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Les résultats présentés dans cette étude, dans le modéle du poumon de cobaye
isolé et perfusé in vitro, et dans le modeéle animal du lapin anesthésié in vivo, portent sur
les effets pharmacologiques d’un nouveau peptide de la famille des endothélines (ET) :
PET-1(1-31).

Premiérement, nous avons démontré que U'infusion d’ET-1(1-31), comme dans le
cas de I’ET-1, provoquait la libération d’eicosanoides (TxA; et PGI;) dans le poumon de
cobaye isolé et perfusé. Cette libération est significativement réduite par un antagoniste
des récepteurs ETg, le BQ-788. Par contre, un antagoniste des récepteurs ET,, le BQ-
123, n’a aucun effet sur cette libération, confirmant ainsi le réle du récepteur ETg dans la
libération d’eicosanoides. D’autre part, l'utilisation d’un inhibiteur de la NEP, le
thiorphan, abolit la libération des eicosanoides induite par ce nouveau peptide. Ces
résultats suggérent que 'ET-1(1-31) nécessite une métabolisation en un peptide actif
pour induire la libération d’eicosanoides via le récepteur ETg.

Deuxiémement, nous avons observé que !’injection intracardiaque d’ET-1(1-31)
chez le lapin anesthésié provoquait une vasoconstriction monophasique similaire a celle
de la big ET-1. L’utilisation des antagonistes BQ-123 et BQ-788 nous ont permis de
constater que PET-1(1-31) agissait sur les deux récepteurs de ’ET pour induire ses effets
hémodynamiques. De plus, I'utilisation d’un inhibiteur non sélectif (phosphoramidon) et
sélectif de ’ECE et de la NEP (le CGS 35066 et le thiorphan respectivement) nous ont
démontré que PET-1(1-31) nécessitait un clivage principalement par la NEP et de fagon
moins importante par ’ECE pour induire ses effets hémodynamiques.

Finalement, nous avons étudié, a I'aide de dosages plasmatiques d’ET-1(1-31) et
d’ET-1, le métabolisme de 'ET-1(1-31) lorsqu’il est injecté¢ de fagons intracardiaque
chez le lapin anesthésié. Nous avons démontré que PET-1(1-31) est métabolisé en ET-1
in vivo chez le lapin anesthésié.

Cette étude présente une caractérisation pharmacologique de ce nouveau peptide
et permet de mieux comprendre son mécanisme d’action. Des études ultérieures
permettront de mieux comprendre [implication de PET-1(1-31) au niveau
pathophysiologique.



INTRODUCTION
1.1 LE SYSTEME ENDOTHELINERGIQUE

A la fin des années 70 et au début des années 80, des recherches démontrérent que
les cellules endothéliales synthétisent et libérent des substances vasodilatatrices telles que
la prostacycline (PGl;) et 'EDRF (facteur relaxant dérivé de I’endothélium, identifié plus
tard comme étant ’oxyde nitrique (NO)) (MONCADA et al., 1976; FURCHGOTT &
ZAWADZKI, 1980; PALMER ef al., 1987). Des substances vasoconstrictrices telles que
I'EDCEF (facteur constricteur dérivé de I’endothélium) ont aussi été isolées (DE MEY &
VANHOUTTE, 1982; RUBANYI & VANHOUTTE, 1986).

En 1988, I’équipe du professeur Masaki isola, purifia, séquenga et clona I’EDCF
qu’ils nommerent : Endothéline (ET) (YANAGISAWA et al., 1988). Ce nouveau peptide
de 21 acides aminés, qui fut isolé a partir du surnageant de culture de cellules
endothéliales d’aorte thoracique porcine, n’avait aucune similarité¢ de séquence avec les
autres peptides d’origine mammifére connus. Cependant, quelques mois apreés cette
découverte, il fiit rapporté que la séquence en acides aminés de la sarafotoxine 6C (STX-
6C), un peptide isolé du venin de serpent Atractaspis engaddensis, était remarquablement
similaire a celle de 'ET (Anonymous, 1988; TAKASAKI ef a/, 1988, KLOOG &
SOKOLOVSKY, 1988; MILLS efal., 1991).

En 1989, la présence d’ET a été détectée dans du plasma humain, indiquant que
PET pouvait étre une hormone vasoconstrictrice circulante (ANDO er al., 1989). Par la

suite, une analyse des séquences du génome humain révéla I’existence de trois génes



distincts de I’ET, qui codent pour trois isoformes nommeées: ET-1, ET-2 et ET-3
(INOUE et al., 1989).

Diverses études ont permis, entre autre, de définir le systéme endothélinergique.
Ce dernier est généralement reconnu pour étre constitué de deux récepteurs couplés aux
protéines G (les récepteurs ET, et ETp), de trois ligands peptidiques précédemment cités
(ET-1, ET-2, ET-3) ainsi que de deux peptidases d’activation (I’endopeptidase de type
furine (LAPORTE et al., 1993) et I’enzyme de conversion de P’endothéline (ECE)
(YANAGISAWA et al., 1988)). L’ET-1 est ’isoforme la plus importante tant au niveau
de son expression, sa principale source de production étant I’endothélium vasculaire,
qu’au niveau de ses effets biologiques. De plus, ce peptide s’avére étre la substance
vasoconstrictrice et hypertensive la plus puissante étudiée & ce jour (4 noter que
I'urotensine II, un nouveau peptide récemment découvert, semble aussi puissant que
VET-1; AMES ef al., 1999). Ces diverses raisons justifient 'intérét porté pour 'ET-1
dans le domaine de la pharmacologie cardiovasculaire. Ainsi, des études sur 'ET-1
ameneront une meilleure compréhension des processus pathophysiologiques pouvant

impliquer ce peptide et permettront le développement de nouveau médicament.



1.1.1 Structure et voie de biosynthése de I’endothéline

L’ET-1 est un peptide de 21 acides aminés ayant un poids moléculaire de 2492
Da. et constitué d’une extrémité C-terminale hydrophobe et deux ponts disulfures situés
du coté N-terminal (YANAGISAWA et al., 1988) (Figure 1). Le domaine C-terminal
contient le site de liaison pour son récepteur tandis que le domaine N-terminal détermine
I’affinité de cette liaison (HASHIDO ef al., 1992; FORGET et al., 1996, ROVERO et al |
1990; ROVERO ef al.,1998;, MIASIRO et al., 1993). 1l est & noter que les ponts
disulfures sont essentiels pour la liaison a haute affinité des endothélines aux récepteurs
ET mais qu’ils sont moins importants pour la liaison avec les récepteurs ETg (HUNT et
al., 1993; SAEKI ef al., 1991).

Les deux autres isoformes de 'ET, I'ET-2 et 'ET-3, différent respectivement de 2
et 6 acides aminés par rapport a UET-1 (INOUE et al., 1989) (Figure 1). Une étude a
révélé que le tryptophane en position 21 ainsi que le pont disulfure Cys'-Cys'’ de PET
sont nécessaires pour son action au niveau des récepteurs ETs (FILEP ef al., 1992). De
plus, les acides aminés Lys® et Tyr" pourraient jouer un role important dans Pactivité
vasoconstrictrice de ces peptides (KITAZYMI et al.,1990). Les acides aminés Trp*', Lys’
et Tyr'" sont conservés dans les trois isoformes de ’ET, démontrant ainsi leur importance
au sein de ce peptide.

Chaque isomére de I’ET provient d’un géne distinct et posséde donc un précurseur
distinct. Ainsi, le précurseur de I’ET-1 humaine, la préproET-1, fit clonée et séquencée
en 1988, révélant un peptide de 212 acides aminés (ITOH ef a/.,1988; YANAGISAWA e/
al ,1988). Cependant, les précurseurs synthétisés sont clivés successivement par deux

protéases différentes, une endopeptidase de type furine et ’'ECE, pour libérer les formes



Figure 1 Comparaison des séquences en acides aminés des différentes isoformes de
I’endothéline (ET-1, ET-2, ET-3) et de la sarafotoxine S6¢c (STX-6C) (Nussdorfer et al.,

1999).
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actives matures de 21 acides aminés. Chez I’homme cette maturation s’exécute en trois
étapes (exemple pour I'isoforme ET-1) (Figure 2). Premiérement, la prépro ET-1 (212
a.a.) est clivée aux sites Arg*>-Cys™ et Arg’’-Ala> par des endopeptidases de type furine
(furine et PC7) de la voie de sécrétion constitutive (LAPORTE et al., 1993; Blais ef a/ |
2002). Par la suite, des carboxypeptidases enlévent séquentiellement les deux derniers
acides aminés en C-terminal de ce peptide (Arg’* puis Lys’") afin de générer la big ET-1
(38 a.a.). Finalement, I'ECE clive spécifiquement la big ET-1 entre les résidus 73 et 74
(Trp”-Val™ pour la big ET-1 et la big ET-2 et Trp”-Ile’* pour la big ET-3) afin de
libérer 'ET-1 (21 a.a.) active ainsi qu’un fragment C-terminal (YANAGISAWA ef al ,
1988) qui ne posséde aucune propriété vasoactive (D’ORLEANS-TUSTE ef al., 1991a).
Ce processus de maturation est similaire pour les autres isoformes d’endothélines (ET-2,
ET-3).

Tout comme I'ET-1, la big-ET-1 posséde une action vasoconstrictrice mais
cependant, celle-ci est beaucoup moins importante (140 fois moins) que celle observée
avec ’ET-1 (KASHIWABARA ef al., 1989; KIMURA ef al., 1989; D’ORLEANS-
JUSTE et al,, 1991b). I a été démontré que cet effet vasoconstricteur de la big ET-1 est
médié via sa conversion en ET-1 par 'ECE (FUKURODA ef al., 1990; McMAHON ef
al., 1991). La préproET-1 n’a pour sa part aucune activité vasoconstrictrice intrinseque

(CADE et al., 1990).



Figure 2 Schéma de la voie de biosynthése de I’endothéline-1 (Turner & Murphy, 1996)
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1.1.2 Les enzymes de conversion de ’endothéline (ECE)

L’existence d’'une enzyme de conversion de 'ET (ECE) avait ét¢ prédite par
YANAGISAWA ef al. (1988). Au début de 'année 1990, deux études réalisées in vitro
ont proposé la pepsine et la chymotrypsin comme enzyme permettant le clivage de la big
ET-1 porcine afin d’obtenir de ’ET-1 mature (TAKAOKA et al., 1990a, TAKAOKA er
al., 1990b). En 1993, OHNAKA ef al. (1993) réussissent a purifier et & caractériser une
ECE a partir de endothélium aortique de porc. Toutefois 'identité de la véritable ECE
n’a ét¢ finalement révélée (purification, clonage et expression cellulaire) que par les
équipes de Xu et al. (1994) et Shimada ez al. (1994).

L’ECE est une métalloendopeptidase (MEP) zinc dépendante. L’analyse de la
structure primaire de ’ECE nous révéle la présence d’une séquence consensus trés
conservée chez plusieures MEP (XU et al; 1994). Dans cette famille, nous retrouvons la
neprilysine (NEP ou EC 24.11), la thermolysine et la Kell. Il y a présentement 3 isomeéres
de PECE qui ont été identifiées : ECE-1, ECE-2 et ECE-3. L’ECE-1 est 'isomere

découvert par Xu et al. (1994). (Tableau 1)

1.1.2.1 ’ECE-1

L’ECE-1 est I'isoforme la plus importante de par son action et son expression.
Elle est retrouvée abondamment au niveau des cellules endothéliales mais aussi au niveau
de certaines cellules exocrines, cellules musculaires lisses, neurones ou cellules gliales
(HIOKI et al,, 1991; HISAKI et al., 1993; TAKAHASHI et al, 1995; BARNES ef al/,
1997; BARNES ef al., 1999; KORTH ef al., 1999). Une étude faite par le groupe de

Shimada et al. (1996) révela que ’ECE-1 existait sous la forme d’un homodimere de



TABLEAU I

Caractéristiques des divers isoformes de I'ECE

Description

Clivage de big ET-1

Références

ECE-1 Clive la big ET-1 en ET-1. Xuetal. 1994
Spécificité: big ET-1 > big ET-2 > big ET-3 Km = 1-2 uM Shimada et al., 1994
Localisation: cellules endothéliales. pour la big ET-1 Schmidt ef al ., 1994
Isoformes: ECE-1a, ECE-1b, ECE-1¢, ECE-1d
Un seul géne contenant quatre promoteurs
encodent les quatres isoformes d'ECE-1.

Les quatre isoformes ne différent que par leur
N-terminale (rble dans la localisation cellulaire).
ECE-1a: Localisation: membrane plasmique Km = 0.4-0.8 uM Shimada et al., 1995
Vmax = 0.6-0.8 ymol / Schweizer ef al ., 1997
min / mg
ECE-1b: Localisation;intracellulaire Km = 0.4-0.5 pM Shimada et al ., 1995
Vmax = 0.1-0.7 ymol / Schweizer ef al ., 1997
min/mg
ECE-1c: Localisation: membrane plasmique Km = 0.4-0.5 uM Schweizer et al ., 1997
Vmax = 0.5 ymol / min /
mg
ECE-1d: Localisation. membrane plasmatique [Km = 1.26 yM Valdenaire et al., 1999

ECE-2 Clive la big ET-1 en ET-1. Km = 1-2 uM Emoto & Yanagisawa,
Spécificité; big ET-1 > big ET-2 > big ET-3 1995
59% d'homologie avec 'ECE-1.

Localisation: cellules endothéliales

ECE-2-2a-1: Localisation: foie, rein, nd. lkeda ef al ., 2002
cellules endothéliales n.d.

ECE-2-2a-2: Localisation: foie, rein, n.d. lkeda et al ., 2002
cellules endothéliales n.d.

ECE-2-2b-1: Localisation: tissus neuronnaux n.d. lkeda ef af., 2002

ECE-2-2b-2: Localisation: tissus neuronnaux n.d. tkeda et al., 2002

ECE-3 Spécificité pour la big ET-3. Km = 0.14 yM Hasegawa et al ., 1998

Aucune action sur la big ET-1 et la big ET-2.

Vmax = 7.4 pmol /
min / mg de protéine
pour la Big ET-3

n.d. = non déterminé



deux sous unités reliées par un pont disulfure (Figure 3). La cystéine impliquée dans la
formation de ce pont disulfure est la Cys416 chez I'ECE-1 humaine (HOANG ez al,
1997).

Il existe 4 isoformes d’ECE-1. En 1995, 2 isoformes d’ECE-1 furent identifiées
chez ’homme : ECE-la et ECE-1b (SHIMADA ef al.,, 1995). En 1997, une isoforme
d’ECE-1 retrouvée chez le rat fit identifiée comme une forme additionnelle d’ECE-1
chez ’homme : ECE-l1c¢ (SCHWEIZER et al, 1997). Récemment, une quatrieme
isoforme de ECE-1 fit clonée : ECE-1d (VALDENAIRE ef al, 1999a). Un seul gene,
localisé sur le chromosome 1 (1p36) mais contenant 4 promoteurs alternatifs, serait
responsable de la synthése de ces quatre ECE-1 humaines (VALDENAIRE ez al.,, 1995;
1999). Les connaissances sur la régulation de 'expression de ces isoformes sont toutefois
limitées (ORZECHOWSKI et al., 2001). Toutes les isoformes d’ECE-1 ne different que
par leur région N-terminal (Figure 4). Cette différence influence leur localisation
respective au niveau de la cellule. En effet, les ECE-1a, ECE-1c et ECE-1d se retrouve,
chez I’homme, au niveau de la membrane plasmique tandis que 'ECE-1b se retrouve au
niveau intracellulaire (TAKAHASHI et al.,, 1995; SCHWEIZER et al., 1997, AZARANI
et al., 1998). La localisation des ECE-1 est trés importante pour son action. Par exemple,
il fit rapporté que l'infusion d’ET-1 dans la veine dorsale de la main produit une
vasoconstriction marquée alors que I'infusion de la big ET-1 n’a aucun effet (HAYNES
et al., 1995). Cette étude suggére que dans ce vaisseau, la big ET-1 est uniquement clivée
par une enzyme intracellulaire.

L’ECE-1 clive spécifiquement la big ET-1 entre les résidus Trp*' et Val*

L’importance de ce clivage précis nous est démontrée par la découverte que I'activité



Figure 3 Image du haut; Topologie de I’ECE dimérique. Dix sites de glycolysation dans
la protéine sont indiqués dans le domaine extracellulaire. Image du bas; Structure du
domaine de ’'ECE endothéliale de rat, indiquant la présence d’un domaine “amphipathic
membrane-spanning” (boite hachurée), motif zinc (boite noir) sites de N-glycolysation
(indiqué par N), et des résidues cystéine ( ® conservés entre ECE et NEP; © | non

conservés). Modifi¢ a partir de Turner & Murphy (1996).
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Figure 4 Alignement des séquences d’acides aminés en N-terminal des isoformes ECE-1
humaines. Les séquences communes pour les quatres isoformes sont en caractere gras et
les séquences communes a ECE-1b, ECE-1c et ECE-1d sont soulignées (Turner et al,,

1998 ; Valdenaire et al., 1999).



ECE-1a | MPLQGL GLQRNPFLQGKRGPGLTSSPPL LPPSLQVNFHSPRSGQ ...

ECE-1b MRGVWPPPVSALL SALGMSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDAYPNGLQVNFHSPRSGQ ...

ECE-lc MMSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDAYPNGLQVNFHSPRSGQ ...

ECE-1d MEALRESVLHLALQMSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDAYPNGLQVNFHSPRSGQ ...

11
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vasoconstrictrice de 'ET-1(1-20) et de PET-1(1-22) est trois fois plus faible que PET-
1(1-21) authentique (NISHIKORI et al., 1991). Des études détaillées furent réalisées a
I’aide de mutagéneése dirigée du geéne de la big ET-1 afin d’identifier les résidus
impliqués dans le clivage de ce peptide par PECE-1. OHNAKA ef al (1993) ont
démontré que la partie C-terminale de la big ET-1 (Big ET-1 (16-37)) est trois fois plus
spécifique pour 'ECE-1 que la big ET-1 intacte. Cette étude suggére donc que la partie
N-terminale contenant une structure en boucle (Big ET-1 (1-15)) diminue la conversion
de la big ET-1 par PECE-1. FABRINI et al. (1993) ont démontré qu’il n’était pas

nécessaire d’avoir les résidus Trp*! et Val*

au site de clivage pour que 'ECE-1 puisse
agir sur la big ET-1. Une autre construction intéressante, la [Phe*’] big ET-1 (18-34),
démontre une activité spécifique 12 fois plus élevée que la big ET-1 pour la ECE-1
(HOANG er al., 1996). Ainsi, la région C-terminale semble jouer un role important dans
la reconnaissance de la big ET-1 par 'ECE.

Il est rapporté que le K, de 'ECE-1 purifiée pour la big ET-1 se situe entre 0.2
uM (ECE-1 purifiée du poumon de rat (TAKAHASHI ef al, 1993)) et 23 uM (ECE-1
recombinante humaine (SCHMIDT et al, 1994)). L’ordre de spécificité de I'ECE-1
envers les différentes isoformes de la big ET est: big ET-1 > big ET-2 > big ET-3. La
clef de cette spécificité résiderait dans les résidus aminés 27 a 29, lesquels sont
respectivement His* -His®*-Val® (big ET-1), Glu?’-GIn®®-Thr®® (big ET-2) et Glu®-
GIn®®-Thr® (big ET-3). En plus de cliver spécifiquement la big ET-1, PECE-1 peut aussi
hydrolyser plusieurs autres peptides biologiquement actifs comme la bradykinine, la

substance P, la neurotensine, 'angiotensine 1 et I'insuline (HOANG ef al, 1997;

JOHNSON et al., 1999), bien que cela s’effectue de fagon beaucoup moins efficace.
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YANAGISAWA et al. (1998) ont observé que les souris ayant une délétion (K.O.)
du gene de 'ECE-1 ont des taux plasmatiques d’ET-1 comparables aux animaux

controles, suggérant la participation d’enzymes alternatives dans la conversion de la big

ET1 en ET-1.
1.1.2.2 Autres ECEs (ECE-2, ECE-3, ECEL1)

L’ECE-2 fit identifiée en 1995 par Emoto & Yanagisawa (1995). Cette
découverte révéla une protéine ayant 59% d’homologie avec I'ECE-1pouvant convertir la
big ET-1 en ET-1. Aucun substrat plus spécifique n’a été rapporté pour 'ECE-2. Sa
fonction dans la biosynthése de I’endothéline reste inconnue. Elle a été localisée au
niveau des vésicules de sécrétions des cellules endothéliales (RUSSELL &
DAVENPORT, 1999). Une étude de YANAGISAWA et al. (2000) démontre un role
important de ’ECE-2 dans le développement cardiaque murin. Récemment, quatre
isomeres de 'ECE-2 furent identifiés : ECE-2a-1, ECE-2a-2, ECE-2b-1, ECE-2b-2
(IKEDA et al., 2002). Ces isoméres, tout comme ceux de I’ECE-1, ne différent entre eux

que de par leur région en N-terminal, impliquée dans la localisation au niveau cellulaire.

Une troisitme enzyme de conversion, ECE-3, a été purifiée a partir de
microsomes d’iris bovin et il a été démontré que cette enzyme avait une spécificité pour

la big ET-3 (HASEGAWA et al., 1998).

Récemment, un autre type d’ECE a été caractérisé: |’endothelin-converting
enzyme-like 1 (ECEL1) (VALDENAIRE er al., 1999b; SCHWEIZER et al., 1999) Cette
enzyme garde encore tous ses mystéres mais ces études nous suggérent qu’elle serait

impliquée de fagons trés importante dans le contrdle nerveux de la respiration.
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1.1.2.3 Inhibiteurs de PECE

Il y a un grand intérét a trouver des inhibiteurs de 'ECE-1 qui pourraient étre
utilisés dans diverses situations pathophysiologiques impliquant UET telle I’hypertension
(Roques, 1998). Plusieurs inhibiteurs de I’ECE ont été développés afin de controler et de

moduler les effets de ’endothéline.

Le phosphoramidon (PR), produit de Streptomyces tanashiensis, a été le premier
inhibiteur de ’ECE 4 étre identifé. A I’origine, il avait été identifié comme un inhibiteur
de la thermolysine, une peptidase bactérienne zinc-dépendante produite par Bacillius
thermoproteolyticus. Le PR a démontré un fort potentiel pour inhiber les effets
pharmacologiques de la big ET-1, et non ceux de 'ET-1, en bloquant la conversion de la
big ET-1 en ET-1 in vitro et in vivo (FUKURODA et al., 1990, MCMAHON er al., 1991,
RAE ef al., 1993). De plus, plusieurs études in vitro ont confirmé I’ effet inhibiteur du PR
sur la conversion des trois isoméres de la big ET en leur ET respective (IKEGAWA ef
al., 1991; MATSUMURA ef al., 1990; MATSUMURA et al., 1992; YORIMITSU et al.,
1992). Les autres inhibiteurs d’endopeptidase tel le kélatorphan, le captopril ou la
leupeptine s’avérérent inefficaces pour inhiber les conversions des big ET. (MCMAHON
ef al., 1991). Il est a noter que le PR est un inhibiteur non spécifique puisqu’il fiit aussi
utilisé chez les animaux comme inhibiteur de la NEP (Voir section suivante). Plusieurs
inhibiteurs sélectifs de I’ECE virent finalement le jour (LOFFLER, 2000). Notamment, le
CGS 35066 s’est avéré étre particuliérement efficace, in vitro et in vivo, pour inhiber la
conversion de la big ET-1 en ET-1 (DE LOMBAERT ef al., 2000; JENG e/ al., 2000;

TRAPANI ef al., 2000). Le CGS 35066 a un [Csp de 22 nM et 2.3 uM envers 'ECE et la
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NEP respectivement. 1l a été démontré que ce nouvel inhibiteur bloquait 84% de I’effet
de la big ET-1 in vivo. Le CGS 35066 est I'inhibiteur le plus efficace et le plus sélectif

pour ’ECE a ce jour.

1.1.3 L’endopeptidase neutre 24.11 (NEP)

La NEP est une MEP localisée a la face extracellulaire de la membrane
plasmatique, qui effectue I’hydrolyse et I’inactivation de certains peptides. La découverte
de la NEP fiit réalisée en 1974, suite & une étude de purification et de caractérisation de
cette enzyme au niveau du rein de lapin (KERR & KENNY, 1974). Dans ce tissu, 4% des
protéines membranaires situées au niveau de la bordure en brosse sont composées de
NEP. Les premiers substrats physiologiques découverts pour la NEP furent les
enképhalines et la substance P, suggérant un réle important de la NEP dans I’tnactivation
des signaux neuropeptidiques dans le cerveau (d’ou les surnoms de la NEP tels
I’enképhalinase ou la cholinestérase) (MALFROY ef al, 1978; MATSAS ef al.,, 1983).
Cependant, la NEP joue aussi un rble important a 'extérieur du systéme nerveux
(ROQUES et al, 1993; TURNER & TANZAWA, 1997, TURNER et al, 2001). Par
exemple, elle est impliquée dans l’inactivation de divers peptides natriurétiques et
vasodilateurs tel I’ANP (LINDBERG et al.,, 1992, KENNY et al., 1988). Elle joue aussi
un rdle important dans plusieurs cancers en inactivant les signaux peptidiques
mitogéniques (SUMITOMO et al., 2000; DAI ef al., 2001). 1l a d’ailleurs été démontré
que I'expression de la NEP est diminuée dans certains types de cancer, empéchant ainsi

son action anti-mitogénique (SHIPP er al., 1991, PANPANDREOU e/ al., 1998).
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1.1.3.1 Caractéristiques biochimiques de la NEP

La purification et le clonage de la NEP ont révélé une protéine membranaire
intégrale de type Il d’environ 700 acides aminés, constituée d’un petit domaine
cytoplasmique en N-terminale, d’une région hydrophobe transmembranaire et d’un large
domaine extracellulaire contenant le site actif (DEVAULT ef al., 1987). La NEP est un
homodimeére reli€ par un lien non-covalent. Elle contient un atome de zinc par sous-unité.
Une étude des sites d’action (i.e. sites de liaison et de clivage) de la NEP et de la
thermolysine a suggéré d’importantes similarités entre ces deux enzymes
(BENCHETRIT ef al, 1988). La NEP a une spécificité similaire a celle de la
thermolysine (MARIE-CLAIRE e al, 1998). Elles hydrolysent toutes deux
préférentiellement les oligopeptides par un clivage en N-terminal des acides aminées
hydrophobes.

Par ailleurs, il a été démontré que la NEP partage une homologie de séquence
avec I’ECE égale a 37% (XU ef al.; 1994) (Figure S). De plus, une étude intéressante
démontre qu’une mutation de la Glu403 en Cys chez la NEP de lapin résulte en une
dimérisation covalente de la NEP, similaire a celle observée avec ’ECE (HOANG et al,,
1997). Ceci suggére donc fortement que ces deux molécules aient une conformation

semblable.

1.1.3.2 Inhibiteurs de la NEP

Il est suggéré que les inhibiteurs de la NEP pourraient avoir un rdle trés important

a jouer dans la médecine cardiovasculaire (ROQUES ef al., 1993; WILKINS et al.,



Figure 5 Allignement des séquences d’acides aminés en C-terminal pour I’enzyme de

conversion de I’endothéline (ECE-la), I’endopeptidase neutre 24.11 (NEP) et la
thermolysine (TLN) (A). Les séquences communes pour les trois protéines sont en
caracteres gras. Résidus équivalents chez les métalloprotéases et fonctions de ces résidus

(B). (Sansom et al., 1998).
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A)
ECE 550 ------------ -NAYYSPTKN EIVFPAGILQ APPYTRSSPN ALNFGGIGVV 588
NEP 542 ------------ -NAFYSSGRN QIVFPAGILQ PPFFSAQQSN SLNYGGIGMV 3580
TLN 101 RSSVHYSQGY NNAFWNGSEM VYGDGDGQTF IPLS GGI--DV 139
ECE 589 VGHELTHAFD DQGREYDKDG NLRPWWKNSS VEAPKQQTEC MVQQYNNYS-- 637
NEP 581 IGHEI THGFD DNGRNFNKDG DLVDWWTQQS ASNFKEQSQC MVYQYGNSFW 630
TLN 140 VAHELTHAVT D YT AGLIYQNES-- 161
ECE 638 --VNGEPVNG-- RHTLGENIAD NGGLKAAYRA YQNWVK KNGA EQILPTLGLT 685
NEP 631 DLAGGQHLNG INTLGENIAD NGGLGQAYRA YQNYIKKNGE EKLLPGLDLN 680
TLN 162  ---mmememmemooomcee - GAINEAISD IFGTLVEFYA NKNPDWEIGE DVYTPGISGD 200
ECE 686 SNQLFFLGFA QVWCSVRTPE SSHEGLITDP HSPSRFRVIG SLSNSKEFSE 735
NEP 681 HKOLF FLNFA QVWCGTYRPE YAVNSIKTDV HSPGNFRITG TLQNSAEFSE 730
TLN 201 SLRSMSDFAK YGDPDHYSKR YTGTQDNGGV HINSGIINKA AYLISQGGTH 250
ECE 736 HFRCPLGSPM NFRHKCEVW 754
NEP 731 AFHCRKNSYM NFEKKCRVW 749
TLN 251 YGVSVVGIGR DKLGKIFYRA LTQYLTPTGN FSQLRAAAVQ SATDLYGSTS 300
TLN 301 QEVASVKQAF DAVGVK 316
B)
Fonction des résidus THLN NEP ECE-1la
Lie le C-terminal des inhibiteurs None R102 R129
Motif de liaison de I’'inhibiteur (motif 1) N112  N542 N550
All3  A443 A551
&) —» F114 F544 F552
S) - WIIS Y545 Y553
Région conservé pres du site de G135 G575 G583
liaison du zinc G136 G576 G584
1137 1577 1585
§y) » VI39 V580 V588
V140 581 V589
Al4l (G582 G590
Motif Zinc ‘HExxH’ (motif 2) (Zn**) - HI42 H583 H591
(Glucat)y—» E143  E584 E592
L144 1585 L593
T145  T586 T594
(Zn*") > HI146  HS587 H595
Lien H vers 'inhibiteur (3) Y157 Y625 Y633
Lien H de la liaison Zn2+ a His (Zn*Y)y > El66  E646 E651
(motif 4) D170 D650 D655
His stabilisant (5) H231 H711 H716
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1993). Comme mentionné précédemment, le PR inhibe les effets de la NEP, tout comme
ceux de 'ECE et de la thermolysine. Plusieurs inhibiteurs sélectifs de la NEP ont été
synthétisés desquels le thiorphan (TR) est I'un des plus efficace et le mieux décrit dans la
littérature (ROQUES ef al., 1980) (Figure 6).

Grice a ces inhibiteurs sélectifs, ’'implication de la NEP dans diverses situations a
été étudiée. Ainsi, ABASSI ef al (1993) démontrait que la NEP ne pouvait pas générer
d’ET-1 a partir de la big ET-1 in vitro. Cependant, I’année sutvante, I’équipe de Murphy
et al. (1994) a réfuté cette conclusion par leurs études in vitro. Cette découverte remet en
question les conclusions de plusieurs études faites sur 'ECE. En effet, certaines activités
ECE PR-sensibles pourraient étre en partie attribuables a la NEP. Des études in vivo et in
vitro ont démontré |’effet inhibiteur du thiorphan sur le mécanisme de conversion de la
big ET-1 en ET-1 ainsi que sur divers effets physiologiques de la big ET-1, suggérant une
implication de la NEP dans ces processus (MCMAHON et al.,1991; LEBEL et al., 1996;
LAPORTE et al,, 1997).

Par ailleurs, des études ont rapporté que fa NEP dégradait significativement VET-
1, terminant ainsi l’action de ce peptide (VIJAYARAGHAVAN er al, 1990,
SOKOLOVSKY et al, 1992). 1l a été rapporté que I'inhibition de la NEP, avec le TR,
cause une vasoconstriction des vaisseaux de résistance humains, in vivo via ’inhibition

de la dégradation de ’ET-1 (FERRO et al, 1998).

1.1.4 Un nouveau métabolite biologiquement actif de la big ET-1 : ET-1(1-31)

L’équipe de PATTERSON et al. (1990) a été la premiere a suggérer I’existence

d’une voie de synthése alternative a celle impliquant les ECEs, pour les peptides ETs. lls



Figure 6 Modeéle de liaison du thiorphan (A) et du phosphoramidon (B) a

1 ’endopeptidase neutre 24.11 (Turner & Murphy, 1996).
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avaient découvert que la cathepsine G clivait la big ET-1 pour produire un nouveau
peptide vasoconstricteur constitué de 27 a 31 acides aminés. Une autre étude, utilisant la
spectrométrie de masse, a par la suite confirmé que le dit peptide était composé de 31
acides aminés, d’ou la terminologie de ce nouveau peptide : ET-1(1-31) (KAW ef al,,
1992). En 1990, I'étude de Takaoka et al. a démontré que la chymotrypsine (qui a une
spécificité de clivage pour les a.a. Tyr, Phe et Trp) pouvait aussi cliver la big ET-1
porcine pour produire ’ET-1 mature (TAKAOKA et al., 1990b). Dans cette méme étude,
un fait intéressant a été remarqué : la chymotrypsine devait d’abord cliver la big ET-1
entre les acides aminés Tyr’' et Gly>” pour ensuite pouvoir cliver le peptide au niveau des

acides aminés Trp*'et Val*

. En 1997, une autre étude a démontré que I’incubation de la
big ET-1 avec des fractions membranaires de poumon humain conduisait a la formation
d’ET-1(1-31) comme produit majeur de I’hydrolyse (HANSON ef al., 1997). 1l a été
suggéré que cette hydrolyse était effectuée par une sérine protéase chymostatine-sensible.
Parallelement a ces études, une autre équipe de chercheurs a découvert que U'incubation
de la big ET-1 avec la chymase, purifiée a partir de mastocytes humains, résultait en la
formation d’ET-1(1-31) sans aucun autre produit de dégradation (NAKANO ef al., 1997,
KIDO et al,, 1998). Cette découverte a permis 'identification de I'enzyme jusqu’alors
inconnue ayant une activité serine protéase pouvant cliver la big ET-1 en ET-1(1-31)
dans le poumon humain : la chymase (figure 7).

Au niveau pulmonaire, les mastocytes sont localisés dans la sous-muqueuse et

autour des veinules des bronches. Suite a leur activation, les mastocytes libérent divers

médiateurs chimiques et protéases comme la chymase, la tryptase et la carboxypeptidase.



Figure 7 Schéma de la voie de biosynthése de I’endothéline-1(1-21) et de I’endothéline-

1(1-31) (Liischer et al., 2000)



21

prepro Endothelin-1 mRNA

¥

Arg-Arg

v  prepro Endothelin-1

N | . c

1 20 83 T4 g2 203

Bibasic-Pair-Specific
Endopeptidasa(s)

N ¢ Big-Endothelin-1 (133

Endgthelig é:éa?vgrggg Enéérgeze;
{ECE-1a, ECE-~1, ~1c, -
Chymase Chymase
Non-EGE Metalloprotease

Endothelin-1 (1-21 Endothelin-1 (1-31)



22

Au niveau du cceur, les mastocytes et les cellules endothéliales sont les lieux de synthése
et d’entreposage de la chymase (URATA et al., 1993, SPERR er al., 1994).

Des études ont révélé que la chymase vest I’enzyme la plus efficace et la plus
spécifique pour la formation d’angiotensine II, a partir de ['angiotensine I, dans le
poumon (LINDBERG er al, 1997) et le coeur (URATA ef al, 1990). La chymase
humaine a une préférence pour les acides aminés tyrosine, proline et leucine au site de
clivage (KINOSHITA et al., 1990). Ainsi, la chymase humaine peut cliver la big ET-1
entre le 31° et le 32° acide aminé puisque cette région contient les acides aminés propices
a cet effet (Pro**-Tyr’' et Gly’*-Leu™).

Une étude intéressante révéla que dans le poumon humain IET-1(1-31) se
retrouve en quantité similaire a celle de la big ET-1, mais a un niveau moins élevé que
ET-1, suggérant la participation de la chymase pulmonaire dans cette présence d’ET-
1(1-31) (OKISHIMA ez al., 2001).

Suite & la decouverte de ce nouveau peptide, plusieurs hypotheses ont €émergées
sur son mode d’action. Ainsi, une équipe a rapporté que 'ET-1(1-31) avait une action
potentielle en lui-méme (KIDO ef al, 1998). D’autres études ont affirmé que 'ET-1(1-
31) était un agoniste sélectif du récepteur ET s (MAZZOCHI ef al.,, 2000; REBUFFAT et
al., 2001). A noter qu’il n’existe a ce jour aucun agoniste sélectif du récepteur ETa
connu. L’ET-1(1-31) serait le premier si cette hypothése se confirmait.

Cependant, d’autres études ont démontré la non-sélectivité de ce peptide envers
les récepteurs ET5 et ETg (KISHI er al, 1998 ; NIWA et al., 2000). De plus,

HAYASAKI-KAJIWARA ef al. (1999) ont démontré que le ET-1(1-31) produisait de
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PET-1 via son clivage par la NEP, suggérant ainsi que UET-1(1-31) médie ses actions via
sa conversion en ET-1.
Ainsi, il v a encore beaucoup d’ambiguités sur le mécanisme d’action de ce

nouveau peptide de la famille des ETs.

1.1.5 Récepteurs de Pendothéline ET, et ETg

En 1989, une étude comparative entre les 3 isoformes de 'ET a révélé que PET-3
était moins active que 'ET-1 ou PET-2 pour induire la vasoconstriction dans les arteres
coronaires du porc ainsi que in vivo, chez le rat anesthési¢ (INOUE ef al, 1989). Par
contre, d’autres études démontrérent que les trois isoformes de ET étaient équipotentes
pour induire la libération du NO de I'endothelium de diverses préparations vasculaires
1solées telles le poumon de cobaye, le mésentére de rat ou I’aorte de lapin (DE NUCCI et
al. 1988; WARNER et al., 1989). L ’hypothese de ’existence de deux récepteurs de PET
a été ainsi considérée et par la suite confirmée par le clonage de deux entités
réceptorielles: le récepteur ET4 (ARAI ef al., 1990) et le récepteur ETg (SAKURAI ef al.,
1990).

L’ordre d’affinité des diverses ETs pour le récepteur ETaest ET-1 > ET-2 > ET-3
(ET-1 a une affinité 100 fois plus grande que celle de ET-3) (LIN et al., 1991; HOSODA
et al, 1991). Le récepteur ETp a une affinité équipotente pour les trois isoformes de
PET . ET-1 = ET-2 = ET-3 (SAKAMOTO ef al, 1991, OGAWA ef al., 1991). Les
récepteurs ET4 et ETp ont 48% d’homologie dans leur séquence d’acides aminés. En
1993, un troisiéme récepteur a ’ET (le récepteur ET¢), spécifique a ET-3, a été découvert

chez Xenopus laevis (KARNE et al., 1993). Le récepteur ETc possede une homologie de
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séquences en acide aminé de 47 et 52% pour le récepteur ET 4 et ETg respectivement. Si
la fonction du récepteur ETc est de causer la dispersion des granules de pigmentation
dans les mélanophores de Xenopus laevis, on ne retrouve cependant aucun analogue de ce
récepteur chez les mammiferes.

Les récepteurs de 'ET font partie de la superfamille des RCPGs (Récepteurs
couplés aux protéines G), une famille de récepteurs a 7 domaines transmembranaires
possédant une extrémité N-terminale extracellulaire et une extrémité C terminale
cytoplasmique. Ces récepteurs se couplent a diverses sous unités o de protéines G (Gas,
Gai ou Gaq) en fonction du type cellulaire ou ils sont exprimés (TAKIGAWA et al.,
1995; TAKAGI et al, 1995). Les récepteurs ET4 et ETg différent non seulement dans
leur extrémité N-terminale (qui assure la liaison du ligand ET) mais aussi dans leur
extrémité C-terminale, qui est cruciale pour la spécificité de couplage des récepteurs aux
protéines G (Masaki ef al., 1999). Par contre, les sept domaines transmembranaires de ces

deux récepteurs possedent une grande homologie entre eux.

Ainsi, ’endothéline doit se lier & ses récepteurs pour engendrer ses divers effets
physiologiques. Mais I’endothéline n’agit pas directement. Entre la liaison de PET a son
récepteur et l'effet observé, il y a une multitude de molécules qui véhiculent et

transmettent ’action de ’ET. Ce sont les médiateurs.

1.1.5.1 Médiateurs de ’endothéline

Parmi les divers effets biologiques observés de I'ET, la propriété vasoconstrictrice

de PET-1 a été découverte en premier et est la plus étudiée.
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Au niveau des vaisseaux sanguins, les récepteurs ETA sont principalement situés
sur les cellules musculaires lisses et provoquent, lorsqu’ils sont activés, une contraction
via I’augmentation cytoplasmique du niveau calcique (GOTO er al., 1989; IWAMURO ef
al,, 1999; ZHANG et al., 1999) (Figure 8). Il fiit démontré que 'ET-1 n’active pas
directement les canaux calciques de type L, puisque ce peptide ne déplace pas la liaison
de plusieurs ligands de ces canaux (KASUYA e al., 1989; GU er al., 1989; HAMILTON
et al, 1989). De plus, les antagonistes des canaux calciques de type L n’interférent pas
avec la liaison de PET-1 sur les vaisseaux sanguins ou les cellules musculaires lisses,
suggérant ainsi que I'ET-1 agit sur son récepteur pour mobiliser le Ca®" dans ces cellules
(GARDNER e/ al, 1992; HIRATA et al., 1988). D’autre part, PET-1 libére le Ca**
intracellulaire, emmagasiné dans le réticulum sarcoplasmique, en stimulant
’augmentation d’inositol triphosphate (LITTLE et al, 1992; PANG et al, 1989;
KASUYA ef al,, 1989). Le Ca®" agit en activant diverses cascades intracellulaires (tel la
kinase des chalnes de myosine légére) aboutissant a la contraction des fibres de myosine
(Rubanyi & Plokoft, 1994).

Le récepteur ETg pour sa part est localisé plus particuliairement a la surface des
cellules endothéliales et provoque la libération de facteurs relaxants tels la PGI, et le NO
(DE NUCCI er al, 1988a, DE NUCCI et al, 1988b; BOTTING & VANE, 1990;
HYSLOP & DE NUCCI, 1992) ainsi que de facteurs contractiles tel le thromboxane A,
(TxA,) (Figure 8).

La premiere évidence que I'ET-1 pouvait stimuler le métabolisme de l'acide
arachidonique (précurseur de PGl; et TxA;) via I'activation de la phopholipase A, a été

rapportée par De NUCClI ef al. en 1988 lls démontrérent que ’ET-1 provoque la



Figure 8v Schéma de I’action vasculaire de 1 ’endothéline-1 et de ses médiateurs sur les
cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaire.

A A: acide arachidonique; AMPc: adénosine monophosphate cyclique; CE: cellules
endothéliales; CMVL: cellules musculaires lisses vasculaires; COX: cyclooxygénase;
ET-1: endothéline-1; ECE: enzyme de conversion de 1 ’endothéline; ET: récepteur de
1 ’endothéline; GMPc: guanosine monophosphate cyclique; IP: récepteur prostacycline;
L-Arg: L-arginine; L-Cit: L-citruline; NO: oxyde nitrique; NOS: oxyde nitrique

synthase; PGI2: prostacycline; TX: récepteur du thromboxane; TxA; : thromboxane A,
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libération de PGI, et TxA, a partir de préparations pulmonaires de rat et de cobaye.
D’autres études subséquentes confirmerent I’ activation de la phopholipase A; par PET-1
(REYNOLDS et al., 1989; RESINK et al., 1989; ABDEL LATIF ef al., 1991).

.La PGI, libérée par les cellules endothéliales interagit avec les récepteurs de type
[P, situés a la surface des cellules musculaires lisses vasculaires, ce qui provoque
I’augmentation intracellulaire d’AMPc et la relaxation subséquente des cellules
musculaires. D’autre part, il a été démontré que la libération de TxA; et I'activation de
ses récepteurs étaient impliquées dans la bronchoconstriction induite par PET-1
(SCHUMACHER et al., 1990). L aspirine ou I’'indométhacine abolit la métabolisation de
I’acide arachidonique en eicosanoides (PGI; et TxA;) en inhibant I’enzyme catalysant
leur formation, la cyclooxygénase (COX) (MONCADA et al., 1973).

Le NO est produit suite a I’oxydation de la L-arginine en L-citruline via la NO-
synthase (NOS) (PALMER et al., 1988). Il existe 3 isoformes de la NOS:@ nNOS
(neuronale), iINOS (inductible) et eNOS (endothéliale) (MONCADA er al., 1997). La
eNOS, retrouvée au niveau des cellules endothéliales, est responsable de la production du
NO vasorelaxant (MARSDEN e/ al, 1992; SESSA et al, 1992). Le NO, qui est un
produit trés labile, est libéré des cellules endothéliales et agit sur le muscle lisse
vasculaire en stimulant la formation de GMPc wvia ’enzyme guanylate cyclase soluble, ce
qui induit la vasorelaxation (RAPOPORT ef al.,, 1983).

Des études in vitro, sur diverses veines et artéres de différentes espéces animales,
démontre 'implication du récepteur ETg dans la vasoconstriction (NISHIYAMA ef al,
1995a; SUDJARWO ef al., 1993). Par ailleurs, une étude a révélé la présence de deux

types de récepteur ETy.  Ainsi, les récepteurs ETy présent sur les cellules endotheliales
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(ETg;) médieraient la libération de facteurs relaxants alors que les récepteurs ETp
présents sur le muscle lisse (ETg;) provoqueraient la contraction via ’augmentation du
Ca® intracellulaire (DOUGLAS ef al., 1995).

En plus de médier les divers effets physiologiques de I’ET-1, les récepteurs ETg
jouent un rdle important dans la clairance de ce peptide. En effet, la demi-vie de ’ET-1
chez les mammiferes est moins de 1.5 min car ce peptide est efficacement éliminé par les
lits vasculaires splanchniques, rénaux et pulmonaires (HEMSEN et al, 1995,
KOBAYSHI ef al, 1998). Suite & des études utilisant divers antagonistes des récepteurs
de ’ET-1, il a été proposé que le récepteur ETp était le seul impliqué la clairance de
PET-1 (FUKURODA ef al, 1994, BRUNNET ef al, 1996, DUPUIS ef al, 1996;
KOBAYSHI ef al., 1998, BERTHIAUME ef al., 2000). En se liant aux récepteurs ETg,
PET-1 subit une internalisation et une dégradation rapide (avec son récepteur) dans les

lysosomes (PAASCHE et al., 2001; BREMNES ef al., 2000).

1.1.5.2 Antagonistes des récepteurs ET, et ETp

Les récepteurs ET, et ETg constituent des cibles importantes pour moduler les
effets des ETs. Ainsi, plusieurs antagonistes des récepteurs de 'ET ont été identifiés a ce
jour.

Le premier antagoniste découvert, et le plus utilisé jusqu’a aujourd’hui, est le BQ-
123 : un antagoniste sélectif du récepteur ET,, découvert dans un milieu de culture de
Streptomyces misakiensis (IHARA et al, 1991a; ISHIKAWA ef al, 1992). 1l a été

démontré que le BQ-123 inhibait la liaison de 'ET-1 au récepteur ET4 et qu’il diminuait
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considérablement I’effet presseur de ’ET-1 chez le rat anesthésié, démontrant ainsi
’implication du récepteur ET 4 dans la vasoconstriction (IHARA ef al., 1991b).

En 1994, Ishikawa ef al ont caractérisé biochimiquement et
pharmacologiquement le premier antagoniste sélectif du récepteur ETg : le BQ-788
(OKADA & NISHIKIBE, 2002; GRATTON ef al., 2000; ISHIKAWA ef al, 1994).
Cette ¢tude a démontré entre autre, in vivo chez le rat, que le BQ-788 abolissait la
réponse vasodilatatrice transitoire de I'ET-1 et augmentait sa réponse pressive,
démontrant ainsi I’implication du récepteur ETg dans la vasodilatation.

Aujourd’hui, il existe une multitude d’antagonistes des récepteurs ET
(DASGUPTA ef al., 2002; BENIGNI & REMUZZI, 1999, FERRO & WEBB, 1996;
GRAY & WEBB, 1996). Ces antagonistes ont aidé d’une part a caractériser les
récepteurs de I'ET et d’autre part, ont apporté et apporteront une meilleure

compréhension de }’implication pathophysiologique de 'ET-1.
1.1.6 Effets Pharmacologiques

Apres avoir parcouru la biosynthése de ’ET-1, les enzymes impliqués dans sa
formation, les récepteurs de ’ET-1 ainsi que les divers médiateurs véhiculant P’action de

PET, nous allons faire un survol des divers effets pharmacologiques de ’ET-1.
1.1.6.1 ET-1

L’ET-1 est la seule isoforme de UET a étre détecté dans les cellules endothéhiales
vasculaires (YANAGISAWA er al., 1988; YANAGISAWA et al., 1989). Elle est aussi

exprimée dans plusieurs cellules non-vasculaires, notamment au niveau du cerveau, des
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reins, des poumons et d’autres tissus (SAKURAI et al., 1991). De plus, les récepteurs de
ET sont distribués dans une variété de cellules et de tissus en différentes proportions.
Ces derniers faits suggérent une multitude de fonctions physiologiques pour ’ET-1
(RUBANYI & POLOKOFF, 1994, MASAKI et al, 1994, RAE et al, 1994,
NUSSDORFER ef al., 1999) (Tableau II).

Les effets de ’ET-1 sur le systéme cardiovasculaire restent les plus documentés
(Tableau III). Ainsi, I'infusion intraveineuse d’ET-1, chez diverses espéces animales,
provoque une phase vasodilatatrice transitoire suivie d’une phase vasoconstrictrice
(YANAGISAWA et al., 1988a; LIU ef al., 1990, DE NUCCI ef al., 1988a; HOM et al.,
1990). L’utilisation d’inhibiteurs des NOS (inhibant ainsi la production de NO) réduit la
phase vasodilatatrice induite par ’ET-1, indiquant que cette phase est médiée via la
libération de NO endothéliale (GARDINER ef al., 1990, FOZARD & PART, 1992). De
plus, 'utilisation d’un inhibiteur de la COX tel que I'indométhacine (inhibant entre autre
la production de PGI,), n’altére i)as la phase vasodilatatrice mais potentie la phase
vasoconstrictrice (WALDER et al., 1989). L’injection intravasculaire de la big ET-1
n’induit seulement qu’une phase vasoconstrictrice, contrairement 4 ’ET-1 qui provoque
une réponse biphasique. (D’ORLEANS-JUSTE et al,, 1991a; HALEEN ef al., 1993).

Divers modeéles animaux ont été développés, et leur systeme endothélinergique
caractérisés, afin de mieux étudier les diverses propriétés des ETs. Les effets
cardiovasculaires de I’ET-1 et de la big ET-1 sont bien connu in vivo chez le cobaye et le
lapin, ainsi que dans divers tissus et organes provenant de ces mémes modéles animaux
(Tableau IV & V). Les enzymes impliquées dans la biosynthése et la dégradation de

PET (ECE et NEP), les récepteurs de 'ET (ET, et ETg) ainsi que les médiateurs de 'ET
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TABLEAU I

Effets non cardiovasculaires de Pendothéline-1

Systéme/Organes / Tissus Récepteurs Actions

Rein / Tubules ETs Diminue la réabsorbtion de Na+

Poumon / ETa Stimule la libération d'arachidonate

Epithelium de trachée Stimule la sécrétion de mucus
Stimule le battement des cils

Poumon / ETa, ETs  [Contraction

Muscle lisse de trachée et bronches

Tractus gastrointestinal / ETa, ETe  |Contraction / relaxation

Muscle lisse de I'Tléon

Foie / Hépatocytes ETa, ETs  |Stimule la glycogénése

Organe sexuel méle / vas déférent |ETa, ETB  |Contraction

Organe sexuel femelle / ovaire n.d. Stimule la synthése de stéroides

Yeux / iris ETs Contraction du sphyncter

Os / ostéoclastes n.d. Inhibe (direct) / stimule (indirect) la

' résorbtion de l'os par les ostéoclastes

Os / ostéoblastes n.d. Stimule la prolifération des ostéaoblastes

Glande surrénales / cortex ETa, ETs  {Stimule la sécrétion d'aldostérone

Hypothalamus ETa, ETs  |Inhibe la llibération de prolactine
Stimule la sécrétion d'oxytocine

Systéme nerveux central ETa, ETs  |Dépression respiratoire
Stimule la libération de la substance P
Elévation plasmatique de catécholamine et
du niveau du glucose

Systéme nerveux périphérique /  |ETs > Potentie contraction cholinergique

nerf parasympathique

Systéme nerveux périphérique / nd. Inhibe la libération de noradrénaline

nerf sympathique

Potentie 'action de la noradrénaline

Modifié a partir de RUBANYI & POLOKOFF (1994)

'OHUCHI ef al. , 2000

2HENRY et al. , 1995
n.d. = non déterminé
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Effets cardiovasculaires de ’endothéline-1
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Systéme/Organes / Tissus

Récepteurs

Actions

Vaisseau sanguin

Cellules sanguines / ETs! Inhibe l'aggrégation plaquettaire

Plaquettes

Ceeur ETa, ETe  }Inotropie positive, Chronotropie positive,
Hypertrophie

Foie / ETs Vasoconstriction

Vaisseau sanguin portal

Gros vaisseaux / ETs Libération PGl2 et NO

Endothélium

Gros vaisseaux / ETa, ETs  |Contraction (veine > artére)

Muscle lisse

Microcirculation ETa Vasocontraction (artérioles > veinule)

Microvaisseaux / ETa, ETs  [Libération PGl2 et NO

Endothélium

Microvaisseaux / ETa Contraction

Muscle lisse

Pression sanguine ETa, ETs  |Effet dépresseur transitoire
Effet presseur soutenu

Poumon / ETa ETs }Vasoconstriction

Vaisseau sanguin

Rate/ ETa Vasoconstriction

Vaisseau sanguin v Libération de prostanoides

Rein / ETa, ETs  }Vasoconstriction

Modifié a partir de RUBANYT & POLOKOFF (1994)

' LABONTE ez al. , 2001



TABLEAU IV

(%)
LJ

Systéme endothélinergique cardiovasculaire et pulmonaire chez le cobaye

Systéme/Organe Systéme endothéline Référence
/tissus/cellules

Bronches ECE impliquée dans la maturation de la Lebeletal ., 1995

supérieures big ET-1 en ET-1.

Cellule Clara Synthése de ET-1 de fagon Laporte et al ., 1995 et 1996

phosphoramidon-sensible.

Cell. épitheliales
de trachée

ET-1 est produite par ECE et dégradé par NEP

Yang et al ., 1997

mésentére:
Veine et artére

ET-1: Vasoconstriction via le récepteur ETa.

Berthiaume ef al ., 1995

Paranchyme NEP impliquée dans la maturation de la Lebel ez al ., 1996
pulmonaire big ET-1 en ET-1.
Poumon ET-1 & Big ET-1: libération de TxA2 et PGl2  {De Nucci et al ., 1988,
via le récepteur ETs. D'Orléans-juste ef al ., 1994;
Gratton ef al ., 1995
ET-1 provoque la libération de TxA2 Lewis ef al ., 1998 et 1999
via le NO
Rein ET-1: Vasoconstriction directe via le récepteur {Duval & D'Orléans-juste 2000
ETAa, modulée par NO
ET-1: libére aucun eicosanoides
Systémique ET-1. Augmentation biphasique de la MAP. Gratton et al ., 1995

Big ET-1: Effet monophasique presseur soutenu
ET-1 & Big ET-1: bronchoconstricteur.

D'Orléans-juste et al ., 1991b;

ET-1 provoque un effet bronchoconstricteur
(PIP) et vasorelaxant (MAP) via le NO

Lewis et al ., 1999




TABLEAU V
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Systéme endothélinergique cardiovasculaire et pulmonaire chez le lapin

Systéme/Organe
/tissus/cellules

Aorte

Systéme endothéline

ET-1: activation des canaux calciques
de type R via les récepteurs ETa et ETs.

Référence

e i

= |

Benchekroun ef al ., 1995

Artere pulmonaire

Présence unique de ETs.

Caloetal ., 1996

Carotide

Présence prédominante ETa.

Calo et al ., 1996

Augmentation de la pression de perfusion:
stimule l'expression d'ET-1 et ETs.

Lauth er al ., 2000

Poumon ET-1: effet vasopresseur et libération de PGla  |Gratton et al ., 1995a
via ETs.
L'ECE présente est sélective pour la big ET-1.

Remn ET-1: libération de prostanoides vasodilateurs {D’Orléans-Juste ef al ., 1993
et vasoconstriction via le récepteur ETa. & Télémaque et al ., 1993a
Big ET-1: effet vasopresseur et libération de Télémaque et al ., 1992, 1993b
prostanoides (phosphoramidon-sensible).
Antagoniste ETB en présence d'ET-1: potentie }D’Orléans-Juste ef a/ ., 1994
I'augmentation de la pression vasculaire mais
ne diminue pas la libération de prostanoide.
Inhibiteur NOS en présence d'ET-1: potentie
l'augmentation de la pression vasculaire.

Systémique ET-1: effet biphasique sur MAP. D’Orléans-Juste et al ., 1991a
Big ET-1: effet monophasique presseur Gratton et al, 1997, 1998 & 2000
soutenu. Roberts-Thomson ef al ., 1994
Big ET-1: augmente ET-1 et prostanocides D'Orléans-Juste ef al .,
plasmatiques. 1990, 1991a
Antagoniste ETB ou inhibiteur NO: Gratton et al ., 1997
augmente ET-1 et big ET-1 plasmatique.
Antagoniste ETB en présence de big ET-1: Gratton ef af ., 2000
potentie l'effet presseur.

Vaisseaux Carotide: présence prédominante ETa. Calo et al ., 1996

Artére pumonaire: uniquement présence ETs.

Veine jugulaire

ET-1: Contraction via ETs.

Sumner ef al ., 1992

Présence de ETa et ETs.

Calo et al ., 1996

Veine saphéne

ET-1: contraction via ETA.

Nishiyama ef al ., 1995
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(TXA,;, PGlL,, NO) ont tous étés bien caractérisés dans ces modeles. Ainsi
[’administration, en bolus, d’ET-1 dans ces deux modeéles in vivo, produit un effet
biphasique sur la pression sanguine alors que la big ET-1 n’induit qu’une
vasoconstriction (D’ORLEANS-JUSTE ef al, 1991a; GRATTON et al., 1997 & 2000,
SCHMITZ-SPANKE et al., 2001).

Chez ’homme, en conditions normales, le niveau circulant de PET-1 est trés bas
(ANDO et al,, 1989; HARTTER e/ al, 1989, KOYAMA ef al,, 1989; SUZUKI et al.,
1989). 1l a été démontré que le BQ-123 diminuait la résistance vasculaire lorsqu’il était
infusé in vivo dans les tissus vasculaires de 'avant bras chez ’homme (HAYNES &
WEBB, 1994). Le BQ-788 pour sa part, abolit la phase hypotensive induite par 'ET-1 et
induit une augmentation de la pression sanguine lorsqu’il est administré par voie
intraveineuse in vivo (ISHIKAWA ef al., 1994). Une autre étude rapporte que I'infusion
systémique d’un antagoniste non-sélectif des récepteurs ETA/ETg, le TAK-044, diminue
aussi la résistance vasculaire périphérique (PLUN[PTON et al., 1996; HAYNES et al,
1996). Ces résultats suggérent une implication des deux récepteurs dans la régulation du
tonus vasculaire. D’autre part, une étude intéressante sur des souris hétérozygotes
déficientes en ET-1, montre que la pression sanguine de ces souris est élevée malgré un
taux d’ET-1 plasmatique bas (OHUCHI er al, 1999). Cette pression serait due a une
diminution de la libération de facteurs vasorelaxants par I’endothélium (tel le PGI; et le
NO), causée par la diminution d’expression de ’ET-1 chez ces souris.

L’ET-1 a des effets plus marqués en conditions pathophysiologiques (LERMAN
et al, 1991). L’ET-1 a un role aggravant dans plusieurs maladies cardiovasculaires

incluant |’athérosclérose, I’hypertension pulmonaire, les spasmes cérébraux vasculaires
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aprés hémorragie subarachnoidienne, la dysfonction rénale et [’hypertension
(MIYAUCHI & MASAKI, 1999). Dans ces maladies, le niveau d’ET-1 plasmatique est
augmenté, et les antagonistes des récepteurs a ’ET ont des effets bénéfiques sur ces
pathologies (SAKAI ef al, 1996). Récemment, le 5 décembre 2001, le premier
médicament oral affectant le systéme ET fiit mis sur le marché : le bosentan (Tracleer ™)
(CLOZEL et al, 1993; CLOZEL et al, 1994). 1l est maintenant disponible sous
prescription pour les personnes atteintes d’hypertension artérielle pulmonaire. Le
bosentan est un antagoniste non spécifique des récepteurs de type ETa et ETg . Une
approche alternative pour contréler les effets de 'ET-1 serait d’inhiber sa biosynthése.
Plusieurs recherches ont révélé le potentiel thérapeutique des inhibiteurs de 'ECE sur
divers modéles animals pathologiques (JENG er al., 2002). Ainsi, une étude révéla que le
CGS 26303, un inhibiteur non sélectif de 'ECE, diminue la pression artérielle moyenne
chez des rats hypertendus (SHR) (DE LOMBAERT et al., 1994).

D’autre part, UET-1 serait impliqué dans le « french paradoxe » : Une population
frangaise qui mange beaucoup de matiére grasse et qui boit beaucoup de vin rouge a un
faible taux de maladie cardiovasculaire. Des études ont révélé que le vin rouge (qui
contient du resveratrol) inhibait la synthése d’ET-1, ce qui empécherait le développement
de maladies cardiovasculaires normalement engendrées par ’ET-1 dans cette diete riche

en lipide (EL-MOWAFY et al., 1999; CORDER et al., 2001).
1.1.6.2 ET-1(1-31)

Plusieurs études sur les effets de 'ET-1(1-31), sur divers organes et tissus, ont €té

rapportées (Tableau VI). Les effets de ce nouveau peptide sont similaires a ceux de
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L'inhibition de ETr en présence de
ET-1(1-31) potentie la contraction

TABLEAU VI
Effets généraux de Pendothéline-1(1-31)
Systéme/Organes / | Récepteurs Actions de ET-1(1-31) Référence
Tissus/ Cellules
Aorte ETa, ETs {Vasoconstriction. Kishi eral ., 1998
Artére coronaire ETa  Vasoconstriction Maguire ef al ., 2001
ETa, ETB |Vasoconstriction. Niwa ef al ., 2000

Potentie la contraction médi€ par les nerfs

cholinergiques.

ETa, ETs {Vasocontraction Kishief al ., 1998
Artére mammaire ETa  [Vasocontraction Maguire et al ., 2001
Artére ombilicale nd.  [Contraction similaire a celle de ET-1 Takeji er al ., 2000
Cellules ETs  |Augmentation le Ca*’ intracellulaire Niwa ef al ., 2000
endothéliales Production de NO
Cellules mésangiales ETa Induit une augmentation de l'activation Inut et al ., 2000
de p38-MAPK.

nd. Stimulation de la prolifération. Yoshizumi et al ., 2000

ETa  JAugmente le Ca” intracellulaire. Yasuoka efal ., 1999
Cellules musculaires n.d. Augmente le Ca” intracellulaire en Inui et al ., 1999
lisses d'artere libérant le Ca®* des storages
coronaire intracellulaires

ETa  [Stimule prolifération via activation ERK1/2 [ Yoshizumi e al .,1998a

ETa  JAugmente le Ca” intracellulaire Yoshizumi ef al ., 1998b
Cellules musculaires n.d. Stimule prolifération. Nagata et al. , 2000
lisses vasculaires Augmente le Ca*" intracellulaire.
Cellules musculaires nd. Augmente le Ca” intracellulaire. Hayasaki-Kajiwara
lisses bonchiques Conversion de ET-1(1-31) en ET-1 etal ., 1999

via NEP

Cellules de la zone ETa Stimule prolifération. Mazzocchi et al ., 2000
glomérulée des Agoniste sélectif ETa.
glandes surrénales
Cortex des glandes ETa Stimule prolifération de la zone gloméruleus{Rebuffat ez al ., 2001
surrénales Agoniste sélectif ETa.

ETa  |Effet sécrétagogue Rosst ef al ., 2002
Monocytes & ETa  JActivité chémotactique Cutetal ., 2001
Neutrophiles
Trachée nd. Spasmogeéne sur le muscle lisse de la traché |Goldie ef al ., 2000

n.d. = non déterminé
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PET-1. Ainsi, des études ont démontré que DI'ET-1(1-31) possédait des propriétés
vasoconstrictrices mais que celles-ci étaient moins importantes que celles de PET-1
(MAGUIRE et al., 2001 ; NIWA ef al., 2000 ; KISHI ef al., 1998). L’ET-1 (1-31) induit -
son effet vasoconstricteur de la méme fagon que ’ET-1, c’est a dire, en stimulant
I’augmentation de Ca®" intracellulaire dans les cellules musculaires lisses vasculaires
(NAGATA et al, 2000 ; HAYASAKI-KAJIWARA et al,, 1999 ; INUI ef al., 1999;
YOSHIZUMI et al., 1998b). Par ailleurs, NIWA ef al. (2000) a démontré que le ET-1(1-
31) était aussi capable de moduler la relaxation des cellules musculaires lisses
vasculaires, par le méme mécanisme que 'ET-1, c’est a dire, en stimulant la libération de
NO par les cellules endothéliales via les récepteurs ETg. D’autre part, 'ET-1(1-31)
module aussi la prolifération de divers types cellulaires tels les cellules muslculaires
lisses et les cellules de la zone glomérulée des surrénales (REBUFFAT ef al., 2001 ;
MAZZOCCHI et al.,, 2000 ; NAGATA et al., 2000 ; YOSHIZUMI ef al., 1998a). Malgré
le nombres d’études faites pour caractériser ce nouveau peptide ET, aucune étude in vivo

n’a encore été faite avec 'ET-1(1-31).

Divers travaux ont suggéré que ET-1(1-31) pouvait jouer un rdle dans divers
maladies cardiaques et pulmonaires telles I’arthérosclérose (NAKANO ef al, 1997,
YOSHIZUMI et al., 1998b; NAGATA et al., 2000) ou I’asthme (GOLDIE et al., 2000).
Par ailleurs, d’autres études ont rapporté la participation de la chymase dans ces maladies
(HAMADA et al, 1999; MITANI ef al., 1999), suggérant ainsi la présence potentielle

dET-1(1-31).
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1.2 BUT DE LA PRESENTE ETUDE

La caractérisation pharmacologique du ET-1(1-31) est encore ambigué et
incompléte. Des questions importantes restent encore en suspend. Est-ce que 'ET-1 (1-
31) agit directement en se liant aux récepteurs a I’ET, ayant ainsi une action potentielle
en lui-méme? Ou est-ce que les effets observés du ET-1 (1-31) sont plutét médiés par sa
conversion en un métabolite actif? Si’ET-1 (1-31) agit directement sur les récepteurs de
IET-1, est-il un agoniste sélectif pour 'un de ces récepteurs? Mais s’il agit via sa
conversion en un métabolite, quel est ce métabolite (ET-17) et quelle(s) enzyme(s) est

impliquée dans cette conversion (NEP?, ECE?)?

Récemment, la premiére étude in vivo sur PET-1(1-31) a été effectué dans notre
laboratoire (HONORE et al., 2002). Cette étude, effectuée chez le cobaye, démontre que
PET-1(1-31), a une dose de 4 nmol/kg, induit un effet vasoconstricteur biphasique sur la
pression artérielle moyenne (PAM). Le PR, mais pas le TR, réduit cet effet vasopresseur
systémique, suggérant la participation de 'ECE dans cet effet. De plus, ET-1(1-31)
provoque, de fagons indométhacine-sensible, une augmentation de la pression
d’insufflation pulmonaire (PIP) chez ce modéle animal, impliquant ainsi les eicosanoides
(PGI; et TXA;) dans cet effet. Le PR et le TR altérent cette réponse PIP de PET-1(1-31).
Cette étude suggere que ’ET-1(1-31) nécessite une conversion par ’ECE au niveau de la
circulation systémique. Par contre, la NEP semble impliquée de fagon plus importante
que ’ECE dans les effets pharmacologiques induits par 'ET-1(1-31) dans les voies

respiratoires du cobaye (HONORE e al, 2002).
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Il a été rapporté que la chymase, qui peut cliver la big ET-1 en ET-1(1-31), est
libérée par les mastocytes se trouvant au niveau pulmonaire. De plus, une étude réalisée
in vitro sur des cellules musculaires lisses bronchiales humaines démontre que 'ET-1(1-
31) meédit ses actions via sa conversion en ET-1 par l'intermédiaire de la NEP
(HAYASAKI-KAJIWARA ef al., 1999). Le poumon semble donc étre un organe clef
dans la formation et le processus d’activation de 'ET-1(1-31).

Suite aux résultats obtenus in vivo chez le cobaye (HONORE et al.,2002) et tenant
compte des conclusions de I’étude de Hayasaki-Kajiwara et al. (1999), nous voulons,
comme premier objectif, caractériser les effets in vitro de ET-1(1-31) sur le poumon de
cobaye perfusé. Les effets de ’ET-1 sur ce modéle ont été bien documentés dans notre
laboratoire (D’ORLEANS—JUSTE et al, 1994 & 1991b; GRATTON er al, 1995;
BERTHIAUME et al., 1995; LEWIS er al., 1998 & 1999). Ces études ont démontré que
PET-1 et la big ET-1 (via sa conversion en ET-1) stimulent la libération d’eicosanoides
(TXA;) via le récepteur ETg lorsqu’ils sont infusés dans le poumon de cobaye perfusé.
Ainsi, nous voulons étudier effet de PET-1(1-31) sur la libération d’eicosanoides dans
le poumon perfusé de cobaye et vérifier si ’utilisation d’antagoniste des récepteurs ET,

et ETg et d’un inhibiteur de la NEP influence cet effet.

Les buts de ce premier objectif sont donc:
- Etudier I’effet de ’ET-1, la big ET-1 et PET-1(1-31) sur la libération
d’eicosanoides (PGl; et TxA;) dans le poumon perfusé de cobaye.
- Déterminer ’effet d’un antagoniste du récepteurs ETa , le BQ-123, et d’un
antagoniste du récepteur ETy , le BQ-788, sur la libération d’eicosanoides

engendrée par PET-1 et TET-1(1-31).
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- Déterminer I’effet d’un inhibiteur sélectif de la NEP, le thiorphan, sur la
libération d’eicosanoides engendrée par la big ET-1 et 'ET-1(1-31).
- Etablir le mécanisme d’action par lequel PET-1(1-31) agit sur la libération

d’eicosanoides dans le poumon perfusé de cobaye.

Par ailleurs, I’étude de HAYASAKI-KAJIWARA ef al. (1999) a démontré une
métabolisation in vitro de ET-1(1-31) en ET-1 par la NEP au niveau des cellules
musculaires lisses bronchiales. Comme second objectif, nous voulons vérifier et s’il y a
lieu caractériser, I'effet et la métabolisation /in vivo de ce nouveau peptide ET. Pour ce
faire nous utiliserons le lapin comme modéle expérimental. L’action de I’endothéline sur
ce dernier fut bien caractérisée dans notre laboratoire (O’ORLEANS-JUSTE ef al., 1991a
GRATTON ef al., 1997,1998 & 2000). Ce modele animal nous permet de faire plusieurs
prélevements sanguins en fonction du temps, desquels nous pouvons doser un composé
specifique. Nous voulons ainsi vérifier si I’injection systémique d’ET-1 (1-31) dans ce

modéle animal, entraine son métabolisme en ET-1.

Les buts de ce second objectif sont donc:
- Etudier I’effet de PET-1(1-31), la big ET-1 et I'ET-1 sur la pression artérielle
moyenne (PAM) chez le lapin.
- Déterminer Peffet d’antagonistes des récepteurs ETa, BQ-123, et ETg, BQ-788

sur les variations de PAM engendrées par 'ET-1(1-31), la big ET-1 et 'ET-1
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- Déterminer ’effet d’un inhibiteur non-sélectif de la NEP/ECE, le
phosphoramidon, d’un inhibiteur sélectif de la NEP, le thiorphan, et de 'ECE, le
CGS 35066, sur les variations de PAM engendrées par 'ET-1(1-31), la big ET-1
et 'ET-1.

- Déterminer les concentrations plasmatiques d’ET-1(1-31) et I’ET-1 suite a

Pinjection d’ET-1(1-31).

La réalisation de ces deux objectifs devrait nous permettre d’approfondir
la caractérisation in vitro et in vivo de PET-1(1-31) et nous apporter des
éclaircissements sur certaines questions restées controversées concernant |’action

de ce nouveau peptide.



MATERIELS & METHODES
2.1 IN VITRO: PERFUSION DE POUMON DE COBAYE
2.1.1 Animaux utilisés

Les études in vifro ont été accomplies sur des poumons isolés de cobayes (male ou

femelle) de race Hartley provenant de Charles River (Qc) et pesant de 300 ga 350 g.
2.1.2 Chirurgie et perfusion des poumons

Les cobayes sont sacrifiés par dislocation cervicale. Une thoracotomie est
effectuée puis ’apex (base) du cceur est coupé afin d’insérer un cathéter (Portex, 6FG)
dans I’artére pulmonaire via le ventricule droit. Les poumons sont ensuite perfusés in situ
avec une solution de Krebs héparinée (100 U/ml). Une portion de I’oreillette droite est
découpée afin de faciliter la perfusion du poumon. Par la suite, un cathéter est inséré dans
la bronche supérieure (trachée). Les poumons sont finalement retirés et installés sur un
montage a perfusion.

Les poumons sont installés dans une chambre chauffée puis sont gonflés avec de
I’air ambiant via la canule bronchique. Les poumons sont perfusés (5 ml/min) avec une
solution de Krebs chauffée (37°C) et oxygénée (95% O,, 5% CO,) via I’artére pulmonaire
(Figure 9). La solution de Krebs utilisée est constituée de (en mM) : NaCl: 117.5, KCl:
4.7, KH,PO4: 1.2, CaCly6H,0: 2.5, MgS047H,0: 1.2, NaHCOs: 25 et glucose: 5.5 La
pression est mesurée a [’aide d’un transducteur (Statham, modele P23 AC), relié a un port
latéral situé en amont de I’organe perfusé, et d’un physiographe de type Grass (Modéle

D).



Figure 9 Schéma du montage de la perfusion de poumon isolé de cobaye
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2.1.3 Protocole Expérimental

Suite & une période d’équilibration de 45 minutes, les différents agonistes (ET-1 a
5nM; ET-1(1-31) a S et 50 nM; big ET-1 a 10 nM) sont administrés via I’artére
pulmonaire durant 3 minutes & un débit d’infusion de 50 pl / min. Lors des infusions, le
perfusat pulmonaire est récolté sous forme d’échantillons de 1 min (Sml): avant (2 min),
pendant (3 min) et aprés (10 min) I’administration des peptides. Les échantillons sont
ensuite entreposés (-20°C) jusqu’a la détermination par dosage radioimmunologique
(RIA) des composés stables de la PGl et le TxA,: le 6-céto-PGFi, et le TxB,
respectivement. En effet, il a été démontré que 'infusion d’endothélines dans le systeme
vasculaire du poumon provoquait une vasoconstriction ainsi qu’une induction de la
libération d’eicosanoides tels ia PGI; et le TxA,.(D’Orléans-juste, 1990, Lewis, 1998).

Dans certaines expériences, les poumons ont été préalablement traités pendant 60
min avec un inhibiteur sélectif de la NEP (thiorphan ; 25 uM) ou pendant 15 min avec
des antagonistes sélectifs des récepteurs de 'ET (BQ-123 a 1 uM; BQ-788 a 5 nM)

pendant avant I’injection des agonistes.

2.1.4 Thromboxane et prostacycline : dosage radioimmunologique (RIA)

Cette méthode a été appliquée selon un protocole utilisé couramment dans notre
laboratoire (D’ORLEANS-JUSTE et al 1994, GRATTON ef al., 1998; LEWIS et al.,
1999). La présence de 6-céto-PGF,, (métabolite stable de la PGI,) et de TxB, (métabolite
stable de TxA;) dans les échantillons de perfusat du poumon de cobaye (section 2.1.4) est
détectée par dosage radioimmunologique, selon la méthode de Salmon (1978). Les

antisérums sont reconstitués dans 10 ml de solution tampon Tris (50 nM, pH :7.4)
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contenant 0.1% de gélatine et 0.1% d’azyde de sodium (NaNs3). Cette solution
d’antisérum donne une liaison spécifique avec son antigéne d’environ 50%. L’antisérum
contre le TxB, a une réactivité croisée de 100% avec le TxB,, moins de 2% avec la PGD,
et la PGF;, et moins de 0.1% avec la 6-céto-PGF), et la PGE,. L’antisérum contre la 6-
céto-PGF, a une réactivité croisée de 100% avec la 6-ceto-PGF,q, 23% avec la PGE,,
7% avec la PGF,, et moins de 1% avec le TxB;. Les deux antisérums ne possédent
aucune réactivité croisée avec les différents peptides utilisés dans cette étude.

Une courbe standard est effectuée aux concentrations suivantes : 0.5, 1, 2, 5, 10 et
20 ng/ml pour le TxB; et 0.5, 1, 2, 3.5, 5, 10, 20 ng/ml pour la 6-céto-PGF,,. Toutes les
dilutions des solutions de standard sont faites avec la solution de Tris (50 mM, pH :7 4).
Un volume de 50 pl de chacune des concentrations de solutions standard et de chacun des
échantillons est prélevé et mis dans des tubes de polystyréne. L’antisérum (50 pl) est
ajouté a chaque tube et finalement 50 pl de I'eicosanoide marqué au tritium (environ
2000 a 2500 coups par minute (cpm)) est aussi ajouté. De plus, des tubes indiquant la
radioactivité totale, la liaison non-spécifique et la liaison totale sont préparés selon le
protocole suivant :

Tubes SH Liaison Liaison Standards | Echantillons

Solutions total non-spécifique totale

Tampon Tris 250 ul 150 pl 100 pl 50 ul S50 ul
Standard --- --- - 50 ul ---
Echantillon 50 ul
Antisérum - - 50ul 50 ul 50 pl

'H 50 pl 50 pl 50 pl 50 ul 50 ul
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Le contenu des tubes est ensuite agité et laissé a 4°C pendant 12-16 heures. Suite
a l'incubation, le ligand non lié avec ’anticorps est séparé du ligand 1ié par ['addition de
100 pl d’une solution de tampon Tris contenant 2% de charbon activé et 0.4% de dextran,
sauf dans les tube de [°H] totale. Les tubes sont ensuite agités et incubés 10 min (4°C).
Une centrifugation a 1500 g durant 10 min a 4°C est ensuite effectuée (2 'aide d’une
centrifugeuse Beckman TJ-6). Les surnageants sont ensuite transférés dans des vials a
scintillation et 4 ml de liquide a scintillation est ajouté. La radioactivité est évaluée avec
un compteur d’émission béta (1409 Liquid Scintillation Counter Wallac).

La quantification des eicosanoides contenus dans les échantillons est évaluée en
effectuant une intrapolation, par ordinateur (Microsoft Excel), a partir de la courbe

standard.
22 INVIVO : LE LAPIN
2.2.1 Animaux utilisés

Les études in vivo ont été accomplies sur des lapins albinos de race Nouvelle
Zélande, mile ou femelle, pesant 1.0 a 1.5 kg. Les lapins provenaient d’une ferme

d’élevage locale (Réjean Brisebois, Fleurimont, Québec)
2.2.2 Chirurgie

Les lapins sont anesthésiés par une injection intramusculaire d’un mélange
kétamine/xylamine (48 / 7 mg/kg) et des doses de maintien (22 / 3 mg/kg) sont
administrées toutes les 15 minutes. Suite 4 une anesthésie locale au niveau du cou avec de

la xylocaine (2%), une trachéotomie est pratiquée sur le lapin. Par la suite, on réalise, via
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la carotide, droite une canulation intracardiaque (canule PE 90 contenant une solution
saline 0.9%) qui servira a injecter les différents peptides ainsi qu’a récolter les
échantillons de sang. La canulation (canule PE 50 contenant une solution de saline 0.9%
hépariné 1/100) de I’artére fémorale gauche suite & une anesthésie locale au niveau de la
cuisse avec de la xylocaine, servira & mesurer les variations de la pressions artérielie
moyenne. Finalement, la canule fémorale est branchée a un transducteur qui est relié a un
analyseur de pression sanguine (BPA-200A Micro-Med). Le systéme est relié a une
imprimante qui inscrit la moyenne de la PAM calculée aux minutes. L’analyseur de
pression sanguine détermine la PAM a partir des valeurs de pressions systoliques et
diastoliques détectées par le transducteur de pression. La PAM est exprimée en mm Hg et
est calculée a partir de 1’équation suivante :

PAM = pression diastolique + 1/3 (pression systolique — pression diastolique)
2.2.3 Protocole Expérimental

Aprés une période de stabilisation de 20 minutes, suivant la chirurgie, la réponse
pharmacologique de divers agonistes (ET-1 a 0.25 nmol/kg ; ET-1(1-31) et big-ET-1 a |
nmol/kg), injectés par voie intra-cardiaque en bolus (100-300 ul), est mesurée pendant 30
min suivant leur administration. Dans certaines expériences, des antagonistes tel le BQ-
123 (1 mg/kg) et le BQ-788 (0.25 mg/ml) sont administrés de fagon intraventriculaire 5
min avant chaque agoniste. Dans d’autres expériences, des inhibiteurs tels le PR (5
mg/kg), le CGS 35066 (1 mg/kg) ou le TR (1 mg/kg) sont aussi administrés de fagon
intraventriculaire 5 min (phosphoramidon) ou 15 min (CGS 35066 et Thirophan) avant

chaque agoniste.
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Des échantillons de sang (1ml) prélevés, avant et 1, 2, 5, 10, 15 et 30 minutes
suivant ’injection des drogues, sont recueillis dans du sodium citrate (3.5%) dans un
ratio 9:1 (vol/vol). Les échantillons sont ensuite centrifugés 1 min a 15 000 g pour la
séparation du plasma puis ce dernier est entreposé a -80°C jusqu’a utilisation. L’animal
est finalement euthanasié avec une injection intraventriculaire (200 pl) d’Euthanyle

(Bimeda-MTC, Cambridge).

2.2.4 Extraction plasmatique des endothélines

Les échantillons de plasma (400 pl) sont acidifiés au TFA 0.2% (400pl).
Par la suite, ces échantillons sont purifiés sur une colonne Amprep C18 (100 mg) jetable
(Amersham) activée au méthanol (1ml). Les molécules non-lies sont lavées de la
colonne avec 4 ml de TFA 0.1% et éliminées. L’ET-1 immunoréactive est éluée avec 1.5
ml d’acétonitrile 60% et séchée par évaporation en utilisant un Savant Speed Vac
Concentrator chauffé a 45°C (environ 2h30 d’évaporation). Les échantillons séchés sont
conservés a -80°C jusqu’a utilisation. Le rendement de I’extraction a été évalué en
utilisant un échantillon composé de 50 uL de traceur '’I-ET-3 (Amersham) et de 350 uL
de plasma contrdle. Ainst, le rendement de cette extraction, évalué a ’aide d’un compteur
d’émission de type gamma (1470 Wizard Gamma Counter Wallac), se situe autour de

65% (i.e. 65% de la radioactivité est récupérée).
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2.2.5 Dosage de PET-1(1-31) : E.LA.

Le niveau d’ET-1(1-31) immunoréactive (ET-1(1-31)-ir) est mesuré¢ a [’aide d’un
kit de dosage sur phase solide, utilisant un systéme a double anticorps polyclonaux contre
le peptide d’intérét. Le tétra méthyl Benzidine (TMB) est utilis¢é comme agent colorant.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’ET-1(1-31) présent. Le kit
provient de Phoenix Biotech et est utilisé selon le protocole fournit par la compagnie.

Les standards ainsi que le tampon de lavage sont dilués dans de 1’eau déionisée.
L’anticorps couplé & ’enzyme est reconstitué avec le diluant a anticorps du kit (solution
PBS contenant 1% BSA et 0.05% Tween20). La solution servant de substrat est préparée
extemporanément en ajoutant la solution de 0.01% H;0, a la solution TMB (tablettes
TMB + solution de phosphate). L’anticorps dirigé contre 'ET-1(1-31) a une réactivité
croisé avec ’ET-1(1-31), big ET-1, ET-1, -2, -3 de 100%, 0.7%, < 0.1%, < 0.1% et <
0.1% respectivement. Une courbe standard pour I'ET-1(1-31) est effectuée aux
concentrations suivantes : 0.78, 1.56, 3.1, 6.25, 12.5, 25, 50 et 100 pg / mL.

Les puits de la plaque (96 puits) sont tout d’abord lavés avec la solution de lavage
(solution PBS contenant 0.00125% Tween20). Par la suite, 100 pL. du tampon de dosage
est ajouté dans le puit désigné BO (0 pg/mL Standard). Un volume de 100 pL de chaque
échantillon de standard est prélevé et transféré dans les puits identifiés a cet effet. 100 ul
de chaques échantillons sont ensuite ajoutés dans les puits appropriés. La plaque est

scellée avec le papier scellant pour ensuite étre incubée entre 18 et 24 heures a 4°C.



Etapes Blanc B0 Standards | Echantillons |
Lavage + + + +
Tampon de dosage] 100uL | 100 uL - -
Ajout du standard / échantillon - - 100 uL 100 uL
Incubation (18-24h; 4°C) + + + +
Aspiration + Lavage (7x) + + + +
Ajout de I’anticorps couplé --- 100 uL 100 uL 100 ul
Incubation (30 min; 37°C) + + + +
Aspiration + Lavage (9x) + + + +
Ajout du substrat | 100 uL 100 pL 100 uL 100 uL
Incubation (30 min; TP; noir) + + + +
Ajout de la solution stop § 100 puL 100 uL 100 puL 100 pL
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Suite a cette incubation, les puits de la plaque sont lavés (sept fois) avec la
solution de lavage puis 100 puL de la solution d’anticorps sont ajoutés dans chaque puit,
sauf dans le blanc. La plaque est ensuite incubée 30 min a 37°C. Suite a cette deuxiéme
incubation, la plaque est de nouveau lavée avec la solution de lavage (neuf fois) puis 100
puL de la solution de substrat (TMB), fraichement préparée, sont ajoutés dans chaque
puits. La plaque est ensuite mise a incuber a température piece dans le pendant 30 min.
Finalement, 100 pL de la solution Stop sont ajoutés dans chaque puits. Les mesures de
coloration doivent étre prise 30 minutes suivant I’addition de la solution Stop. Les
résultats de colorimétrie sont obtenus a I’aide d’un lecteur de plaque (i Quant, Biotek
Instruments, inc.) & une longueur d’onde de 450 nm.

La quantité d’ET-1(1-31)-ir contenue dans les échantillons est évaluée a partir de

la courbe de standards.
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2.2.6 ET-1 : dosage radioimmunologique (RIA)
Cette approche consiste en une méthodologie modifiée modifiée a partir de Gratton

et al. (1997).

Le niveau d’ET-1 immunoréactive (ET-ir) est mesuré a I'aide d’un dosage a
double anticorps. Le kit provient de chez Amersham (RPA 555) et le dosage est effectué
selon le protocole fourni par la compagnie.

Tous les constituants du kit sont dissous dans le tampon suivant : 0.02 M borate
pH 7.4 contenant 0.1% d’azide de sodium. Les antisérums sont reconstitués dans 11 ml
de la solution tampon, ce qui donne une liaison spécifique d’environ 50% avec son
antigéne. L’antisérum dirigé contre ’ET-1 posséde une réactivité croisée avec les ET-1,
-2, -3, de 100%, 144% et 52%, respectivement. La réactivité de cet antisérum avec la big
ET-1 est de 0.4% et de moins de 0.0033% avec la big ET-1 (22-38) (Amersham), le BQ-
788 et le BQ-123. L’ET-1(1-31) n’ayant pas ét¢ testé dans ce kit par la compagnie, nous
avons déterminé le profil de réactivité croisée de 'ET-1(1-31) a I'aide d’une courbe de
déplacement. Nous avons observé que I’ET-1(1-31) agissait similairement a la big ET-1
dans ce kit RIA (Figure 10). Les autres agents et solvants utilisés dans cette étude
n’interférent pas avec I’antisérum utilisé jusqu’a une concentration de 100 pmol / tube.

Une courbe standard pour PET-1 est effectuée en duplicata aux concentrations
sutvantes : 0.25,0.5, 1,2, 4, 8 et 16 fmol / mL. Des tubes de polystyréne sont identifiés et
sont préparés en duplicata pour pouvoir compter la radioactivité totale (RT), la liaison
non spécifique (LNS) et la liaison totale (Bg). Un volume de 100 ul et de SOul de la
solution tampon est ajouté respectivement aux tubes LNS et Bg. Un volume de 50 pul de

chacune des concentrations des solutions de standards et de chacun des échantillons a



Figure 10 Courbe de déplacement de la big ET-1 (0), 'ET-1(1-31) (o), 'ET-1 (0 ) et
I’ET-3 du kit (@) dans le kit RIA RPAS555. B : coups par minute de 1’échantillon ; BO :

coups par minute de la liaison totale.
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doser est prélevé et transféré dans les tubes identifiés a cet effet. Par la suite, ’antisérum
(50 ul) est ajouté a chaque tube, sauf dans les tubes RT et LNS, puis les tubes sont

mélangés et laissés & 4°C pendant 4h avant I’ajout du traceur radioactif (50ul) dans tous

125

les tubes. Le traceur est le "I-ET-3, préparé afin d’obtenir 1’équivalent d’environ 4000

cpm/ 50 pul.

Tubes 121 Liaison Liaison Standards | Echantillons
Solutions totale non-spécifique totale
Tampon - 100 pl 50 pl e -
Standard -— - -—- 50 ul -
Echantillon - - - e 50 pl
Antisérum --- - 50ul 50 ul 50 ul
121 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Apres agitation des tubes, ceux-ci sont laissés pour incubation de 16 a 24 heures
a4°C. Suite a l'incubation, 75 pl du second anticorps (sérum d’anes anti-lapin couplé a
des particules de polymére magnétisé, Amerlex) sont ajoutés dans tous les tubes, sauf les
tubes LT qui sont mis de coté pour le compte de la radioactivité. Les tubes sont ensuite
laissés 10 min a la température de la piece. La fraction liée 2 [’anticorps est séparée de
fagon magnétique utilisant un support Amerlex-M Separator. Les tubes sont placés dans
le support afin que chacun soit en contact avec la base magnétique pour séparation durant
15 min a température de la piece. Aprés la séparation, le surnageant est éliminé par

inversion des tubes, qui sont fixés dans le support, et laissés en position inversée durant 5
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min afin de permettre 1’écoulement complet du surnageant. La quantité de radioactivité
est déterminée avec un compteur d’émission de type gamma (1470 Wizard Gamma
Counter Wallac).

La quantit¢ d’ET-ir contenue dans les échantillons est évaluée a partir de la

courbe de standards.

2.3 CALCULS ET EVALUATION STASTISTIQUE DES DONNKES

Tout les résultats sont présentés sous forme de moyenne + [’erreur standard
moyenne (SEM) pour un nombre varié¢ d’expériences (n). Une analyse de la variance
Anova pour les données pairées (ou non) suivit du test de Dunnet pour des comparaisons
multiples est utilisé pour I’analyse statistique de variation en fontion d’une valeur basale
(AvsB, Avs C, A vs D... A= valeur basale). Le test T de Student pour des données
pairées (ou non) est utilisé pour évaluer des variations entre groupes (A vs B). Une valeur

- de P< 0.05 est considérée comme étant significative.

2.4 COMPOSES UTILISES

Les principaux composés pharmacologiques ou chimiques utilisés ~ dans les
diverses expériences sont exposés dans le tabieau VII. On y retrouve leur nom ainsi que
et leur provenance. Les concentrations molaires de ces composés ont été calculées a
partir du poids moléculaire de la base.

Les peptides utilisés dans cette étude sont énumérés dans le tableau VIIL Ils y
sont identifiés par leur nom et 'on y retrouve leur séquence en acides aminés. Les

concentrations molaires des composés peptidiques ont €té calculées a partir du poids



TABLEAU VII

Liste des composés pharmacologiques ou chimiques utilisés

Composé Provenance

Héparine Organon Teknika
Diméthyl Sulfoxide (DMSO) Fischer

PBS Sigma Chemicals
6-céto-prostaglandine F,, (6-céto-PGF4) Cayman Chemicals
[3H] 6-céto-PGF Amersham
6-céto-PGF, Antisérum Sigma Chemicals
Thromboxane B, (TxB;) Cayman Chemicals
[3H]TXBZ Amersham

TxB, Antisérum Sigma Chemicals
Trizma-Base Sigma Chemicals
Trizma-Hcl Sigma Chemicals
Charbon Activé Sigma Chemicals
Dextran Sigma Chemicals
Kétamine MTC Pharmaceutical
Xylazine Chemagro
Euthanyle Bimeda-MTC
Citrate de sodium Fischer

Acide Trifluoroacétique (TFA) Sigma Chemical
Méthanol (MeQOH) Fischer
Acétonitrile J.T. Baker

Essat ET-ir (RPA 555) Amersham

Essai Big ET-1 Phoenix Biotech
Essai ET-1(1-31) Phoenix Biotech




TABLEAU VIII

Liste des composés peptidiques, antagonistes et inhibiteurs utilisés

Peptides Séquences / Formules chimiques Provenance
big endothéline-1 NH;-Cys-Ser-Cys-Ser-Ser-Leu-Met-Asp-Lys- American
humaine Glu-Cys-Val-Tyr-Phe-Cys-His-Leu-Asp-lle-lle- Peptide
Trp-Val-Asn-Trp-Thr-Pro-Glu-His-Val-Val-Pro-
Tyr-Gly-Leu-Gly-Ser-Pro-Arg-Ser-COOH

endothéline-1(1-31) NH,-Cys-Ser-Cys-Ser-Ser-Leu-Met-Asp-Lys- Peptide

humaine Glu-Cys-Val-Tyr-Phe-Cys-His-Leu-Asp-Ile-Ile-| International
Trp-Val-Asn-Trp-Thr-Pro-Glu-His-Val-Val-Pro-
COOH

endothéline-1 NH;-Cys-Ser-Cys-Ser-Ser-Leu-Met-Asp-Lys- American

humaine Glu-Cys-Val-Tyr-Phe-Cys-His-Leu-Asp-lle-lle-|  Peptide
Trp-COOH

BQ-123 Cyclo[D-Asp-L-Pro-D-val-L-Leu-D-Trp} Peptide

International

BQ-788 N, cis-2, 6-diméthylpiperidinocarbonyl-L-y- Peptide
Méthylleucyl-D-I-méthoxycarbonyltrytophanyl- | International
D-norleucine

Phosphoramidon | N-(a-Rhamnopyranosyloxyhydroxyphosphinyl)-|  Peptide
L-Tryptophan-Na International

CGS 35066 (S)-3-Dibenzofuran-3-yl-2-[phosphonomethyl- Novartis
amino] - propionic Acid

Thiorphan N-(2-mercaptométhyl)-1-oxo-3-phenylpropyl) Sigma

glycine

57
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moléculaire du sel. La big ET-1, ET-1, ET-2, ET-3 sont préparés dans une solution saline
tamponnée avec du phosphate (PBS, pH 7.4) pour obtenir les solutions meres. L’ET-1(1-
31), BQ-123 et le BQ-788 sont tout d’abord dissout dans le DMSO 100% puis dans le
PBS pour une concentration finale de 5-10% DMSO. Les solutions meres sont
conservées a -80°C jusqu’a utilisation. Ces solutions sont diluées aux concentrations

désirées avec la solution de PBS.

2.5 ETHIQUE

Le soin et ['utilisation des animaux et tous les protocoles de recherche sont
conformes aux guides énoncés par le Conseil Canadien de Protection des Animaux et
approuvés par le comité d’éthique sur la recherche animale de la Faculté¢ de Médecine de

I’Université de Sherbrooke.
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RESULTATS

3.1 EFFET DE L’ET-1 ET DE L’ET-1(1-31) SUR LA LIBERATION
D’EICOSANOIDES DANS LE POUMON DE COBAYE ISOLE ET

PERFUSE DE COBAYE

Afin de caractériser I’augmentation de la PIP provoquée par 'ET-1(1-31) chez le
cobaye anesthésié, observée par HONORE er al. en 2002, nous avons étudié les effets de
ce nouveau peptide dans le modéle du poumon de cobaye isolé et perfusé. Pour ce faire,
nous avons étudié ’effet de PET-1(1-31) sur la libération d’eicosanoides (TxA; et PGL,)
dans ce modéle. Dans la pratique, nous avons dosé le TxB, et le 6-céto-PGl,, car ceux-ci
sont les produits de dégradation stables du TxA, et PGl,, respectivement. Nous avons
ensuite utilisé des antagonistes des récepteurs de ’endothéline (BQ-123 et BQ-788) ainsi
qu’un inhibiteur de la NEP (thiorphan) afin de caractériser cette action de UET-1(1-31)

dans le poumon de cobaye.

La figure 11 illustre le profil de la libération (ng/ml) du TxB; et du 6-céto-PGl,
induit par PET-1 (5 nM) (libération maximale 8.7+ 1.3 et 5.6 £ 1.4 ng/ml; n=5) et 'ET-
1(1-31) (50 nM) (libération maximale 10.0 £ 1.1 et 4.7 £ 0.7 ng/ml; n = 6) lorsqu’infusé
(50 pl/min pendant 3 min) dans I’artére pulmonaire du poumon de cobaye isolé et
perfusé. Nous observons que ’ET-1(1-31) est capable de stimuler la libération de TxB, et

6-céto-PGl,« mais a une concentration dix fois plus élevée que celle de I'ET-1.



Figure 11 Profil de libération du TxB; (A) et du 6-céto PGF;, (B) induit par ET-1 (5
nM; O )et ET-1(1-31) (5 nM; B et 50 nM; A& ) dans le poumon isolé et perfusé du
cobaye. Chaque point représente la moyenne + | erreur standard moyenne d’au moins

cing expériences.
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3.1.1 Effet des antagonistes BQ-788 et BQ-123 sur la libération d’eicosanoides
induite par PET-1 et PET-1(1-31) dans le poumon de cobaye isolé et perfusé

de cobaye

Dans une autre série d’expériences, le traitement du poumon perfusé de cobaye
avec |’antagoniste sélectif du récepteur ETg, BQ-788: 5 nM et 10 nM; 15 min, diminue
significativement la libération de TxB, et de 6-céto-PGl;, induite par I'ET-1 (libération
maximale 2.9+ 10 et 1.5 £ 0.2 n = 5, BQ-788 4 5 nM) (Figure 12) et 'ET-1(1-31)
(libération maximale 1.3+ 0.3 et 09+ 0.1, n =5, BQ-788 a 10 nM) (Figure 13). D’autre
part, le traitement avec ’antagoniste sélectif du récepteur ET4, BQ-123 (1 uM; 15 min),

n’a aucun effet sur la libération d’eicosanoides par ces deux peptides.

3.1.2 Effet d’un inhibiteur enzymatique, le thiorphan sur la Ibération
d’eicosanoides induite par PET-1 et PET-1(1-31) dans le poumon de cobaye isolé et

perfusé de cobaye

Le traitement du poumon de cobaye perfusé avec le thiorphan (25 pM; 60 min),
un inhibiteur de la NEP 24.11, abolit significativement la libération de TxB, (Figure
14A) et de 6-céto-PGl,, (Figure 14B) induite par la big ET-1 (100 nM) (libération
maximale 1.8 +0.5et08 £ 0.2 n=35)et TET-1(1-31) (50 nM) (libération maximale 1.9

+06e0910.1, n=5).



Figure 12 Libération de TxB, (A) et 6-céto PGF, (B) induite par ET-1 (5 nM ) en
absence (O ) et en présence de BQ-123 (1 uM; ® ) ou de BQ-788 (5 nM;  #dans le
poumon isolé et perfusé du cobaye. Chaque point représente la moyenne + 1’erreur

standard moyenne d "au moins cinq expériences. *P < 0.05 relatif a la valeur control en

utilisant le test ANOV A suivit du Dunnett.
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Figure 13 Libération de TxB; (A) et 6-céto PGFi, (B) induite par ET-1(1-31) (50 nM )
en absence (O ) et en présence de BQ-123 (1 uM;® ) ou de BQ-788 (5 nM; aet 10 nM
® ) dans le poumon isolé et perfusé du cobaye. Chaque point représente la moyenne +

1 ’erreur standard moyenne d’au moins cing expériences. *P < 0.05 relatif a la valeur

control en utilisant le test ANOVA suivit du Dunnett.
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Figure 14 Libération de TxB, (A) et PGF,, (B) induite par ET-1(1-31) (50 oM ) en
absence (1 ) et en présence de thiorphan (25 pM; ® ) et par la big ET-1(100 nM) en
absence (¢ ) et en présence de thiorphan (25 pM; ¢ ) dans le poumon isol€ et perfusé du
cobaye. Chaque point représente la moyenne + 1 erreur standard d’au moins cing

expériences. *P < 0.05 relatif a la valeur control en utilisant le test de t-Student .
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3.2 REPONSE HEMODYNAMIQUE DE L’ET-1, LA BIG ET-1 ET DE ’ET-1(1-

31) CHEZ LE LAPIN ANESTHESIE

Afin d’évaluer et de caractériser les effets hémodynamiques ainsi que le
métabolisme in vivo de 'ET-1(1-31), nous avons utilisé le modéle du lapin. Ainsi, nous
avons étudié effet du ET-1(1-31) sur la PAM du lapin anesthésié. Nous avons ensuite
utilisé des antagonistes des récepteurs de I'ET (BQ-123 et BQ-788) ainsi que des
inhibiteurs de I'ECE et de la NEP (phosphoramidon, CGS 35066 et thiorphan) afin de
caractériser cet effet hémodynamique. Finalement, nous avons étudié la métabolisation de
PET-1(1-31) a 'aide de dosage plasmatique d’ET-1(1-31) et ’ET-1 afin de vérifier si

PET-1(1-31) était converti en ET-1 in vivo.

Pour déterminer si 'ET-1(1-31) agissait comme un précurseur de 'ET-1, nous
avons tout d’abord comparé le profile hémodynamique de ’ET-1(1-31) avec ceux de
'ET-1 et de la big ET-1, chez le lapin anesthésié.

La pression artérielle moyenne chez le lapin anesthésié est de 50.6 + 3.5 mmHg (n
=10S5). L’administration intracardiaque d’ET-1 (0.25 nmol/kg) induit une réponse
biphasique composée d’une phase dépressive (-11.0 £ 0.3 mmHg; n = 6), pendant la
premiére minute suivant {’administration de I’ET-1, suivit d’'une phase pressive soutenue
(25.6 £ 47 mmHg; n = 6) (Figure 15). Contrairement a ’ET-1, la big ET-1 (1 nmol/kg)
et 'ET-1(1-31) (1 nmol/kg) n’induisent qu’une phase pressive soutenue (monophasique)
(373 £ 2.4 et 33.7 + 3.4 mm Hg respectivement; n = 10 et n = 5 respectivement) (Figure
1S5). Nous observons donc que les profils hémodynamiques de la big ET-1 et de 'ET-1(1-

31)a | nmol/kg sont similaires.



Figure 15 Cinétique de I’effet presseur provoquée par I’injection intra-cardiaque d’ET-1
(0.25 nmol/kg; ®m ), de big ET-1 (1 nmol/kg;® ) et ’ET-1(1-31) (1 nmol/kg;0 ) chez le
lapin anesthésié. Chaque point représente la moyenne + I’erreur standard moyenne d’au

moins six expériences.
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Les courbes doses-réponses de la big ET-1 (0.01 a 1 nmol/kg; n > 4) et de ’ET-
1(1-31) (0.01 a 2.5 nmol/kg; n = 4) sont présentées a la Figure 16. La réponse pressive

maximale de la big ET-1 et de 'ET-1(1-31) augmente en fonction de la dose injectée (i.e.

effets presseurs dose-dépendantes).

3.2.1 Effet des antagonistes BQ-123 et BQ-788 sur la réponse hémodymamique de la

big ET-1, PET-1(1-31) et PET-1 ) chez le lapin anesthésié

Dans une autre série d’expériences, nous avons voulu déterminer si 'ET-1(1-31)
agissait via les deux types de récepteurs de |’endothéline.

Un prétraitement avec l’antagoniste du récepteur ETs (BQ-123 :1 mg/kg
intracardiaque), 5 minutes avant I’administration de la big ET-1 (1 nmol/kg) réduit
significativement la phase pressive induite par 'injection de cet agoniste (P<0.05; n = 7)
(Figure 17A). Par contre, un prétraitement avec !’antagoniste du récepteur ETg (BQ-
788 : 0.25 nmol/kg intracardiaque) 5 min avant I’agoniste augmente la phase pressive
(P<0.05; n=8) (Figure 17A).

Dans le cas de PET-1(1-31) (1 nmol/kg), et de facon similaire aux résultats
obtenus avec la big ET-1, un prétraitement avec I’antagoniste du récepteur ETA (BQ-
123: 1 mg/kg intra cardiaque) avant [’administration de ce peptide, réduit
significativement la phase pressive (P<0.05; n = 8) (Figure 17B). En revanche, un
prétraitement avec 1’antagoniste du récepteur ETg (BQ-788: 025 nmol/kg
intracardiaque) augmente la phase pressive (P<005; n = 7) (Figure 17B). Nous
observons donc que les réponses pharmacologiques de UET-1(1-31), en absence et en

présence d’antagonistes, sont similaires a celles rapportées par la big ET-1.



Figure 15 Cinétique de I’effet presseur provoquée par I’injection intra-cardiaque d’ET-1
(0.25 nmol/kg; m ), de big ET-1 (1 nmol/kg;® ) et ’ET-1(1-31) (1 nmol/kg;0 ) chez le
lapin anesthésié. Chaque point représente la moyenne + I’erreur standard moyenne d’au

moins Six expériences.
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Figure 16 Courbes doses-réponses des augmentations maximales de la PAM provoquées
par I'injection intra-cardiaque de big ET-1 (1 nmol/kg;0 ) et ET-1(1-31) (1 nmol/kg;
®) chez le lapin anesthésié. Chaque point représente la moyenne *+ 'erreur standard

moyenne d’au moins quatre expériences.
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Par ailleurs, nous avons noté qu’un prétraitement avec I’antagoniste du récepteur
ETa (BQ-123: 1 mg/kg intracardiaque) prolonge la phase dépressive et réduit
significativement la phase pressive induite par I’administration d’ET-1 (0.25 nmol/kg)
(P<0.05; n = 4) (Figure 18). Cependant un prétraitement avec ’antagoniste du récepteur
ETg (BQ-788 : 0.25 nmol/kg intracardiaque) abolit la phase dépressive mais augmente la

phase pressive (P<0.05; n = 4) (Figure 18).

3.2.2 Effet des inhibiteurs phosphoramidon, CGS 35066 et thiorphan sur la réponse

hémodymamique de la big ET-1, PET-1(1-31) et PET-1 chez le lapin anesthésié

Par la suite, dans le but d’évaluer si P’ET-1(1-31) nécessitait un clivage via ’'ECE
ou la NEP pour médier son action, nous avons utilisé divers inhibiteurs de ces enzymes
en présence d’ET-1(1-31).

Un prétraitement avec le phosphoramidon (5 mgkg intra cardiaque), un
inhibiteur non spécifique de ’ECE et de la NEP, 5 minutes avant I’administration de la
big ET-1, réduit significativement la phase pressive induite par cet agoniste (de 37.3 +
24337+ 15 mmHg; P<0.05; n = 4) (Figure 19). Un prétraitement avec le CGS 35066
(1 mg/kg intracardiaque; 15 min avant I’agoniste), un inhibiteur sélectif de 'ECE (JENG
et al., 2000), réduit significativement la phase pressive (de 37.3 £2.4 4 6.5 £ 1.9 mmHg;
P<0.05; n = 4) (Figure 19). Un prétraitement avec le thiorphan (1 mg/kg intracardiaque;
15 min avant ’agoniste), un inhibiteur spécifique de la NEP, réduit significativement
mais de fagon beaucoup moins importante la phase pressive qui suit Pinjection de big

ET-1(de373+244a 285+ 1.9 mm Hg; P<0.05; n =5) (Figure 19). Ainsi, on observe



Figure 17 Cinétique de Ueffet presseur provoqué par la big ET-1 (1 nmol/kg) (A) et
PET-1(1-31) (1 nmol/kg) (B), en absence ( g ) ou en présence des antagonistes des
récepteurs ET,4 et ETg, le BQ-123 (1 mg/kg, O ) et le BQ-788 (0.25 mg/kg, U)
respectivement, chez le lapin anesthésié. Chaque point représente la moyenne + 1’erreur
standard moyenne d’au moins cing expériences. *P < 0.05 relatif a la valeur control en

utilisant le test ANOVA suivit du Dunnett.
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Figure 19 Effet du phosphoramidon (5 mg/kg;® ), du CGS 35066 (1 mg/kg; @) et du
thiorphan (1 mg/kg; [ ) sur les variations maximales de la PAM provoquées par la big
ET-1 (1 nmol/kg), PET-1(1-31) (1 nmol/kg) ou ’ET-1 (0.25 nmol/kg) () chez le lapin
anesthésié. Chaque colonne représente la moyenne + ’erreur standard moyenne d’au
moins cing expériences. *P < 0.05 relatif a la valeur control en utilisant le test ANOVA
suivit du Dunnett. **P < 0.05 relatif aux valeurs comparées en utilisant le test de t-

Student.
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que 'ECE semble jouer un réle beaucoup plus important que la NEP, dans les effets
hémodynamiques de la big ET-1.

Dans le cas de PET-1(1-31), un prétraitement avec le phosphoramidon (5 mg/kg
intra cardiaque), abolit la phase pressive qui suit I’administration de cet agoniste (de 33.7
+ 3.4 2305+ 04 mmHg; P<0.05; n = 5) (Figure 19). Un prétraitement avec le CGS
35066 (1 mg/kg intracardiaque) réduit significativement la phase pressive mais de fagon
beaucoup moins importante qu’avec le phosphoramidon (de 33.7 + 3.4 a 21.1// £ 2.33
mm Hg; P<0.05, n = 4) (Figure 19). Par contre, un prétraitement avec le thiorphan (1
mg/kg intracardiaque) réduit significativement la phase pressive et ce, de fagon beaucoup
plus efficace qu’avec le CGS 35066 (de 33.7 + 3.4 a 44 = 1.5 mmHg; P<0.05, n = 4)
(Figure 19). Dans le cas de 'ET-1(1-31), on note donc que la NEP semble jouer un role
beaucoup plus important que 'ECE dans les effets hémodynamiques de ce peptide.

Les divers inhibiteurs utilisés dans cette étude (phosphoramidon, CGS 35066 et
thiorphan) ne provoquent aucune variation significative de la réponse hémodynamique

induite par 'ET-1 (Figure 19).

3.3 EFFET DE L’INJECTION INTRA CARDIAQUE D’ET-1(1-31) SUR LA
PRESENCE PLASMATIQUE DE ET-1(1-31) ET D’ET-1 CHEZ LE LAPIN

ANESTHESIE

Afin de déterminer si PET-1(1-31) était bien métabolisé en ET-1 pour médier son
action, nous avons effectu¢ des dosages plasmatiques d’ET-1(1-31) et I’ET-1.
Ainsi, suite a 'injection intracardiaque d’ET-1(1-31), il y a une augmentation

significative des concentrations d’ET-1(1-31) dans les échantillons sanguins prélevés
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durant les 2 premiéres minutes suivant I’injection (de 91.5 +7a 20481.9 £+ 2076.5 pg/ml;
2 min : 3737.4 + 851.5 pg/ml; P<0.05, n = 4) (Figure 20). Cette concentration d’ET-1(1-
31) diminue au fil du temps, jusqu'a revenir a la concentration retrouvée avant I'injection
(S min: 171735 + 394.2 pg/ml; 10 min : 534.9 + 161.9 pg/ml; 15 min: 330.8 + 98.5
pg/ml; 30 min : 154.8 + 28.15; n = 4) (Figure 20).

L’injection intracardiaque d’ET-1(1-31) provoque aussi en paralléle une
augmentation significative des concentrations d’ET-1 dans les échantillons sanguins
prélevés 1 minute aprés 'injection (de 7.8 + 1.8 4 31.8 = 0.6 fmol/tube; P<0.05, n = 5)
(Figure 20). Cette augmentation de la concentration d’ET-1 est significativement
maintenue au fil du temps (2 min : 294 £ 0.6 fmol/tube, P<0.05;, 5 min: 276 £ | 2
fmol/tube, P<0.05; 10 min : 23.4 £ 1.8 fmol/tube, P<0.05; 15 min : 20.4 £ 1 2 fmol/tube,

P<0.05; 30 min : 18.0 £ 1.2, P<0.05; n = 5) (Figure 20).



Figure 20 Effet de l’injection intracardiaque d’ET-1(1-31) (1 nmol/kg) sur la
concentration plasmatique d’ET-1(1-31) (A) ou d’ET-1 (B) immunoréactif (ir), en
fonction du temps, chez le lapin anesthési¢. Chaque colonne représente la moyenne +
I’erreur standard moyenne d’au moins quatre expériences. T 0 = avant injection. *P <

0.05 relatif a la valeur T 0 en utilisant le test ANOVA suivit du Dunnett.
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DISCUSSION

4.1 IMPLICATION DE L’ENDOPEPTIDASE NEUTRE 24.11 ET DU
RECEPTEUR ET; DANS LA LIBERATION D’EICOSANOIDES INDUITE PAR

L’ET-1(1-31) DANS LE POUMON DE COBAYE ISOLE ET PERFUSE

Dans les expériences in vivo de HONORE ef al. (2002) chez le cobaye anesthésié,
il avait €té entre autre observé que ’ET-1(1-31), tout comme ’ET-1 et la big ET-I,
provoquait une augmentation de la pression d’insufflation pulmonaire (PIP) suite a son
injection systémique chez le cobaye anesthésié. De plus, il a été¢ démontré que ces
augmentations de la PIP étaient inhibées par I’indométhacine, un inhibiteur de la COX,
ce qui suggérait une implication des eicosanoides dans ces effets. Des études antérieures
dans notre laboratoire ont démontré que 'ET-1 ou la big ET-1 provoquait la libération
d’eicosanoides lorsqu’ils étaient infusés, via I'artére pulmonaire, dans le poumon de
cobaye 1solé et perfusé (D’Orléans-Juste ef al., 1994; Lewis ef al., 1999). Ainsi, 1l était
intéressant de vérifier 'effet de PET-1(1-31) sur la libération d’eicosanoides dans ce
modele expérimental.

Dans une premiére série d’expériences, nous avons démontré que UET-1(1-31),
comme D’ET-1, induit la libération de thromboxane A, et de prostacycline dans le
poumon de cobaye perfusé, suggérant que ’ET-1 et TET-1(1-31) partage des propriétés
pharmacologiques similaires dans cet organe. D’autre part, nous rapportons que 'ET-1(1-
31) est moins puissant que PET-1 puisqu’il faut des concentrations dix fois plus élevées
que celle de ’ET-1 pour observer un effet significatif de {"isoforme a 31 acides aminés,

sur la libération d’eicosanoides.
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Dans une deuxiéme série d’expériences, nous démontrons que la libération de
thromboxane A, et de prostacycline survient uniquement via ’activation des récepteurs
ETg dans le poumon de cobaye par les deux agonistes (ET-1, ET-1(1-31)). Ces résultats
confirment les résultats antérieurs d’une autre étude de notre laboratoire concernant la
libération ETg-dépendante de thromboxane A, dans ce modéle expérimental
(D’ORLEANS-JUSTE ef al., 1994). De plus, nos résultats indiquent que PET-1(1-31) ne
démontre pas une plus grande sélectivité pour le récepteur ET4, puisque qu’il doit agir
sur le récepteur ETg pour induire la libération d’eicosanoides, ce qui n’est pas en accord
avec les hypothéses rapportés dans certaines études qui avancent que 'ET-1(1-31) est un
agoniste sélectif du récepteur ET, (MAZZOCCHI et al., 2000; REBUFFAT et al,
2001).

Finalement, nous avons déterminé la contribution de la NEP 24.11 dans les
propriétés pharmacologiques de 'ET-1(1-31) dans ce modele expérimental. L’effet
inhibiteur du thiorphan sur la libération d’eicosanoides stimulée par PET-1(1-31) suggére
la production d’un métabolite bioactif de ’ET-1(1-31) généré par la NEP 24.11. De plus,
la réponse de la big ET-1 est aussi inhibée par le thiorphan comme rapporté
précédemment par LEBEL ef al. (1996) dans leurs études effectuées sur des bandelettes
de tissu parenchymateux de poumon de cobaye. Ainsi, la NEP régule I’action de 'ET-
1(1-31) et de la big ET-1.

Nous pouvons ainsi suggérer que 'ET-1(1-31) nécessite un clivage enzymatique
(via la NEP), générant ainsi de 'ET-1 qui agira via les récepteurs ETg pour induire la

libération d’eicosanoides. Ces résultats confirment ceux obtenus in vivo par HONORE er
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al. (2002) qui avait observé une diminution importante de 'effet du ET-1(1-31) sur la
PIP en présence de thiorphan.
Suite a cette étude, nous avons utilisé le modéle du lapin in vivo afin de continuer

la caractérisation de ce nouveau peptide.

42 IMPLICATION DES RECEPTEURS ET, ET ET; AINSI QUE DES
ENZYMES NEP 24.11 ET ECE DANS LES REPONSES HEMODYNAMIQUES

DE L’ET-1(1-31) CHEZ LE LAPIN ANESTHESIE

Tout d’abord, nous avons vérifié si 'ET-1(1-31) agissait comme un précurseur
lorsqu’il était injecté, de fagon intracardiaque via la carotide, chez le lapin. Nous avons
constaté que I'ET-1(1-31), tout comme la big ET-1 a la méme dose, a un profil
hémodynamique monophasique (vasoconstriction). L’ET-1 pour sa part a un profil
biphasique (une phase de vasodilatation suivit d’une phase de vasoconstriction). Ainsi,
I'ET-1(1-31) adopte un profil hémodynamique qui ressemble beaucoup plus a celui de la
big ET-1 (un précurseur) qu’a celui de 'ET-1 (un métabolite actif). Les courbes doses-
réponses de la big ET-1 et de 'ET-1(1-31) nous démontrent que ces peptides ont des
effets vasoconstricteurs et ce, de fagon dose-dépendante.

Par la suite, nous avons fait des études avec les antagonistes des récepteurs ET
(BQ-123) et ETg (BQ-788) afin de vérifier si PET-1(1-31) agissait via les deux
récepteurs de 'endothéline. Ces études nous ont révélé que PET-1(1-31) agit, comme la
big ET-1 et 'ET-1, via les deux récepteurs de I’endothéline puisque les antagonistes des
deux récepteurs de I’ET affectent la réponse hémodynamique du ET-1(1-31) chez le lapin

anesthésié. Ainsi, comme dans |’étude sur le poumon de cobaye perfusé, nous réfutons
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"hypothése selon laquelle ’ET-1(1-31) serait un agoniste sélectif ET, (MAZZOCHI es
al., 2000; REBUFFAT ef al., 2001). De plus, notre étude confirme d’autres travaux
réalisés dans notre laboratoire, sur ce méme modéle animal, qui mentionnent que le
récepteur ETg est impliqué dans les effets hypotenseurs des endothélines et le récepteur
ET 4 dans les effets vasoconstricteurs (GRATTON ef al,, 1997, 2000). La différence de
profil entre I’ET«I (biphasique) et la big ET-1 (monophasique) s’expliquerait par le fait
que ET-1 générée suite 4 la conversion de la big ET-1 n’active que peu ou pas les
récepteurs ETp vasodilatateurs (HALEEN er al, 1993). De plus, les études de
GRATTON et al. (1997, 2000) ont suggéré que I’absence d’eftet hypotenseur de la big
ET-1 est dlie 4 une conversion lente de celle-ci par ’ECE, mais aussi par une production
insuffisante d’ET-1 pour activer massivement les récepteurs ETg, méme en présence d’un
antagoniste ETA. Il est a noter que la libération d’ET-1 par les cellules endothéliales se
fait de fagon polarisé. En effet, les cellules endothéliales produisent 'ET-1 mature (suite
a la conversion de la big ET-1 par 'ECE) principalement du coté des cellules musculaires
lisses vasculaires et non vers la lumiéres des vaisseaux (Davenport & Russell, 1999).
L’ET-1 produite est ainsi plus facilement accessible aux récepteurs ET, présents sur les
celluies musculaires lisses (médient une vasoconstriction) qu’aux récepteurs ETg présents
sur les cellules endothéliales (médient une vasodilatation) (Figure 8)
Expérimentalement, 'ET-1 ifljecté de facon systémique est donc tout d’abord accessible
aux récepteurs ETg des cellules endothéliales exposées a la lumiére des vaisseaux
sanguins (effet hypotenseur) et ensuite aux récepteurs ET4 des muscles lisses vasculaire
(effet vasoconstricteur). Dans le cas de l'injection systémique de big ET-1, le lieu de

conversion en ET-1 mature, face basolatérale des celllules endothéhales, facilite
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’accessibilité du peptide actif aux récepteurs ET, (sur les muscles lisses), favorisant la
vasoconstriction sur la vasodilatation dans les premiéres minutes suivant l'injection
(masquant ainsi |’effet hypotenseur). Les résultats obtenus suite a I’injection systémique
d’ET-1(1-31) nous laisse croire que celui-ci agirait par un mécanisme similaire a celui de
la‘ big ET-1 (et donc subirait un clivage du coté des cellules musculaires lisses).

Dans une autre série d’expériences, nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques
et non spécifiques de I’ECE et de la NEP (phosphoramidon, thiorphan et CGS 35066)
afin de vérifier si 'ET-1(1-31) nécessitait un clivage en un métabolite pour effectuer son
action vasocontrictrice, comme démontré précédemment dans le cas de la big ET-1
(FUKURODA et al, 1990; GRATTON et al., 1997). 1l a été démontré que le thiorphan,
un inhibiteur spécifique de la NEP, est significativement plus efficace que le CGS 35066,
un inhibiteur spécifique de 'ECE, pour inhiber effet du ET-1 (1-31), suggérant une
contribution plus importante de la NEP que de ’ECE dans le mécanisme d’action du ET-
1 (1-31). De plus, nous avons observé que ’ECE semble beaucoup plus importante que la
NEP vis a vis les effets engendrés par la big ET-1. Ainsi, les résultats de ces expériences
supportent I’ hypothése selon laquelle ’ET-1 (1-31) agit via la production d’un métabolite
actif (HAYASAKI-KAJIWARA er al., 1999). A noter que I’absence de sept acides
aminés en C-terminal de la big ET-1 (pour produire de ’ET-1(1-31)) provoquerait une
diminution de I’affinité pour ’ECE mais une augmentation de I’affinité dans le cas de la
NEP. L’étude de OHNAKA ef al. (1993) avait d’ailleurs démontré I'importance de la
région C-terminale de la big ET-1 dans le processus de clivage par 'ECE. Ainsi, la NEP
serait beaucoup moins importante que I’ECE dans la production d’ET-1 a partir de la big

ET-1 in vivo chez le lapin anesthésié.
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Finalement, nous avons fait des expériences de dosages plasmatiques afin de
vérifier si I'injection intracardiaque d’ET-1(1-31) chez le lapin anesthésié se traduisait
par le métabolisme de cette nouvelle molécule pour produire un peptide vasoactif, en
occurrence 'ET-1. Des études réalisés dans notre laboratoire ont déja démontré que la
big ET-1 était métabolisée en ET-1 (augmentation des niveaux plasmatiques d’ET-1,
sensible au phosphoramidon, suite a ’injection de big ET-1) afin de produire son effet
vasoconstricteur chez le lapin anesthésié (GRATTON ef al., 1997, 2000). Cette méme
observation a été faite chez ’homme (PLUMPTON et al., 1995). Nos résultats
“démontrent qu’il y a une augmentation de PET-1(1-31) dans le plasma sanguin suite a
'injection intracardiaque d’ET-1(1-31) et que ce peptide disparait en fonction du temps
par un processus de métabolisation (via 'ECE et la NEP pour produire de ’ET-17), de
dégradation (divers peptidase) ou d’élimination (lors de son passage au niveau d’organes
tel le foie, le rein et le poumon). D’autre part, nous avons observé une augmentation de
PET-1 dans le plasma sanguin suite a U'injection d’ET-1(1-31) immunoréactive. Cette
augmentation d’ET-1 est probablement di & la transformation de I’ET-1(1-31). L’ET-
1(1-31) agirait donc en tant que précurseur, comme la big ET-1.

Ainsi, nous confirmons I’hypothése selon laquelle PET-1(1-31) n’a pas d’action
en lui-méme mais agit plutdt via son métabolisme en ET-1, un peptide vasoactif qui agit
sur les deux récepteurs de I’endothéline pour produire ses effets hémodynamiques chez le
lapin anesthésié. Ces résultats représentent la deuxiéme étude in vivo avec VET-1(1-31)

et démontrent enfin une nouvelle voie de biosynthése de PET-1 (via TET-1(1-31)).
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4.3 PERSPECTIVES

Pour faire suite a ces expériences, il serait pertinent de faire des études de dosages
plasmatiques d’ET-1(1-31) et I’ET-1 suite a I'administration d’ET-1(1-31) en présence
d’un inhibiteur de la NEP (phosphoramidon ou thiorphan). Ceci afin de vérifier, en un
premier temps, si cet inhibiteur peut bloquer la disparition (ou métabolisme) de 'ET-1(1-
31) dans le plasma, et en un deuxiéme temps s’il peut bloquer ’apparition d’ET-1 dans le
plasma (métabolite de 'ET-1(1-31)). De plus, ces études permettraient de vérifier 1’effet
de la réactivité croisée de UET-1(1-31) pour le kit RIA de PET-1, sur nos résultats de
dosages de 'ET-1 (comme il a été fait pour la big ET-1 dans I’étude de GRATTON et al ,
1997). Ainsi, ces expériences renforceraient notre conclusion selon laquelle 'ET-1(1-31)
est métabolisé en ET-1 in vivo via la NEP.

Nous avons observé dans notre étude que la spécificité pour I'ECE et la NEP
n’était pas la méme vis a vis la big ET-1 et FET-1(1-31). L’ECE est plus spécifique que
la NEP pour la big ET-1 et vice versa dans le cas de PET-1(1-31). Il y a une différence de
7 acides aminés entre ces deux peptides. Il serait pertinent d’étudier les interactions des
différentes endothélines avec I’'ECE et la NEP (sur les sites d’action de ces enzymes).
Pour ce faire, il existe des structures tridimensionnelles de ces différents peptides et
protéines qui pourraient servir a cette étude d’interactions (big ET-1 : PETO et al., 1996;
ECE-1: SAMSON et al., 1998, BUR et al, 2001; NEP : OEFNER ef al., 2000,
Tiraboschi et al., 1999).

Finalement, plusieurs études mentionnent que 'ET-1(1-31) serait potentiellement
impliqué dans diverses maladies telles I’athérosclérose (NAKANO ef al., 1997,

YOSHIZUMI et al, 1999, NAGATA ef al., 2000) et ’asthme (GOLDIE et al, 2000). 1



a d’ailleurs été démontré qu’il y a une présence accrue de la chymase dans ces maladies
(HAMADA et al., 1999; MITANI ef al, 1999). 1l serait donc intéressant de faire des
études sur PET-1(1-31) en condition pathologique en utilisant des modeéles animaux tel le
cobaye asthmatique ou le lapin athérosclérose. Nous pourrions ainsi vérifier I’implication
de 'ET-1(1-31) dans ces conditions pathologiques afin d’élaborer des traitements plus

efticaces pour ces maladies.

CONCLUSION

Les résultats présentés dans cette étude caractérisent in vitro (poumon de cobaye
1solé et perfusé) et in vivo (lapin anesthésié; deuxiéme étude in vivo a ce jour avec ce
nouveau peptide) les effets pharmacologiques de 'ET-1(1-31) et permettent de mieux
comprendre le mécanisme d’action de ce nouveau peptide de la famille des endothélines.

Nous avons tout d’abord constaté in vifro, dans le poumon de cobaye perfusé, que
PET-1(1-31) induisait la libération d’eicosanoides via le récepteur ETg. Nous avons aussi
montré que la NEP régule I’action de 'ET-1(1-31) en le clivant en un métabolite actif
(possiblement le ET-1).

Nous avons ensuite observé in vivo, chez le lapin anesthésié, que I’ET-1(1-31)
induisait une vasoconstriction, similaire a celle de la big ET-1. De plus, nous avons
démontré que UET-1(1-31) agit sur les deux récepteurs de I’endothéline et qu’il produit
son action via sa conversion (principalement par la NEP et de fagon moins importante par
ECE) en un métabolite actif (potentiellement PET-1).

Finalement, nous avons démontré que 'ET-1(1-31) est métabolisé en ET-1 in vivo

chez le lapin anesthésié. Ainsi, UET-1(1-31) agit via son métabolisme (par la NEP et
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PECE) en ET-1, un peptide actif qui agit sur les deux récepteurs de |’endothéline pour
produire ses effets.

Il existe maintenant deux voies de biosynthése de ’ET-1 : une premiére passant
directement de la big ET-1 en ET-1 via un clivage par 'ECE; et une seconde, récemment
découverte, impliquant une nouvelle endothéline comme intermédiaire, 'ET-1(1-31), qui
est clivé en ET-1 par la NEP et 'ECE.

Des études ultérieures in vivo et in vifro permettront d’établir le role de ce
nouveau peptide de la famille des endothélines dans la physiologie du systéme cardio-

vasculaire, ainsi que son implication en conditions pathophysiologiques.
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