ainsi comparer les effets relaxants des nucléotides a celui
du NK-1. Nous avons employé au niveau postcapillaire la BK (100 pmol) pour les méme
fins. De plus, nous avons étudié l’effet relaxant du nitroprussiate de sodium pour

s"assurer de I’intégrité du tissu.
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2.4.2 Evaluation de ’activité catalytique de la NTPDase

Cette étude a été réalisée sur des préparations mésentériques artérielles et
veineuses non précontractées. Suivant la période d'équilibre, une infusion d’ATP a été

effectuée. Des collectes de perfusat on été recueillis et analysés par HPLC.

2.4.2.1 Collecte des échantillons biologiques

Les collectes sont d’une durée d’une minute chacune et elles ont été prises a
différent temps de I'infusion d’ATP. La collecte # 1 représente les collectes prises
pendant une minute suite a la premiére minute d’infusion d’ATP; la collecte # 2 suite a
la 2° minute; la collecte # 3 suite a la 4° minute; la collecte # 4 suite a la 6° minute; la
collecte # 5 suite a la 7° minute; les collectes # 6 et 7 représentent les collectes prises

suivant 1’arrét de I’infusion d’ATP, suite aux 1°° et 2° minutes

2.4.2.1.1 Infusion d’ATP

A partir d’une préparation de lit mésentérique non précontractée, avec et sans

endothélium, nous avons infusé de I’ATP (1x10™ M, 7 minutes). Des échantillons de

perfusat (6 ml) ont été recueillis avant, pendant et suivant I’infusion d’ATP.
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2.4.2.1.2 Traitement au BGO136

Le BGO 136 est un inhibiteur mixte non-compétitif de la NTPDase (GENDRON,
2000). Pour contrecarrer I’activité catalytique de cette enzyme, nous avons prétraité les
circuits vasculaires mésentériques (artériel et veineux) avec le BGO 136 (ImM et
10mM, 20minutes) suivi d’une infusion d’ATP (100 uM). Des collectes de perfusat ont

également été faites aux mémes périodes.

2.4.2.2 Analyse biochimique des échantillons par HPLC

Les analyses ont été effectués avec un HPLC de marque Waters. Le systéme est
composé d’un détecteur d’absorbances modéle 441, de pompes de modéles 501 et 6000
et d’un controleur automatique de gradient. Les chromatogrammes ont été enregistrés
par un traceur (BBC Goerz Metrawatt, Servigor 120). Pour réaliser une séparation de
I’ATP et de ces métabolites (ADP et AMP), nous avons employé une colonne de type
CSC- Nucleosil (100A / ODS, Sum et 15x 0,46 cm) provenant de chez Chromatography
Sciences Compagny Inc. Cette méthode a été inspirée des travaux effectués par

TEKKANAT et al, (1988).

Le solvant utilisé était une combinaison d’une solution de KH,PO4 (60 mM) et
15% d’acétonitrile. Le pH de ce mélange était ajusté a 7 avec de I’hydroxyde de
tétrabutylammonium. La solution est ensuite dégazée. L’élution des nucléotides a été
faite selon un mode isocratique a un débit de ImL / min. La détection de ces molécules a

été réalisée a une longueur d’onde de 214 nm. Le volume d’injection fut de 25uL. La
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quantité d’ATP, d’ ADP et d’ AMP contenue dans les échantillons a été déterminée a

partir de courbes standard de quantités connues de ces mémes nucléotides.

2.5 COMPOSES PHARMACOLOGIQUES UTILISES

Tous les agents employés dans cette étude, ont été dissous dans de la saline
(0,9%) et conservés a —20°C. Les substances utilisées au cours d’une expérience, ont été
diluée a partir des solutions méres. Par contre 1’indométhacine a été fraichement
préparée au début de chaque expérience en la diluant dans du Trizma-base (0.2 M, pH
7,4) jusqu’a une concentration finale de 10 mg/mL. En ce qui conceme la noradrénaline,

nous devions ajouter de 1’acide ascorbique a la solution pour éviter son oxydation.

2.6 PARAMETRES PHARMACOLOGIQUES

Pour évaluer I’activité biologique des différents agents vasoactifs, nous avons
quantifié 1’effet presseur en mesurant I’augmentation de la pression de perfusion
(mmHg) lorsque le lit vasculaire était au tonus de base. De plus, nous avons définit
I’effet vasorelaxant des composés a 1I’étude en évaluant leurs pourcentages de relaxation
par rapport a I’augmentation de pression induite par la noradrénaline du c6té artériel et

par I’U46619 du coté veineux.



2.7 CALCUL ET EVALUATION STATISTIQUE DES DONNEES

Tous les résultats furent exprimés en terme de moyenne et d’écart a la moyenne
selon un nombre n d’expérience. L’épreuve statistique t de Student a été employé afin de
déterminer la valeur significative des différences entre les moyennes pour des données
non pairées. Les valeurs de probabilités furent considérées significatives lorsque (p) était

inférieur a 0,05.



Tableau 4 Liste des composés utilisés
Abréviation Nom pharmacologique Source
ADP Adénosine 5’-diphosphate _Sigma Chemical
AMP Adénosine 5°- Sigma Chemical
monophosphate
ATP Adénosine 5’-triphosphate Sigma Chemical
BGO 136 Acide 1-hydroxynaphtaléne- Sigma Chemical
3,6-disulfonique
BK Bradykinine _Sigma Chemical
CHAPS 3-[3-(cholamidopropyl) Sigma Chemical
diméthylammoniuo}-1-
__propanesulfonate
CH;CN Acétonitrile Fisher
[CH3(CH,):]sNOH Hydroxyde de Aldrich
tetrabutylammonium
Héparine Héparine sulfate _Sigma Chemical
indocid Indométhacine _Sigma Chemical
KH,PO, Phosphate de potassium Fisher
L-NAME NGe-nitro-L-arginine méthyl Sigma Chemical
ester
B,6-MeATP Adénosine 5°(f,5- Sigma Chemical
méthyléne)-triphosphate
NA Noradrénaline _Sigma Chemical
NaNP Nitroprussiate de sodium Aldrich
NK-1 [Sar’ ,Met(O;)"'|SP Synthétisé par Dr.
Neugebauer
Trizma base Tris{hydroxyméthylJamino Sigma Chemical
methane
U 46619 9,11-dideoxy- Cayman Chemical
9a, 1 lamethanoepoxy
Prostaglandin F2a
Vitamine C Acide ascorbique _Sigma Chemical




RESULTATS

3.1 EFFETS DES NUCLEOTIDES ET D’UN ANALOGUE DE L’ATP SUR LE
TONUS VASCULAIRE DES ARTERES ET DES VEINES MESENTERIQUES

DE COBAYE

Nous avons tout d’abord voulu vérifier I’action des nucléotides et du B, &-
MeATP sur des préparations de lit mésentérique perfusées. La pression de perfusion
basale des cotés artériels et veineux de la vascularisation mésentérique est de 5,8 + 0,4
mmHg (n= 35) et de 1,5 £ 0,1 mmHg (n= 30), respectivement, lorsque le débit de
perfusion était de 2ml/min. Apres la période d’équilibre, ce débit était augmenté a 6
ml/min. Ceci élevait la pression de perfusion a 10,9 + 0,5 mmHg (n= 30) du coté artériel
eta 5,6 £ 0,2 mmHg (n= 30) au niveau veineux. L’infusion de noradrénaline au niveau
précapillaire (200uM), haussait la pression de perfusion de 30,23 +1,1 mmHg (n = 30)
tandis qu’au niveau postcapillaire I'infusion de U46619 (4,2uM) induisait une

augmentation de 2,3 + 0,5 mmHg (n=23).

3.1.1 Etude des effets vasoactifs de I’ATP, PADP et de I’AMP dans le lit
mésentérique de cobaye
Par cette série d’expériences, nous avons voulu comparer les effets de I’ATP,

I’ADP et ’AMP du coté artériel a ceux du coté veineux. Les figures 10 A et B
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démontrent ’activité vasoactive de I’ATP et de ces métabolites au niveau de la
vascularisation artérielle et veineuse précontractées a la noradrénaline (200uM) et a
I’'U46619 (4,2uM) respectivement. Au niveau artériel (figure 10A), nous remarquons
que ’ATP et ’ADP ont un effet relaxant dépendant de la dose (0,01 a 1000 pmol).
Alors que I’AMP induit une vasodilation moindre et qui n’est pas dose-dépendant. Du
coté veineux (figure 10B), on peut constater que I'effet vasodilatateur de ces trois
nucléotides est beaucoup moins important que du coté artériel voire presque nul. De
plus, les figures 11 A, B et C démontrent quand méme la fonctionnalité de ces tissus
veineux. Or, I’effet relaxant induit par ces purines semble plus important au niveau
précapillaire. Etant donné ces résultats, les 3 prochaines étapes de notre étude porteront

uniquement sur les effets au niveau artériel.

3.1.2 Détermination de la participation de ’endothélium et du NO dans

P’effet relaxant de PATP, PADP, ’AMP et du CTP au niveau de I’artére

mésentérique de cobaye
Dans le but d’élucider la contribution de 1’endothélium et de I’oxyde nitrique dans la
réponse artérielle aux différents nucléotides, nous avons tout d’abord éliminé la couche
de cellules endothéliales et dans une autre série d’experiences, nous avons bloqué le
mécanisme par lequel le NO produit une relaxation en infusant du L-NAME. Le NK-1,
le nitroprussiate de sodium ainsi que I'ATP, ses produits d’hydrolyse et le CTP causent
une vasodilatation de la vascularisation mésentérique artérielle précontractée a la

noradrénaline.
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Figure 10 : Effet relaxant de ’ATP (® ), de ’ADP (LJ) et de ’AMP ( A) au niveau de la
vascularisation mésentérique (A) artérielle et (B) veineuse de cobaye.

Chaque point indique la moyenne et les barres verticales, I’écart-type a la moyenne de 4

a 11 expériences.
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Figure 11: Démonstration de la réactivité postcapillaire a3 I’ATP (A), ’ADP (B),
I’AMP (C), la BK et au NaNP sur des préparations précontractées au U46619 (4,2uM).
Chaque point indique la moyenne et les barres verticales, I'écart-type a la moyenne de 4

a 7 expériences.
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Afin d’évaluer la participation de I’endothélium dans cet effet relaxant, nous
avons traité le tissu au CHAPS (2 x 20mM, 45 sec.) A I’exception du nitroprussiate de
sodium, I’effet relaxant des autres agents est aboli dans les circuits prétraités au CHAPS
(figures 12 A et B, 13 A et B, 14 A et B et 16 A et B). Nous avons également voulu
vérifier si cette vasodilatation nécessitait I’implication du NO. Pour ce faire, nous avons
traité le lit mésentérique au L-NAME (200uM). Cet inhibiteur de I’oxyde nitrique
synthase, réduit significativement I’effet relaxant du NK-1, de I’ATP, de ses métabolites
et du CTP mais n’affecte pas la réponse au nitroprussiate de sodium (figures 12 A et B,
13AetB,14 ActBet 16 A et B). Les effets du CTP sont comparés a ceux de I’ATP tel
qu’illustré a la figure 15. L’effet vasodilatateur de ces nucléotides semble donc étre

dépendant de I’endothélium au niveau de la vascularisation mésentérique artérielle.

3.1.3 Effet d’un analogue non hydrolysable de PATP

Etant donné que I’ATP est un composé qui est rapidement hydrolysé en
produits déphosphorylés, nous souhaitions évaluer seulement la participation de I’ATP
dans I’effet relaxant induit par cette purine. Or, nous avons utilisé un analogue non
hydrolysable de I’ATP, le B, -MeATP pour comparer son effet a celui de I’ATP. Ala
figure 17, on constate que I’effet du B, 8-MeATP est plus efficace a faible dose que
I’ATP. Cependant contrairement a I’ATP, I’effet maximal du B, 3-MeATP est atteint
rapidement et entraine la formation d’un plateau. L’ATP nous apparait donc un

vasodilatateur plus puissant que son analogue non hydolysable.
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contréle L-NAME sans endothélium

Figure 12 : A) Courbes dose-réponse de ’ATP au niveau précapillaire en absence ( ¢ )

ou en présence d’un prétaitement au L-NAME (200 pM, 30 min.) (2 ) ou au CHAPS

(20mM, 2x 45 sec.) (4 ). B) Effet de ’agoniste NK-1 (100 pmol) (E ) et du NaNP
(3nmol) ( H# ) avec et sans traitement au L-NAME ou au CHAPS. Chaque point et
colonne indique la moyenne et les barres verticales, 1’écart-type a la moyenne de 4 a 10

expériences. *p<0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001.
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Figure 13 : A) Courbes dose-réponse de I’ADP au niveau précapillaire en absence (¢ )
ou en présence d’un prétaitement au L-NAME (200uM, 30 min.) (7 ) ou au CHAPS
(20mM, 2x 45 sec.) (2 ). B) Effet de I’agoniste NK-1 (100pmol) ( g ) et du NaNP
(3nmol) ( ® ) avec et sans traitement au L-NAME ou au CHAPS. Chaque point et
colonne indique la moyenne et les barres verticales, 1’écart-type a la moyenne de 4 & 6

expériences. *p<0,05, **p<0,01.
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Figure 14 : A) Courbes dose-réponse de I’AMP au niveau précapillaire en absence (¢ )
ou en présence d’un prétaitement au L-NAME (200uM, 30 min.) (0 ) ou au CHAPS
(20mM, 2x 45 sec.) ( A ). B) Effet de I’agoniste NK-1 (100pmol) (B ) et du NaNP
(3nmol) (@ ) avec et sans traitement au L-NAME ou au CHAPS. Chaque point et
colonne indique moyenne et les barres verticales, 1’écart-type a la moyenne de 4 a 6

expériences. *p<0,05, **p< 0,01, ***p<0,001.
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Figure 15 : Courbes comparatives entre I’ATP (B ) et le CTP ( A) au niveau de
I’artére mésentérique de cobaye. Chaque point indique la moyenne et les barres

verticales, 1’écart-type a la moyenne de 4 a 10 expériences. * p<0,05, *** p<0,001.
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Figure 16 : A) Courbes dose-réponse du CTP au niveau précapillaire en absence (4 ) ou
en présence d’un prétaitement au L-NAME (200uM, 30 min.) (O ) ou au CHAPS
(20mM, 2x 45 sec.) (& ). B) Effet de ’agoniste NK-1 (100pmol) (g ) et du NaNP
(3nmol) (g ) avec et sans traitement au L-NAME ou au CHAPS. Chaque point et
colonne indique la moyenne et les barres verticales, I’écart-type a la moyenne de 4 a 8

expériences. *p<0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001.
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Figure 17 : Courbes comparatives entre ’ATP ( A )etle B, y-MeATP () au niveau
de la vascularisation artérielle. Chaque point indique la moyenne et les barres verticales,

I’écart-type a la moyenne de 8 a 12 expériences. *p<0,05, ***p<0,001.
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3.2 CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DE L’ACTIVITE DE LA

NUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE DIPHOSPHOHYDROLASE

Cette série d’expériences avait pour objectif de démontrer la présence d’une
NTPDase fonctionnelle au niveau du lit mésentérique de cobaye. A partir d’une
préparation de lit mésentérique non précontractée, nous avons infusé de I’ATP (100uM,
7 minutes). Des échantillons de perfusat (6ml) ont été recueillis avant, pendant et suivant
Iinfusion d’ATP. Ces échantillons ont été filtrés sur HPLC pour déterminer la quantité
d’ATP, d’ADP et d’AMP contenue dans le perfusat, démontrant ainsi I’activité
catalytique de la NTPDase. Il est a noter qu’aucune quantité de ces purines n’a été
détectée au niveau basal. Ces expériences furent exécutées au niveau pré et

postcapillaire.

3.2.1 Contribution de ’endothélium dans I’activité hydrolytique de la

NTPDase au niveau du lit mésentérique de cobaye

Ces expériences avaient pour but d’évaluer le role de I'endothélium dans
Pactivité catalytique de la NTPDase dans les circuits mésentériques pré et
postcapillaires. La figure 19 A démontre la quantité (pmol / 25uL) d’ATP au niveau de
I’artére mésentérique de cobaye avec et sans endothélium. On peut également constater

que la quantité maximale d’ATP est réduite en absence d’endothélium soit de 1484,9 +
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39,2 pmol / 25uL a 1025.7 £+ 86.9 pmol / 25uL, (n = 6). En ce qui concerne la quantité
d’ADP au niveau précapillaire (figurel9 B, n = 6), le manque d’endothélium n’affecte
pas I'hydrolyse de 'ATP en ADP. A l'opposé la quantité d’AMP, obtenue par
I’hydrolyse séquentielle de I’ATP en ADP et en AMP en absence d’endothélium, est
significativement réduite par rapport au contrdle (figure 19 C, n = 6 ). Du coté veineux,
la quantité d’ATP n’est pas vraiment affectée par la déficience en endothélium (figure
20 A, n =6). Par contre, la quantit¢ d’ADP en absence d’endothélium est
significativement plus importante qu’avec un endothélium intact. (figure 20 B, n = 6).
Ceci est également trés différent par rapport au coté artériel, ou la quantit¢ d’ADP
n’était pas affectée par I’absence de la couche de cellules endothéliales. La quantité
d’AMP en absence d’endothélium est quant a elle diminuée de fagon significative par

rapport au contrdle (figure 20 C, n= 6) tout comme du coté précapillaire.

3.2.2 Inhibition de 1a NTPDase par un prétraitement au BGO 136

A partir d’une préparation de lit mésentérique non précontractée, nous avons
prétraité le mésentére avec le BGO 136 (ImM et 10 mM, 20minutes) suivi d’une
infusion d’ATP (100 uM). Cette série d’expériences a été faite dans le but d’évaluer la
capacité de cet inhibiteur, a contrecarrer I’action de la NTPDase sur 'ATP. Des
collectes de perfusat ont également eu lieu et ont été analysées par HPLC pour en

déterminer la teneur en ATP et en ses métabolites.



Figure 18 : Concentration (pmol / 25uL) d’ATP (A), d’ADP (B) et d’ AMP mesuré par
HPLC, au niveau de I’artére mésentérique de cobaye en présence ( @ ) ou en absence
(0 ) d’endothélium. La collecte b est le niveau basal de ces purines avant I’infusion
d’ATP. La collecte # 1 représente les collectes prises pendant une minute suite a la
premiére minute d’infusion d’ATP; la collecte # 2 suite a la 2° minute; la collecte # 3
suite a la 4° minute; la collecte # 4 suite a la 6° minute; la collecte # S suite a la 7°
minute; les collectes # 6 et 7 représentent les collectes prises suivant I’arrét de I’infusion
d’ATP, suite aux 1°° et 2° minutes. Chaque colonne indique la moyenne et les barres

verticale, ’écart-type a la moyenne de 6 expériences. *p < 0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Figure 19 : Concentration (pmol / 25uL) d’ATP (A), d’ADP (B) et d’AMP mesuré par
HPLC, au niveau de la veine mésentérique de cobaye en présence (g ) ou en absence
( O ) d’endothélium, déterminée par HPLC. Les collectes ont été prises tel qu’expliqué
a la page 60. Chaque colonne indique la moyenne et les barres verticale, I’écart-type a la

moyenne de 6 expériences. *p < 0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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3.2.2.1 Prétraitement au BGO 136 1mM

Nous avons procédé a ces expériences dans le but d’évaluer !’efficacité du BGO
136 (ImM) a inhiber la NTPDase. Au niveau artériel, la quantité d’ATP obtenue aprés
un prétraitement au BGO 136 (1mM) n’a pas été influencée par rapport au contrdle
(figure 21 A, n =6). Il en est de méme pour la quantité d’ADP (figure 21 B, n = 6).
C’est seulement au niveau de la quantité d’ AMP que le prétraitement semble avoir eu un
peu d’effet, c’est-a-dire que I’on observe une réduction de la proportion d’AMP en
présence de BGO 136 par rapport au contrdle (figure 21 C, n = 6). Au niveau veineux,
ce prétraitement au BGO 136 ImM n’a pas vraiment modifié les quantités d’ATP et de
ses métabolites (figures 22 A, B et C, n = 6 chacun). Etant donné ces résultats, nous
constatons que I’enzyme demeure capable de dégrader I’ATP en ADP et en AMP
lorsque prétraité au BGO 136 a une concentration 1mM. Nous avons donc opté de
reprendre ces mémes expériences mais en haussant la concentration de BGO 136 de dix

fois.

3.2.2.2 Prétraitement au BGO 136 10mM

Avec ce groupe d’expériences nous souhaitions démontrer I’'inhibition de la
NTPDase par I’emploi du BGO 136 10mM. Au niveau précapillaire, on constate qu’il y
a une augmentation significative de la quantité d’ATP lors du prétraitment au BGO 136
par rapport au controle (figure 23 A, n = 6). Ce méme phénoméne est observable pour la
teneur en ADP (figure 23 B, n = 6). Cependant, la quantité d’AMP est quant a elle

significativement réduite en présence de BGO 136 10mM comparativement au controle
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(figure 23 C, n = 6). De plus, on constate que ce prétraitement a le méme effet au niveau
postcapillaire. Les quantités d’ATP et d’ADP sont significativement plus importante en
présence de BGO 136 10mM comparativement au contrdle (figures 24 Aet24 Bn =6
chacun). Ainsi, la quantité d’ AMP est diminuée de maniére significative en présence du
BGO 136 (figure 24 C, n= 6). Or, c’est résultats on fait la preuve que le BGO 136 a une
concentration de 10mM est en mesure de contrecarrer I'activité catalytique de la

NTPDase.



Figure 20 : Concentration (pmol / 25uL) d’ATP (A), d’ADP (B) et d’AMP mesuré par
HPLC au niveau de la vascularisation précapillaire en absence (@ ) ou en présence ([ )
d’un prétraitement au BGO 136 (1 mM, 20 minutes). Les collectes ont été prises tel

qu’expliqué a la page 60. Chaque colonne indique la moyenne et les barres verticale,

I’écart-type a la moyenne de 6 expériences. *p < 0,05, ***p<0,001
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Figure 21 : Concentration (pmol / 25uL) d’ATP (A), d’ADP (B) et d’ AMP mesuré par
HPLC, au niveau de la vascularisation postcapillaire en absence ( Jj )ou en présence
([ ) d’un prétraitement au BGO 136 (1 mM, 20 minutes). Les collectes ont été prises
tel qu’expliqué a la page 60. Chaque colonne indique la moyenne et les barres verticale,

I’écart-type a la moyenne de 6 expériences. *p < 0,05, ***p<0,001
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Figure 22 : Concentration (pmol / 25uL) d’ATP (A), d’ADP (B) et d’ AMP mesuré par
HPLC, au niveau de la vascularisation précapillaire en absence (gg ) ou en présence
(g ) d’un prétraitement au BGO 136 (10 mM, 20 minutes). Les collectes ont été prises
tel qu’expliqué a la page 60. Chaque colonne indique la moyenne et les barres verticale,

I’écart-type a la moyenne de 6 expériences. *p < 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
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Figure 23 : Concentration (pmol / 25uL) d’ATP (A), d’ADP (B) et d’AMP mesuré par
HPLC, au niveau de la vascularisation postcapillaire en absence (g ) ou en présence
( g ) d’un prétraitement au BGO 136 (10 mM, 20 minutes). Les collectes ont été prises
tel qu’expliqué a la page 60. Chaque colonne indique la moyenne et les barres verticale,

I’écart-type a la moyenne de 6 expériences. *p < 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
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DISCUSSION

La présente étude a permis d’identifier un réle significatif de I’endothélium dans
les effets vasodilatateurs des nucléotides extracellulaires. De plus, I’endothélium et la
NTPDase jouent un réle qualitativement différent au niveau pré et postcapillaire en ce

qui concerne le métabolisme de I’ATP tel que résumé au tableau S.

Nous avons tout d’abord comparé 1’effet de I’ATP, de I’'ADP et de I’AMP au
niveau artériel et veineux. Nous avons observé un effet relaxant sur les deux types de
préparations. Cependant au niveau veineux, |’action vasodilatatrice de I’ATP et de ses
métabolites fut trés faible comparativement au niveau artériel ou I’on observe un effet
relaxant dose-dépendant ( du moins pour I’ATP et ’ADP). L’on croit que ceci pourrait
s’expliquer par la différence de structure de ces vaisseaux, c’est-a-dire qu’il y a
beaucoup moins de fibre musculaire lisse entourant les vaisseaux veineux qu’artériels ou
encore par une dissimilitude de la distribution des purinocepteurs. Etant donné ces
résultats, nous nous sommes seulement intéressés aux effets artériels de ces purines en

ce qui concerne la partie caractérisation pharmacologique de cette étude.

Il existe plusieurs contradictions dans la littérature en rapport a I’effet reiaxant de

I’ATP. Centains prétendent que cet effet est indépendant de I’endothélium (KATO et
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PRECAPILLAIRE POSTCAPILLAIRE
Avec Avec BGO | Sans Avec Avec BGO | Sans
endothélium | 136 10mM | endothélium | endothélium | 136 10mM | endothélium
ATP 1 (NNN) M1 () M1t 1
ADP ™ " T 1) "1 M1
AMP |t | 1t ) M ? Mt
Tableau 5 Résumé qualitatif des quantités de nucléotides déterminées par HPLC

suite a I’infusion d’ATP (100uM) dans la vascularisation mésentérique

pré et postcapillaire de cobaye

T : Niveau faible de purines

T1 : Niveau moyen de purines

T11 : Niveau élevé de purines

T111 - Niveau tres élevé de purines
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al, 1999; GARCIA-VELASCO et al, 1995) alors que d’autres disent le contraire
(RALEVIC et al, 1996; RUBINO et al, 1999). Or, nous nous sommes penchés sur la
question. Premiérement, nous avons inhibé la cyclooxygénase, enzyme responsable de la
formation des prostanoides, a I’aide de I'indométhacine et inhibé la production de NO en
traitant la préparation artérielle mésentérique au L-NAME. Ceci a réduit d’environ 50 %
les capacités vasodilatatrices de I’ATP sur la préparation artérielle. Ces résultats
confirment également que I’activation des récepteurs P2Y par I’ATP induit la relache
d’oxyde nitrique et de prostacycline dans notre modéle expérimental. En ce qui concerne
I’ADP, I'effet relaxant est moins important que dans le cas de ’ATP. Alors suite au
traitement au L-NAME, on remarque que I'inhibition de la vasorelaxation est quasi
compléte a I’exception de la dose la plus forte (1000 pmol). Les effets de I’”AMP sont
moins importants que ceux de I’ATP et ne sont pas tout a fait dépendants de la dose.
Tout comme I’ADP, I’action vasodilatatrice de I’ AMP est significativement réduite par
un traitement au L-NAME. Ces observations pourrait s’expliquer par le fait que ces deux
purines sont plus rapidement métabolisées en adénosine que I’ATP, ce qui diminue leur
temps d’action. De plus, il semblerait que la relaxation induite par I’ADP et I’AMP est

en partie dépendante de la libération d’oxyde nitrique par I’endothélium vasculaire.

Concernant le CTP, nous avons aussi observé un effet relaxant dose-dépendant
bien que moins important que celui induit par I'ATP. Par contre, cet effet devient
négligeable lors d’un traitement au L-NAME, tout comme I’ADP et I’AMP. Il est a
noter qu’aucun pyrimidinocepteur au CTP n’a été identifié jusqu’a maintenant. Or,

I’action vasorelaxante que nous avons démontré suggeére la présence d’un tel récepteur
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au niveau de I’endothélium dans notre systéme. Il serait également plausible que le CTP

puisse exercer son action via I’activation d’un purinocepteur sensible au L-NAME.

Dans chacun des cas, I’action vasorelaxante de ces trois purines et du CTP a été
abolie par I’élimination de la couche de cellules endothéliales. Ce phénoméne est
également observé au niveau de I’artére mésentérique de hamster (RAVELIC et al,
1996). Nous pouvons donc affirmer qu’au niveau de I’artére mésentérique de cobaye ,
I’ATP, I’ADP et I’AMP ont un effet vasodilatateur endothélium dépendant. Cependant,
nous ne pouvons pas identifier le facteur responsable de la relaxation induite par I'ATP.
On peut seulement suggéré que la PGI, et le NO contribuent partiellement a cette
relaxation . Ceci suggére I'implication de ’EDHF comme proposé par le groupe de
MALMSIJO et al (2000) au niveau de I’artére mésentérique de rat. Nous suggérons donc
que I’effet relaxant de I’ATP en présence d’endothélium serait régit par la libération de
I’oxyde nitrique, de la prostacycline et de I'EDHF suite a I’activation des purinocepteurs

P2Y retrouvés au niveau des cellules endothéliales.

Etant donné ces derniers résultats, nous avons voulu testé 1’effet d’un analogue
non hydrolysable de I’ATP, le §,5.-MeATP. En comparant ses effets a ceux de I’ATP,
nous avons constaté une atteinte rapide de I’effet maximal suivie d’une diminution de la
relaxation induite par |’analogue. En effet, ce plateau est obtenu aux doses de 1 pmol et

de 10 pmol, tandis qu’a 1000 pmol I’ATP n’a pas encore atteint son effet maximum. La
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coexistence de plusieurs sous-types P2Y au niveau de I’endothélium mésentérique fut
démontré (BOARDER et HOURANI, 1998). 11 serait donc possible que le B,5.-MeATP
et ’ATP agissent sur des purinocepteurs différents, ce qui pourrait expliquer de tels
résult.ats. Une autre possibilité serait que la vasodilatation induite par le §,5.-MeATP soit
médiée par ’activation des purioncepteurs de type P1, étant donné la lente dégradation
du B,5.-MeATP en adénosine. Ceci a également été observé chez le rat (DELBRO et
BURNSTOCK, 1987). De plus, comme le B,5.-MeATP est lentement dégradé, il serait
possible que ceci entraine une désensibilisation des purinocepteurs. Cela pourrait
expliquer la diminution de la réponse aux doses plus élevées. La vasodilatation
semblerait donc plus importante lorsque I’ATP, a plus fortes doses, peut étre rapidement

convertit en ADP et en AMP.

Il est 2 mentionner que I’efficacité de chaque traitement au CHAPS ou au L-
NAME fut évalué par des controles internes. En effet. nous avons utilisé le
[Sar’(MetO,)'']SP et la bradykinine pour vérifier I'inhibition de la relaxation NO-
dépendante et endothélium-dépendante. Le nitroprussiate de sodium a quant a lui été
employé pour s’assurer de I’intégrité des tissus et ainsi évaluer les propriétés

vasodilatatrices qui ne dépendent pas de I’endothélium.

L’effet de ’ATP a aussi été étudié chez I’animal anesthésié. Chez le rat, de
telles études ont démontré que I’ATP, I’adénosine et le B,5-MeATP induisent un effet

hypotenseur (DELBRO et BURNSTOCK, 1987). Les diadénosines polyphosphates
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provoquent également une baisse de la pression artérielle chez le rat anesthésié
(KHATTAB et al, 1998). Le groupe de KIEN, et al (1987) ont prouvé par des études in
vivo chez le chien que I’ ATP induit une diminution de la pression artérielle systémique .
Chez le cobaye, ces effets n’ont pas encore été démontré. Par contre, des résultats
préliminaires établis par nos collaborateurs, semblent indiquer que I’ATP et I’adénosine
induiraient une baisse de la pression artérielle moyenne chez le cobaye anesthésié.
Cependant, nous retrouvons dans la littérature que I’ATP administré aux cobayes
anesthésiés, produit une bronchodilatation dose-dépendante (VENUGOPALAN et al,
1986). Toujours au niveau pulmonaire, il fut constaté que 1I’ATP exogéne serait impliqué
dans le transport mucociliaire (SAANO et al, 1992). En effet, ce groupe a démontré
qu’une infusion intraveineuse d’ATP (Img/kg), chez le cobaye anesthésié, augmente de
29% la fréquence des battements ciliaires. Plusieurs groupes de recherche se sont
intéressés aux effets de I’ATP au niveau de la cochlée chez le cobaye. Parmi ceux-ci, le
groupe de MUNOZ et al (1999) ont fait la preuve que I’ATP et I’adénosine augmentent
le flux sanguin cochléaire. Cette équipe soutient donc que I’ATP et ces métabolites
jouent un réle modulatoire sur le flux sanguin cochléaire qui serait possiblement médié

par les purinocepteurs P1 et P2.

Dans la deuxiéme partie de cette étude, nous avons mis au point une méthode
analytique par HPLC nous permettant de quantifier les taux d’ATP, d’ADP et d’AMP
contenus dans les échantillons de perfusats. Afin de développer une telle technique, nous
nous sommes inspirés des travaux fait par I’équipe de TEKKANAT et al (1988). Cette
méthode a donc ’avantage de quantifier ces trois purines a la fois comparativement a

une méthode de chemioluinescence tel que la technique de luciférine-luciférase,
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employée pour le dosage simple de I’ATP. C’est donc par I’élaboration de ce nouveau
procédé et I’application des méthodes habituelles de séparation de produits par HPLC,
que nous avons pu cerner la présence de la nucléoside triphosphate diphosphohydrolase

et d’évaluer son activité au niveau de I’artére et de la veine mésentérique de cobaye.

Nous avons tout d’abord voulu vérifier si la présence d’endothélium influence ou
non I’activité catalytique de la NTPDase. Nous avons clairement démontré la présence
d’une NTPDase capable de métaboliser I’ATP en ses dérivés di et mono phosphorylés,
au niveau pré et postcapillaire en présence d’endothélium. En absence d’endothélium, on
remarque une diminution significative de la quantit¢é d’AMP au niveau de la
vascularisation artérielle. Ceci pourrait s’expliquer par une augmentation d’activité de
la 5’-nucléotidase qui convertit I’AMP en adénosine. Ceci fait la démonstration du réle
cytoprotecteur de la 5’-nucléotidase qui semble d’autant plus important en absence
d’endothélium. Au niveau de la veine mésentérique de cobaye, nous avons décelé
I’existence d’'une NTPDase au niveau du muscle lisse vasculaire ayant une forte activité
ATPasique. Comme mentionné précédemment, il existe trois isoformes de la NTPDase
qui sont probablement le résultats de modifications post-transcriptionnelles et/ou
d’épissages alternatifs (SEVIGNY et al, 1997 b). Or, des mutations ou des délétions
d’acides aminés dans les régions conservées de ces isoformes, ameénent une perte et/ou
une modification de I’activité de la NTPDase (GRINTHAL et GUDOTTI, 2000). Ceci
serait une explication plausible du résultat obtenu au niveau de la veine mésentérique
dénudée de son endothélium. La diminution significative de la quantité¢ d’AMP, dans ce

cas-ci, semblerait étre la résultante du faible taux d’activité ADPasique. A I'aide de
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techniques biochimiques et immunologiques, ces demniéres hypothéses pourraient étre

vérifiées.

Afin de déterminer la présence de la NTPDase, nous avons utilisé le BGO 136,
un inhibiteur mixte de cette enzyme. Nous avons débuté cette étude en employant une
concentration de ImM de BGO 136. Nous nous sommes apergus que cette concentration
n’affectait pas la NTPDase de fagon efficace. C’est pourquoi nous avons augmenter la
concentration de BGO 136 a 10 mM et repris ces méme expériences. Alors, nous avons
fait la preuve qu’un prétraitment au BGO 136 10mM entraine I’accumulation d’ATP
ainsi que d’ADP et il va de soit, une réduction de la quantité¢ d’AMP tant au niveau
artériel que veineux. En d’autres termes le BGO 136 a inhibé les propriétés ATPasique
et ADPasique de la NTPDase réduisant ainsi les quantités d’AMP, produit majeur de
I’hydrolyse séquentielle de I’ATP. Il a été démontré que le BGO 136 a aussi la capacité
inhibe la 5’-nucléotidase (GENDRON et al, 2000). Cela pourrait également expliquer la
présence d’AMP extracellulaire au niveau de la vascularisation mésentérique artérielle
et veineuse lors d’un prétraitement au BGO 136. Suite a ces résultats, nous pourrions
nous demander quel serait I’effet d’un prétraitement au BGO 136 10 mM sur des
préparations pré et postcapillaires dénudées de leur endothélium. A notre avis, I’effet le
plus marquant du coté artériel serait une hausse de la concentration d’AMP. En effet,
nous avons démontré qu’en absence d’endothélium la 5’-nucléotidase, qui convertit
I’AMP en adénosine, semble étre trés active. Or, comme mentionné précédemment, le
BGO 136 a la capacité d’inhiber I’activité de la 5’-nucléotidase. Il ne serait donc pas
étonnant d’observer une hausse du taux d’AMP au niveau artériel dans une telle

situation. Du coté de la vascularisation veineuse, nous croyons que la conséquence
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majeure serait une augmentation du taux d’ATP. Nous avons montré qu’une absence
d’endothélium stimule une NTPDase a forte activité ATPasique. Alors, un traitement au
BGO 136 pourrait inhiber cette activité ATPasique ce qui aurait pour effet d’augmenter

le taux d’ATP par rapport au controle.

En fonction de nos résultats, il est possible de spéculer sur I’'impact que pourrait
avoir un endothélium altéré sur les taux circulants de nucléotides extracellulaires. La
nette résultante d’un endothélium dysfonctionnel serait une augmentation trés
significative des taux circulants d’ADP et d’AMP dans la circulation postcapillaire.
Puisque I’ADP posséde des activités proagrégeantes et chimiotactiques, il pourrait donc
induire une augmentation des processus inflammatoires et thrombogéniques dans les
circulations postcapillaires. Un débalancement de I’équilibre thrombogénique /
thrombolytique pourrait en résulter. Le méme type de considération peut étre envisagé
dans des conditions d’inhibition chronique de la NTPDase, alors que ceci pourrait
augmenter significativement les taux circulants d’ATP et d’ADP au niveau pré et post
capillaire.

Toutefois pour confirmer ces considérations physiopathologiques, il serait
important de valider I’influence de la NTPDase et de I’endothélium sur les nucléotides
extracellulaires au niveau des capillaires, sites des mécanismes d’extravasation
plasmatique, des variations de pressions hydrostatiques et des échanges protéiques et

ioniques entre les compartiments extra et intravasculaires.



CONCLUSION

Nous avons démontré que la vasodilatation induite par I’ATP est dépendante de
I’endothélium. De plus nous suggérons que cet effet relaxant induit par I'ATP, est la
résultante de I’activation du purinocepteur P2Y qui induit la reliche de prostacycline,
d’oxyde nitrique et de EDHF par I’endothélium. Dans le cas de I’ADP et de ’AMP
'induction de la libération d’oxyde nitrique par les cellules endothéliales, serait

I’événement majeur médiant I’ effet relaxant stimulé par ces nucléotides.

Nous avons caractérisé de fagon biochimique la présence et la fonctionnalité de
la NTPDase au niveau de I’artére et de la veine mésentérique de cobaye. Ceci a été
possible par I’emploi de préparation artérielle et veineuse intacte et dénudée de leur
endothélium ainsi qu’avec I’utilisation d’inhibiteur de la NTPDase. Nous avons
également mis en évidence que le type d’isoforme de la NTPDase identifié au niveau

artériel est différent de celui que I’on retrouve au niveau veineux.

Les observations présentés dans cette étude devraient permettre une meilleure
compréhension des effets vasoactifs des nucléotides extracellulaires au niveau pré et
postcapillaires. De plus, par les informations apportés sur la NTPDase et son inhibiteur,
on peut envisager que celles-ci pourraient étre utile aux développements d’inhibiteurs de

la NTPDase pour traiter certaines maladies telles que le cancer et les maladies auto-
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immunes. En effet, certains types de cellules cancéreuses surexpriment la NTPDase a
leur surface et il semblerait que cette présence protégerait ces cellules du systéme
immunitaire de 1’h6te (CLIFFORD et al, 1997, DZHANDZHUGAZYAN et al, 1998).
En plus des propriétés ci-haut mentionnées, la NTPDase pourrait jouer un role important
dans la modulation du tonus vasculaire et dans I’équilibre thrombolytique /

thrombogénique.

Une des limitations de la présente étude, consiste en I’absence de corrélation
entre les activités de la NTPDase in vitro et celles qui prévalent in vivo chez I’animal.
Néanmoins, nos résultats démontrent que le métabolisme de I’ATP est qualitativement
différent dans la circulation artérielle et veineuse. Ceci constitue, a notre avis, un
premier jalon dans la compréhension du métabolisme des nucléotides extracellulaires

dans un circuit vasculaire intact.
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