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L'objectif majeur de la présente Cnide Ctait de vérifier La contribution modulaaice 
des récepteurs de type ET, dans les effets vasoconstricteurs de l'endothéline-1 dans le 
rein isolé et perfùsé de lapin. Dans un premier temps, des antagonistes sélectifs des 
récepteurs de type ET, (BQ-123, BMS 182874). ETB (BQ-788) et mixtes ETA/ETB (SB 
209670, BQ-238 et BQ-928) ont tt6 caractérisés pharmacologiquement dans des 
préparations vasculaires contenant un seul type de récepteurs à 17endoth61ine soit l'artère 
carotide (ET,,) et pulmonaire (ET,, en utilisant un agoniste sélectif des récepteurs de type 
ETB (IRL-1620)) de lapin. Dedmen t ,  de façon a determiner la concentration dite 
efficace de l'antagoniste ETB le BQ-788, nous avons évalué la capacité de ce dernier a 
bloquer la libération de prostacyline stixndée par l'endoth6line-1 dans le poumon perfusé 
de lapin. Nous avons par la suite démontré que le BQ-788 bloquait les propriétés 
vasodilatatrices de I'EDRF (stimulé par I'endothéhe-1) au niveau de la Nculation rénale 
de lapin, phénomène qui est sensible à un inhibiteur de I'oxide nitrique synthase. Ensuite, 
nous avons montre que dans un système où l'activation des récepteurs de type ET,, est 
responsable de la vasoconstriction et l'activation des récepteurs de type ET, de la 
vasodilation, les antagonistes sélectifs des récepteurs de type ET, (BQ123 et BMS 
182874) ou mixtes E'îA/ETB qui possèdent une plus grande affinité pour les récepteurs de 
type ET, (SB 209670 et BQ-238) n'induisent pas d'hyperréactivité I'endoth6line-1 dans 
le rein perfûsé de lapin. Au contraire, les antagonistes sélectifs des récepteurs de type ETB 
(BQ-788) ou mixtes ETA/ETB qui possèdent une plus grande affinit6 pour les nkepteurs 
de type ETB (BQ-928) interfèrent efficacement et de façon prolongée avec l'antagonisme 
physiologique dépendant des récepteurs de type ETB endothéliaux des effets 
vasoconsaicteurs de l'endothéline- 1 chez le lapin. Ces observations supportent I'hypothhse 
que lors d'une pathologie d'origine vasculaire où il y a hypersécrétion d'endothéline, le 
blocage des capacités vasodilatrices endothéliumd6pendantes des récepteurs de type ETB 
entraînerait une accentuation des propriétés vasoconsmcaices de ce puissant 
vasoconstricteur peptidique. 



INTRODUCTION 

L'endothélium vasculaire, cette monocouche qui tapisse tous les vaisseaux sanguins 

a et6 longtemps considéd comme une simple barriere physique. En 1976, MONCADA 

et al. ont été les premiers A rapporter que les cellules endoth6iiales sécrètent un agent 

vasodiiatateur dérivé de la cascade de l'acide arachidonique, la prostacycline 0. 

Quelques années après, FURCHGO'IT & ZAWADZKI (1980) ont d6monaé que cette 

couche monocellulaire sécrète un second agent vasodilatateur, appelé facteur relaxant 

dérive de l'endoth6lium (EDRF). En 1985, HICKEY et al. ont rapport6 un troisième 

facteur vasoactif qu'ils ont appelé facteur contractile dérivé de I'endoth6lïum. Ces auteurs 

ont demontre que cet autacoide est thennolabile, probablement de nature peptidique et 

qu'il induit un effet constricteur, il lente cinétique d'entrée en action, sur plusieurs types 

de vaisseaux sanguins isolés. Ces observations préliminaires ont 6té confimikes en 1988 

par le groupe de YANAGISAWA et al. qui a isolé un peptide de 21 acides amines, 

l'endotheline-1 (ET-1), partir du surnageant de culture de cellules endothéliales 

aortiques porcines. Après ces importantes études, l'endothélium vasculaire est maintenant 

considkrt comme une glande paracrine et endocrine qui joue un rôle dans l'homéostasie 

cardiovasculaire. De plus, cette monocouche est kgalement considérée comme le site 

majeur de sécrétion du plus puissant vasoconstricteur connu ce jour, l'endothbline-1. 



La famille des endothtlines est composée de trois peptides (figure 1). 

i'endothdlhe- 1, l'endothéline-2 et Itendothélinee3 qui sont respectivement contenus dans 

la structure peptidique de trois précurseurs, les prépro-endothChesesl,2 et 3 qui 

proviennent de l'expression de trois ghes  differents @VOUE et al. 1989). La figure 2 

illustre les e t a p  postraductio~e~es de la synthèse intraceiiulaire de Pendothéline-1, 

i'isofome principal libéré de l'endothélium vasculaire, ii partir de la prépr~ndothéline- 1. 

Lors de la première étape, une endopeptidase de type fuTine (DENAULT et al. 1995) 

clive la pdpro-endothéline-1 (composé de 212 acides amines chez l'Homme) entre les 

résidus Ar82 et Cys " et les résidus et Nag3. Par Ia suite, une ou des 

carboxypeptidases clivent les deux aunes acides amines basiques en C-terminal pour 

générer la big-endothdine-1 (composé de 38 acides aminds chez l'Homme). Ce peptide 

est transfom6 en son métabolite actif, l'endotheline- 1, suite à l'hydrolyse enzymatique du 

lien ~ f l - ~ a l ~ ~  par le biais de ï'enzyme de conversion de i'endothdline (ECE). 

L'ECE a été cloné pour la première fois par SHIMADA et al. (1994), à partir de 

cellules endotheliales, vasculaires et pulmonaires de rat. Cette protéine a un poids 

moléculaire apparent de 126 KDa sur gel de polyacrylamide en présence d'un détergent, 

le sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE). De plus, cet enzyme possède dix sites potentiels 

de N-glycolysation, une &@on transmembranaire unique et une séquence consensus dans 

sa portion C-terminale pour la chdation du zinc. Récemment, m i s  isofomes de I'ECE 

(ECE-la, ECE-lb et ECE-2) ont été caract&is& et rapport6s par XU et al. (1994), 



Endothkline- 1 (humaine) 

2. Endoth6line-2 (humaine) 

3. Endothéline-3 (humaine) 

Figure 1 Stmcture primaire des endothélines humaines. Les cercles noirs illustrent 

les acides aminés différents de ceux présents dans la smcture de l'endoditline-1 (tirée 

de WEBB, 1991) 



Humaine 
(2i2 aa) 

Endopeptidases purine ) 
+ 

Carboxypeptidases 

~rp') 

Cys ~ e r  go 

B ig-endothéline- l 

Enzyme de Conversion de 1'Endothéline 

9 
=> sensible au phosphoramidon 

Endothéline- 1 Big-endothéline- 1 (22-38) 

Figure 2 Biosynthèse des endothélines. (tirée de GRATTON, 1995) 
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EMOTO et al. (1995) et TAKAHASHI et al. (1995). Le clivage du Iien 'I'rpZL-V@ de 

la bigendothdline- 1 par cet enzyme sensible au phosphoramidon g6nère l'endoth6he- 1 

et un hgment C-tesminal de la big-endothéhe-1, le fragment 22-38, qui est inactif 

lorsqu'injecté de façon infra-artérielle chez le lapin (D'oRLÉANs-JUSTE et al. 1991). 

1.2 PEÂRMACOLOGIE DES ENDOTAÉLINES 

Près de 8 ans après sa découverte, le puissant peptide vasoactif, i'endothéline-1, 

se voit conf6rer un rôle de moduiateur endogène du tonus vasculaire dans plusieurs 

espèces animales et chez l'Homme (HAYNES & WEBB, 1994). Chez ce dernier, un 

antagoniste sélectif des rBcepteurs de type ETA, le BQ- 123 lorsqu'administré localement 

induit une augmentation très significative du flot sanguin dans l'art2ze brachiaie de 

l'avant-bras chez l'homme (HAYNES et al., 1994). 

Alors que dans plusieurs dysfonctions du système cardiovasculaire, une 

augmentation significative du taux circulant d'endothéline avait kt6 rapportée 

(BATTISTINI et al., 1993), un rôle de l'endoth6line-1 dans l'étiologie de plusieurs de ces 

maladies vasculaires, a dû attendre ravenement d'antagonistes spBcifiques. Ces t en 1993, 

que le groupe de CLOZEL et al. a rapporté pour la premi5re fois l'efficacit6 d'un 

antagoniste non peptidique de l'endothéline, le RO 46-2005 qui agissait su.  les deux types 

de récepteurs de l'endothbline jusqu'à maintenant reconnus, soit le récepteur de type ETA 

(ARAI et al., 1990) et le récepteur de type ETB (SAKURAI et al., 1990). 

Caractéristiquement, lorsqu'administrée par voie intraveineuse. dans 
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plusieurs espèces animales, i'endoth6line induit un effet h y p o t e n s ~  hansitoh suivi d'un 

effet presseur trés prolong6 chez le rat, le lapin et chez L'Homme (DENUCC1 et ai.. 1988; 

ROBERTS-THOMSON et al., 1994; HAYNES et al., 1995). Il avait été initialement 

suggére que l'activation de récepteurs de type ETA de l'endothdine Ctait responsable pour 

les effets vasoconstricteurs de ces peptides alors que la stimulation des récepteurs de type 

ETB (localisés sur l'endoth6lium) etait responsable de ces effets hypotenseurs et 

vasodilatatem dus ii la libération de facteurs relaxants dérivés de l'endothélium 

(EDRF)@ENUCCI et al., 1988). 

Or, les observations subséquentes dans des vaisseaux isolés de rat et de lapin, ont 

démontré pharmacologiquement la possible contribution des récepteurs de type ET, 

responsables de la vasoconstriction des vaisseaux sanguins de faible résistance (veines et 

artères pulmonaires)(MORELAND et al., 1992; WHlTE et al., 1993). La possible 

participation des deux types de rBceptem de l'endothéline dans les effets 

vasoconstricteurs de ce peptide, a motivé le ddveloppement d'antagonistes mixtes des 

deux types de récepteurs (CLOZEL et al., 1994). Suite à la publication originale sur le 

Bosentan (un antagoniste mixte de deux générations de la compagnie Hoffman Laroche) 

(CLOZEL et al., 1994). plusieurs autres compagnies ont dkveloppé des antagonistes 

agissant sur les deux types de récepteurs, tels que le SB 209670 (OHLSTEIN et al., 1994) 

et le PD-145065 (DOHERTY et al., 1993). 



1.3 R&EPTEURS DES ENDOTHÉLINES 

Peu de temps après la découverte et la caract6risation pharmacologique des 

endothélines, WARNER et al. (1989) rapportaient une dponse biphasique, vasodilatation 

transitoire suivie d'une vasoconstriction soutenue, suite à l'ariministration d'endothéhe-1 

dans la vascularisation artérielle du lit mésentérique isolt de rat. Dans cme ttude, 

l'endothéline-1 &ait beaucoup plus puissante que l'endotheline-3 induire des effets 

vasoconstricteurs alors que les deux peptides étaient équipotents en terme d'agents 

vasodilatateurs dans cette préparation. Suite ces résultats, ANGGARD et al. (1990) 

suggdraient deux types de récepteurs pour l'endoth&ine, soit le récepteur de type ETA sur 

lequel l'endothéline-l est plus puissante ou Quipotente à l'endothéline-2 qui a son tour, 

est plus puissante que l'endoth6line-3 et le récepteur de type ETB sur lequel les trois 

endo thklines sont équipo ten tes. 

Ces hypothèses ont été confirmées par les publications simultanées de ARAI et 

al. (1990) et de SAKURAI et al. (1990) qui ont cloné et séquencé le récepteur de type 

ETA et le récepteur de type ETB, respectivement Ces deux types de récepteurs, formés 

chacun d'une chaîne d'environ 420 acides amines (48 KDa), font partie de la familie de 

récepteurs qui possèdent sept domaines aansmembranaires et qui sont couplés aux 

protéines G, plus spécifiquement G*, (KELLY et al., 1990). Ces deux types de récepteurs 

aux endoththes ont une homologie de saucture d'environ 50 % (KARNE et al., 1993). 

Le tableau 1 iiiustre les caractéristiques biochimiques des récepteurs de type ETA et de 

type ETB, leurs ligands naturels et leurs agonistes sélectifs ainsi que les effets 



TABLEAU 1 

Caractéristiques biochimiques et ph811118dopiques des 

récepteurs des endoth4Iines 

Récepteurs 

- - 

Clonage 

Poids moléculaire 

Effecteurs 

Mécanismes 
d'action 

PLC, P L 4  
DAG, PKC, II$, f ca2+ 

- -. - 

PLC, P L 4  
DAG, PKC, IP,, fe 

ET- 1XT-2>ET-3 ET- 1=ET-2=ET-3 Puissances des 
ETs 

- - -- 

Localisation 
vasculaire 

muscle iisse endothélium 
muscle iisse 

Fonctions vasoconstriction vasodilatation 
vasoconstriction 

IRL 1620 
BQ-3020 

Agonis tes 
s6lectifs 
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pharmadogiques vasculaires modulés par ces deux types de récepteurs. 

Lorsque ces récepteurs sont actives par des ligands, leurs protéines G activent la 

phosphoiipase C (PLC) ou la phospholipase 4 (PLAJ. La voie de l'activation de la PLC 

produit deux second messagers: l'inositol triphosphate (IP,) et le diacyl-giydrol (DAG). 

Les IF3 mobilisent le calcium cytoplasmique et le DG est responsable de I'activation de 

la proteine kinase C (PKC). Cetic cascade d'bvhernents intradulaires induit des 

m6canismes contractiles (cellules musculaires) ou sécrétoires (cellules 

endothelides)(REMBOLD et al., 1991). La voie de l'activation de la PL& mene ii la 

formation de rnbtabolites de 1' acide arac hidonique. 

De façon g6nérale. au niveau vasculaire les effets vasoconstricteurs de 

l'endothéline-1 sont médiks par les récepteurs de type ETA situés uniquement sur le 

muscle lisse alors que la vasodilatation. suite & la libération d'EDRF, est médiée par les 

récepteurs de type ETB localisés uniquement sur l'endoth6lium. Cependant, CLOZEL et 

al. (1992)(in vivo) et MORELAND et al. (1992)(in vitro) ont rapport6 que l'activation des 

récepteurs de type ETB au niveau du muscle lisse pouvait égaiement induire une 

vasoconstriction chez le rat, 

La caractérisation pharmacologique des deux types de récepteun des endothélines 

a et6 rendue possible grâce au dbveloppement dagonistes et d'antagonistes spécifiques et 

sélectifs pour chacun des types de r6cepteurs. En 1992. IHARA et al. ont tté les premiers 

3î rapporter un antagoniste sélectif des récepteurs de type ET,, le BQ-123 (tableau II). Le 

BQ-3020 et l'EU 1620, deux agonistes sélectifs des récepteurs de type ET, ont et6 

rapportés par SAEKI et al. (199 1) et TAKAI et al. (1992), respectivement. Quelques 



TABLEAU II 

Structures et caract&istiques des antagonistes des récepteurs 

des endot hélines 

BMS 
182874 

peptiâique,P.M.:6 10.40 
INARA et al., 1992. 

5-(dimethfiamino)-N-(3,4-dimethyl-5-isoxaz01y1)- 1 - 
nap thalenesulp honamide 

non-peptidique, P.M.:345.42 
STEIN et ai., 1994. 

- - - - - - . - - -- - 

N - c i s - 2 , 6 - d i m e t h y l p i p e n d i n 0 ~ a ~ b o n y i - L ~ - D -  1 - 
methoxycarbon y 1 tryp top hanyl-D-norleucine 

peptidique, P.hk663.79 
ISHIKAWA et al., 1994. 

peptidique, P.M.:721.58 
communication personnelle 

peptidique, P.M.:654.58 
FUKAMI er al, 1995. 

[(+)-( 1 S ,2R, 3S)-3-(2-carboxymethoxy-4-methox yphen y )  1 - 
(3,4methyienedioxyphenyl)-5-(prop- 1 - yloxy)indane-2- 
carboxylic acid] 
non-pep tidique, P.M.:564.50 
OHLSTEIN et al., 1994. 
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annees apr& ISHIKAWA et al. (1994) ont rapport6 un antagoniste sélectif des récepteurs 

de type ETB, le BQ788 (tableau II). Ces diffhnts outils phamiawlogiques ont pamis 

la caractérisation des réponses induites par les endothélines tant in vivo que in vitro 

(D'oRLÉANs-JUSTE et al., 1992, 1994; WARNER et al., 1994; WHITE et ui., 1994) 

1.4 SOUS-TYPE DE RÉcEPTEURS DE TYPE ET, 

Les observations de WARNER et ai. (1993). dans plusieurs pr6parations 

vasculaires et non vasculakes isolées, avaient permis Zi ces auteurs dV&nettre I'hypothhe 

que les endothélines induisaient leurs effets myompes via l'activation de trois sous-types 

de récepteurs distincts soient le récepteur de type ET,. le récepteur de type ET,-1 (présent 

sur l'endothélium) et le récepteur de type ET,-2 (présent sur le muscle lisse vasculaire). 

Cette identification pharmacologique de deux sous-types de récepteurs de type ETB avait 

été rendue possible il l'aide d'antagoniste mixte, le PD442893 qui possédait une plus 

faible afîiinitk pour bloquer les propri6tés vasocons~ctices de l'endothéline dans 

l'estomac de rat qu'à bloquer les propriétés libératrices de I'EDRF par ce même peptide. 

Toutefois, cette hypothèse de deux sous-types de récepteur de type ETB n'a jamais 

Cté confîrmée biochimiquement ou par biologie moléculaire. En effet, jusqu'h présent un 

seul type de récepteur ETB a été rapporté. De plus, CLOZEL et al. (1995) ont aussi 

rapporté qu'il n'y avait pas d'evidence phamiacologique permettant de distinguer deux 

sous-types de récepteur de type ET, compte tenu du fait que, leur antagoniste sélectif des 

récepteurs de type ETB et non-peptidique, le RO 46-8443 bloquait avec la même affinité 



types de réceptem. 

Suite aux observations initiales de YANAGISAWA et al. (1988), Ie groupe de 

DENUCCI et al. (1988) a d6mond que les effets presseurs de l'endothéline- 1 chez le rat 

anesthesi& étaient atténues par une libémtion concomitante de prostacycline et dYEDRF 

vasdilatrice, identifie comme &nt l'oxyde nitrique (PALMER et al., 1987). Les résultats 

de WARNER et al. (1989) ont permis d'identifier que le récepteur de type ETB 

responsable de la libCration d'EDRF possédait une affinité apparente identique pour 

I'endothéluie-1, I'endothdline-2 et I'endothéIine-3 par opposition il l'activation des 

récepteurs de type ETA musculaires sur lesquels l'endothéline-l possède une beaucoup 

plus forte affinité que l'endoth6line-3. 

11 semble donc que lorsque l'endothéline-1 exogène est adminise par voie 

innavasculaire chez l'animal anesthésié, l'activation de récepteurs de type ET, 

endothéliaux induit un antagonisme physiologique des effets vasoconstricteurs ddpendants 

des rtkepteurs de type ETA tant in vivo chez le rat anesthbsie (ISHIKAWA et  al., 1994) 

qu'in vino dans le rein perfusé de lapin (D'oRLÉANs-JUSTE et al., 1994). 



1.6 ANTAGONISTES DES RÉCEPTEURS DES ENDOTHÉLINES 

Comme mentiomb précédemment, la caract6risation pharmacologique des 

récepteurs des endoth6lines a et6 rendue possible grâce au dkveloppement d'antagonistes 

pour ces récepteurs (tableau II). 

Le BQ-123, un antagoniste sélectif des récepteurs de type ETA, développé par 

MARA et al. (1992) a été le premier outil pharmacologique utilisé en paraU&le avec 

l'ordre de puissance des endothélines naturelles pour caractériser ces récepteurs. Ce 

compod, hautement spécifique, est un analogue du BE-18257, un antagoniste naturel i d  

a partir d u  produit de fermentation de Streptomyces misakensis. Le BQ123 est un 

antagoniste peptidique (5 acides arnin&)(tableau II) et compétitif. Iî inhibe la liaison de 

l'[lzr]endothéline-l au récepteur de type ETAS des cellules du muscle lisse vasculaire 

d'aorte de porc, avec un 1% de 7.3 n M  @IARA 2t d., 1992). Par contre, ce composé 

n'a pratiquement aucune affinité pour le récepteur de type ETB des membranes ceébrales 

de porc OC, de 18 1iM) 

Ce n'est qu'en 1994 qu'un puissant antagoniste des h p t e u r s  de type ETB, le BQ- 

788, a étt  rapporte par ISHIKAWA et al.. Ce composé provient de modifications 

d'antagonistes tripeptidiques, eux-même dérivés des bases de la relation struc~ue-activite 

d'antagonistes tel que le BQ-123. Le BQ-788 est un antagoniste peptidique (tableau II), 

compétitif, spécifique et puissant. Il inhibe la liaison de 1'12S~-endoth6he-l au récepteur 

de type ETB, des membranes cérdbrales de porc, avec un IC, de 0.9 nM. Cet antagoniste 

posdde un 1% de 280 nM pour les récepteurs de type ETA du muscle lisse de Partke 
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coronaire porcine (ISHMAWA et ai., 1994). 

Le BMS 182874. tout comme Le B Q  123, est un antagoniste sélectif des récepteurs 

de type ET, (STEIN et al., 1994). Cependant, sa nature non-peptidique le rend actif 

oralement et permet son utilisation dans des thdrapies de longue durée. Le BMS 182874 

provient d'études de saucture-activité effectllées sur des ligands benzène-sulfonamide 

(tableau II). Cet antagoniste compétitif et spécifique inhibe la liaison de 

~'['~~IJendodiCline-1 au récepteur de type ETA, des membranes des cellules A10, avec un 

IC, de 150 nM (STEIN et al., 1994). 

Le SB 209670, est un antagoniste non-sélectif des récepteurs de type (ETh/ETB) 

rapport6 par OHLSTEIN et al. (1994). Cet antagoniste possède une structure non- 

peptidique (tableau II) provenant de modèles des confoxmations de l'endoth6line-1. Le SB 

209670 inhibe la liaison de l'ls~-endothéline-l sur le récepteur de type ETA, humain et 

clone avec un Ki de 0.2 nM et sur le récepteur de type ETB, humain et clon6 avec un Ki 

de 18 nM (OHLSTEIN et al., 1994). Ce composé est spécifique, compétitif et actif 

oralement- 

Tout récemment, FüIGWI et al. (1995) ont d&eloppd deux antagonistes mixtes 

des récepteurs de type ETA/ETB, le BQ-928 et le BQ-238. Le tableau II illusa la 

structure peptidique de ces composés qui provient de modifications du BQ-123 et du BQ- 

788. Le BQ-928 inhibe la liaison de 1'['2(r]endoth&ne-1 aux récepteurs de type ETA, des 

membranes du muscle lisse de l'aorte de porc, avec un IÇ,, de 3.8 n M  et inhibe la liaison 

de l'['~endotht9ine-l aux récepteurs de type ET,. des membranes cérébrales de porc, 

avec un IC, de 0.81 nM (F'üKAMI et al., 1995). 



1.7 EFFETS RÉNAUX DE L'ENDOTHÉLINE 

Les premières évidences des effets rénaux de I'endothéhe ont 6tt5 rapportées par 

RAE et d. (1989) alors qu'il avait été démontré qu'une infusion de 5 minutes 

d'endothéline-1 B une concentration de 10 nM induisait une augmentation de la résistance 

vasculaire dans cet organe et une libération concomitante de prostacycline vasodilatatrice. 

Des études ult&ieures, chez le chien anesthésie ont démontré que des doses 

subressives d'endothéline-1 induisaient une réduction importante du flot rénal et de la 

filtration glomérulaire (CHOU et al., 1990, TSUCHlYA et al., 1990). Les observations 

de ces deux groupes. ont permis de suggérer que la circulation rénale lorsque cornparte 

aux autres circuits syst6miques était excessivement sensible aux effets vasoactifs de 

l'endotheline exoghe. 

De même, des études récentes par HEMSEN et al. (1995) ont démontré qu'en 

doublant les concentrations plasmatiques endogènes d'endothéline- 1 chez des sujets sains, 

une réduction de la filtration glom6ruiaire et du flot rénal pouvait être détectée. 

Compte tenu de la grande sensibilitb de la vascularisation rénale aux effets 

vasoactifs de l'endothéline-1, nous suggerons comme hypothh unificatrice que 

l'endothdium tapissant les vaisseaux sanguins rénaux agit non seulement comme une 

barrière physique à l'endothéline exoghe m a i s  aussi comme barrière physiologique 
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puisqu'elle sécrète, suite B l'activation de ses propres récepteurs de type ET,, 

suffisamment d'EDRF pour agir comme antagoniste physiologique des eflets constricteurs 

du puissant peptide vasoactif. 

Si nom hypothèse s'avère vraie, l'utilisation d'antagonistes sélectifs des dp teurs  

de type ETA par rapport aux antagonistes mixtes des récepteurs de type serait 

thérapeutiquement avantageuse puisqu'ils n'altéreraient pas cette ddfense 

anatomophysiologique de la couche endoth6We aux effets constricteurs de l'endothéline. 

1.9 BUTS DE L'ÉTUDE 

Le but principal de la présente h d e  est, en premier lieu, d'identifier l'affinité 

apparente d'antagonistes selecrifs des récepteurs de type ET,, de type ETB ou mixtes des 

récepteurs de type ETA/ETB sur des préparations vasculaires monoréceptorielles possédant 

chacune un seul type de récepteur, deuxi8ment. de vérifier l'affhit6 apparente de ces 

antagonistes contre les effets presseurs de I'endoth6line-1 dans le rein isoM et pemisé de 

lapin, pour enfin verifier la réactivité vasculaire rénale 2 I'endotheline- 1 suite au retxait 

des antagonistes des endothelines (6tudes de réversibiiité). 



2.1 ANIMAUX UTILISÉS 

2.1.1 Lapins 

Toutes les expériences ont Cté effectuées sur des lapins albinos de race Nouvelle- 

Zélande et de sexe mâle ou fernelie. Ils proviennent tous de la ferme Brisebois à 

Fleurimont (Qu6bec) et sont utilisés lorsque lem poids se situent autours de 1.6 à 2.5 Kg. 

2.1.2 Éthique 

Les manipulations sur les animaux suivent le guide du Conseil Canadien de 

Protection des Animaux et sont approuvées par le comité d'éthique sur la recherche 

animde de la Faculte de Médecine de l'université de Sherbrooke. 

2.2.1 Organe isoU 

Une solution de Krebs (1 17.5 nM de NaCl, 4.7 RM de KCI, 1.2 nM de Khp04, 2.5 

nM de CaCl&O, 1.2 n M  de MgSO4.7T!&O, 25 nM de NaHCO,, 5.5 nM de glucose) 

oxygdnée (95% O2 ; 5% 0 9  et il une température de 37°C est perfusk Zi un d6bit de 5 

Wmin via l'arthre du rein ou du poumon isol6 de lapin (voir section 2.3). Ce dernier est 

place à l'interieur d'une chambre thermostatée à 37OC. Un transducteur de pression 
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Statham (modèle P23 AC) et un physiographe Grass (modèle 79) sont ualisés, 

mpectivement, pour dCtecter et enregistrer les variations de pression de perfusion. 

2.2.2 Tissus isd& 

Des bains, qui contiennent 10 ml de la solution de Krebs oxygénée (95% 4 ; 5% 

CO2 décrite précédemment B laquelle 1 pM d'indodthacine est ajouté, sont maintenus 

à une température de 37°C. Les tissus, isolés et plongés dans les bains, sont attachés et 

relies B des transducteurs isométriques de force type FT 03C Les vaiations de tensions 

sont enregistrées sur un physiographe Grass (modéle 7-D) 

2.3 PRÉPARATIONS PHARMACOLOGIQUES 

2.3.1 Rein isolé 

Un lapin est sacrifie par sectionnement de 1'6pine dorsale. L'mère rénale est 

dégraissée puis cannulée à l'aide d'un cathdter Portex de grosseur 6FG. Le système 

vasculaire rend est perfusc! avec une solution de Krebs contenant 100 Unité/ml 

d'héparine. Le rein est dégraisst et install6 dans le système décrit dans la section 2.2.1. 

Le lit vasculaire dnal est compod de nombreuses ramifications. Essentiellement, 

le sang atteint le rein par l'arthre rénale (haute pression) et se f ige vers le glomCnile oh 

les embranchements se complexifient: dans le cortex externe l'art&iole efférente 

provenant du glomérule se divise en réseau de capillaires entourant les tubdes avant de 

rejoindre la veine confluente. Dans le cortex interne, le sang quittant le glomérule peut 



emprunter une de ces deux voies: via les capillaires paitubulaires autour de l'anse de 

Henlé et des tubes collecteurs dans le cortex inteme et dans la méduiia e x m e  pour 

rejoindre les veines interlobulaires; ou via la vasa recta descendante pour foinnir la 

méciulla inteme avant de retourner par la vasa recta ascendante dans la substance 

médullaire jusqu'g la veine arquée. 

2.3.2 Poumon isolé 

Après le sacrifice de l'animal, la cage thoracique est ouvene, les ventricules sont 

sectionnes en deux et l'artère pulmonaire est cannulée avec un cathkter de grosseur 6FG 

afin de pemiser l'arbre vasculaire pulmonaire avec un Krebs héparine (100 Unit&ni). Le 

lobe gauche inférieur est isolé et sa bronche interne est cannulée afui de goder le lobe 

avec de l'air ambiant L'art&re du lobe pulmonaire est cannulée et immédiatement 

perfusée 2 l'aide du système mentionne ci-haut 

2-33 Artère carotide 

Suite au sacrifice du lapin, l'artère carotide est isolée puis dtgraissée. Des segments 

de 3 & 5 mm sont d6nudtSs mécaniquement de lYendoth6lium et install~s sur des crochets 

de platine. Ces tissus sont rapidement immergés dans des bains (voir section 2.2.2) sous 

une tension initiale de 2 g. 
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23.4 Artere pulmonaire 

Immtdiatement après le sacrifice de l'animal, l'artère, pulmonaire est isolée, 

d6graissée et découpée en bandellettes d'une Iongeur de 10 à 15 mm et d'une largeur de 

3 B 4 mm. Ces demi- sont d6nudées mécaniquement de l'endothélium et mises dans 

le système décrit plus haut (section 22.2). Une tention initiale de 1 g est appliquée. 

2.4.1 Composés peptidiques 

Les composés peptidiques utilisés et leurs structures primaires sont énumérés dans 

le tableau III. L'endothCline-1, l'endoth6he-2, I'endothéline-3 ainsi que I'IRL 1620 

proviennent d'Amencan Peptide Company (Sunnyvale, CA, USA). Le BQ-123, le BQ- 

788, le BQ-928 et le BQ-238 sont foumis par Banyu Pharmaceuticals (Tsukuba, Japon). 

L'angiotensine II est synth6tisée dans les laboratoires du Dr D. Regoli (Université de 

Sherbrooke, Canada). Tous les peptides sont dissous dans une solution saline tampon& 

avec du phosphate (BPS; pH 7.4) et 5 % de DMSO est employé pour diluer les 

antagonistes. 



TABLEAU III 

Peptide 

Ang II 

BQ-123 

BQ-788 

BQ-928 

BQ-238 

ET4 (humaine) 

ET-2 (humaine) 

ET-3 (humaine) 

IRL 1620 

Liste des campoc& peptidigues 

Structure primaire 

Asp-Arg-Val-Tyae-His-Pro-Phe 

Voir tableau II 

Voir tabIeau II 

Voir tableau II 

Voir tableau II 

Voir figue 1 

Voir figure 1 

Voir figure 1 

S uc-Asp-Glu-Glu-Ala-Vd-Tyr-Phe-Na--- 

Trp-COOH 
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2.43 Compas& non-peptïdiques 

Pour avoir la liste des composés non-peptidiques ainsi que leurs provenances, il faut 

se réferer au tableau IV. Le SB 2û9670 et le BMS 182874 sont dissous dans du PBS (pH 

7.4). Un tampon ais (02 M de Trizma-base) est utilise dans la préparation de 

l'indom6thacine. 

2.5 PROTOCOLES EXPÉRXMENTAUX 

2.5.1 Rein isolé 

Après un temps d'équilibration d'une heure, trois infusions successives de 5 min 

d'agoniste (50 pi/min) sont effe~tUh à intervalle d'une heure. Dans certaines 

expériences, des antagonistes sont infusés 15 min avant la deuxiéme infusion de I'agoniste 

(ou 30 min pour le L-NAME) et maintenus jusqu'g l'obtention du plateau de constiction. 

Pou. dbtenniner la quantite de pmstacycline Libérée, des échantillons de 5 ml (1 min) de 

l'effluent rénal sont effectués deux minutes avant, pendant et 10 minutes après l'infusion 

de I'agoniste. Un m6tabolite stable, le dcet~-PGF~, est dosé selon la mCthodologie 

décrite dans la section 2.5.3. 



TABLEAU IV 

Nom générique 

BMS-182874 

Hdparine 

hdométhacine 

-OC~~O-PGF,, 

6-dto-PGF,, 

6-&O-PGF,,antisérum 

L-NAME 

PBS 

SB 209670 

Trima- base 

Trizma-HCl 

Liste des composés non-peptidiques 

Source 

B nstol-Myers Squib b pharmaceutical Research Institute 

Organon Teknika 

Sigma Chernicals 

Amersham 

Cayman Chemical 

Sigma Chemicals 

Sigma Chemicals 

Sigma Chernicals 

S mi thkline Beecham p hannaceuticals 

Sigma Chernicals 

Sigma Chemicals 
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25.2 Poumon isdh 

Après une période d'6quiübration de 90 min, une infusion de 5 min d'agoniste (50 

@/min) est effectuée. Dans certaines expériences, l'infusion d'un antagoniste debute 15 

min avant celle de I'agoniste et se termine suite à l'obtention du plateau de constriction. 

Des échantillons de 5 ml (1 min) de l'effluent pulmonaire sont récoltés avant (2 min), 

pendant et après (10 min) I'infûsion de l'agoniste. Ces collectes sont utilisées pour doser 

le &&O-PGF,, tel que décrit dans la sectîon suivante. 

2.53 Essai radio-immunologique 

La méthode de SALMON (1978) est utilisée pour doser, par essai 

radioimmunologique (RIA), la concentration de 6-céto-PGF,, des pemisats pulmonaires 

et r6naux. Les antisérums sont reconstitués dans 10 ml d'une solution tampon cris (50 

nM; pH 7.4) qui contient 0.1% de gelathe et 0.1% d'azide de sodium pour donner une 

solution qui possède une liaison spécifique d'environ 50%. Cet antisénim a une réactivite 

croisée de lOO% avec le 6-céto-PGF,, de 4% avec le FG&, de 0.6% avec le TxB, et 

nulle avec les peptides utilisés. Une courbe standard est préparée avec 50 pl des 

concenmtions de 6-céto-PGF,, de 20, 10, 5, 2, 1 et 0.5 nglml diluées dans une solution 

de m s  (50 mM; pH 7.4). 50 pl des pemisats sont disnibues dans des tubes. 50 pi 

d'antisérum puis 50 pl de 6-céto-PGF,, marqué au tritium (environ 2000 cpm) sont 

ajoutés aux tubes. Finalement, des tubes indiquant la radioactivit6 totale, la liaison non- 

spécifique et la liaison totale sont préparés selon le protocole suivant: 



& m i n  tris 1 250 lil 

standard 1 
échantillon 1 

liaison non- hison standards khan- 
-que male dion 

Chaque tube est agite, ferme et incubé ii 4OC pour un temps d'équilibration de 10 

à 16 heures. 100 pl d'une solution de tampon tris contenant 2% de charbon active et 

0.4% de dextran est utilisk pour séparer le ligand non-lié à son anticorps du ligand Lié. 

Après une incubation de 10 min & 4OC, les tubes sont centrifug6s (Bec- TJ-6) à 1500 

g pour une durée de 12 min et & une température de 4OC. La radioactivit6 du surnageant, 

dilue dans 4 ml de liquide B scintillation, est comptée (Wallac, 1409). La concentration 

de 6-c6to-PGFIa de chacun des échantillons est tvaluée il l'aide de la courbe standard. 

2.5.4 M è r e s  carotide et pulmonaire 

Le milieu d'incubation des artères carotide ou pulmonaire est changt aux 15 min 

durant une période d'équilibration d'une heure. Avant chaque expérience, l'absence 

d'endothélium est confirmée par l'incapacité du tissus précontracté avec I'angiotensine 

II (10 nM) à relaxer en réponse Zt l'ac&ylcholine (1 pMJ. Suite Zi un dernier lavage, une 

courbe concenaation-contraction est effectuée pour des concentrations cumulatives de 0.01 

nM à 0.25 pM d'endothéline- 1 et de 0.025 nM ii 0.1 pM d'lRL 1620. L'endothéline- 1 est 

utilisé cornme agoniste sur le muscle lisse de l'artere carotide de lapin pour obtenir une 
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préparation monoréceptorielle de type ETA alors que l'utilisation de I'lRL 16îû sur le 

muscle de l ' z r th  pulmonaire de lapin permet d'obtenir une préparation monoréceptoneUe 

de type ET, (CALû et ol., 1996). Dans certaines expériences, l'antagoniste est injecté 15 

min avant l'agoniste dans le but de déplacer la courbe concentration-réponse vers la 

h i  te. 

2.6 PARAMÈTRES PHARMACOLOGIQUES 

L'affinite apparente (IÇJ des antagonistes dans le rein isole et perfusé de lapin se 

definit comme la concentration molaire d'antagoniste nécessaire pour rMuire de 50% la 

r6ponse pressive de l'endoth6line-1 (IO nM). L'affinité apparente theonque (IÇ,,) est 

obtenue par une régression linéaire qui relie la concentration de l'antagoniste avec le % 

d'inhibition. 

Pour les expériences sur les tissus isolés, des courbes concentration-contraction de 

I'agoniste en cumulatif sont effectuées. L'affinité apparente de l'agoniste pour son 

récepteur peut se d6finir en terme de EC, qui est la concentration de l'agoniste 

produisant 50% de la contraction maximale ou, en teme de PD,, qui est le logarithme 

négatif de cette concentration. D'autre courbes concentration-réponse de l'agoniste sont 

faites en présence de concentrations croissantes d'antagonistes afin de deplacer la courbe 

contrôle vers la droite. L'affinite apparente @A3 des antagonistes sur des préparations 

monoréceptonelies est le logarithme négatif de la concentration molaire requise pour 

réùuire l'effet d'une concentration double d'agoniste il celui d'une concentration simple. 
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Le pA, des antagonistes est déterminC par une régression cornpli% de Schild ( S m ,  

1949). L ' o ~ o M ~  de cette régression se d6finit comme le logarithme [(EG de l'agoniste 

en présence de conceniraiions missantes d'antagoniste/EC, de l'agoniste en absence 

d'antagoniste)-11 alors que l'abscisse repdsente le logarithme negatif des concen~tions 

croissantes d'antagoniste. Une pente Cgale B 1 indique que I'antagoniste est compétitif et 

le PA, est extrapl6 à l'abcisse. 

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne f l'kart-type pour un nombre 

n d'expériences données. Les comparaisons statistiques entre Ics groupes sont faites avec 

le test T de Student, en données pairées ou non-pairées. Les résultats sont trouvés 

significativement diff6rents lorsque la probabilite P est égale ou inf 'eure  B 0.05. 



3.1 CARA~~ÉRISATION D~ANTAGONIS~ES AUX ENDOTHELINES SUR 

DES PRÉPARATIONS VASCULAIRES MONORÉCEPTORIELLES DE 

TYPE ETA OU DE TYPE ET, 

Les amnites apparentes (PA) du BQ-928, du BQ-238. du SB 209670 et du BMS 

182874 sont ddtenninées d'abord sur le muscle lisse de l'arthe carotide de lapin, une 

préparation monoréceptonelle de type ETA (CALû et al., 1996), contre l'effet induit par 

l'endotheline-1. Ensuite, les affinités apparentes (pAJ de ces composés sont trouvées sur 

le muscle lisse de l'artère pulmonaire de lapin. Cette prc5paration. qui contient une plus 

grande proportion de récepteurs de type ETB (80 %) que de dcepteurs de type ETA (20 

96). est une pr6paration wnoréceptorielle de type ETB lorsque l'agoniste utilisé est I'IRL 

1620 (agoniste sélectif des récepteurs de type ETB)(CALO et al., 1996). L'endothehe- 1 

à des concentrations cumulatives de 0.01 nM à 0.25 ph4 induit des contractions 

concentration-dependantes de l'art&re carotide de lapin avec un PD, de 9.36 k 0.14 

développant une tension maximale de 2.2 f 0.12 g (n=21). L'IRL 1620, à des 

concentrations cumulatives de 0.025 nM Zi 0.1 pM, induit des contractions concentration- 

dCpendantes de l'artére pulmonaire de lapin avec un pD, de 8.82 f 0.10 qui développe une 

tension maximale de 1.15 f 0.10 g (n=21). 
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3.1.1 Affinités apparentes du BMS 182874, un antagoniste séiectif des récepteurs 

de type ETA 

La figure 3 iiiustre l'effet d'un traitement de i'&re carotide de lapin (A) ou de 

Partke pulmonaire de lapin (B) avec un antagoniste sélectif des récepteurs de type ET,. 

le BMS 182874. Cet antagoniste, incubé 15 min avant d'effectuer la combe concentration- 

r6ponse B i'endothéline- 1, réduit la contraction de i'arthe carotide induite par Ie peptide 

de façon concentrationd6pendante. Des concentrations croissantes (0.1 IiM, 0.5 pM et 1 

PM) de BMS 182874 deplacent vers la droite la courbe concentration-réponse de 

l'endothéline-1 sans affecter de façon significative la r6ponse maximale de celle-ci. 

L'analyse de Schild, tel que démontré dans la fenêtre de la figure 3A7 donne une affinité 

apparente ( p u  de 6.20 f 0.21 et une pente non significativement diff6rente de l'unit6 de 

1.22 f 0.22. Cependant, le BMS 182874 n'a pas deplacé vers la droite la courbe connôle 

cumulative d'IRL 1620 sur l'artère pulmonaire, même à la e s  forte concentration de 10 

PM (figue 3B). 

3.1.2 Affinités apparentes du SB 209670, un antagoniste non-sélectif des récepteurs 

de type ETA/ETB 

L'effet d'un traitement de l'artère carotide de lapin (A) ou de l'artère pulmonaire 

de lapin (B) avec, un antagoniste mixte des récepteurs de type ETA/ETB, le SB 209670 

est iïlusat5 à la figure 4. Cet antagoniste déplace de façon concentrationd6pendante la 

courbe concentration-réponse induite par l'endoth6line- 1 sur l'artère carotide. Une affinit6 

apparente ( p u  de 9.22 f 0.21 et une pente de 1.1 1 f 0.15 sont trouvks il partir d'une 



Figure 3 (A) Courbes concentration-rkponse induites par l'ET-1 (a) en absence ou 

en présence de BMS 182874 ( ~ 1  m. YS pM, 0: 10 pM) sur l'anke carotide de lapin. 

Fenêtre: r6&ression de SchiM P4:  6.20 f 0.21, pente: 1.22 f 0.22, r = 0.99. Chaque 

point représente la moyenne f l'écart-type d'au moins 5 expériences. (B) Courbes 

concentdon-réponse cumulative induites par I'IRL 1620 (O) en absence ou en prtsence 

de BMS 182874 (RIO )iM) sur l'arthe pulmonaire de lapin. Chaque point repdsente la 

moyenne f l'écart-type d'au moins 5 expériences. 



l o g m  1620 (M)] 

Figure 4 (A) Courbes concentration-dponse induites par l'ET4 (O) en absence ou 

en présence de SB 2û9670 ( ~ 5  nM, ~ 1 0  nM, 0 5 0  RhiI) sur l'm8re carotide de lapin. 

Fenêtre: régression de Schild PA2: 9.22 f 0.21, pente: 1.1 1 f 0.15, r = 0.98. (B) Courbes 

concentration-réponse cumulative induites par I'IRL 162û (a) en absence ou en présence 

de SB 209670 ( ~ 5 0  nM, ~ 1 0 0  nM, 0 : 5 0  nM) sur l'a* pulmonaire de lapin. Fenêae: 

régression de Schild PA2: 8.09 f 0.37, pente: 1.04 f 0.29, r = 0.93. Chaque point 

représente la moyenne f l'écart-type d'au moins 5 expériences. 
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régression de Schild qui exprime aois concentrations diff6rentes de SB 2û9670: 5 nM, 

10 nM et 50 n M  (fenêtre de la figure 4A). L'analyse des courbes concentration-réponse 

de la figure 4B démontre que l e  SB 2û9670 possède une affinit6 apparente @A,J de 8.09 

f 0.37 et une pente de 1.04 f 0.29 sur I'& pulmonaire (SB 209670: 50 nM, 100 nM 

et 500 nM). 

3.13 Affinités apparentes du BQ-928, un antagoniste non-sélectif des récepteurs 

de type ETA/ETB 

La figure 5 présente l'effet d'un traitement de l'artère carotide de lapin (A) ou de 

l'artère pulmonaire de lapin (B) avec un antagoniste mixte des récepteurs de type 

ETJETB, le BQ-928. Ce dernier réduit la conûaction de l'artke carotide induite par 

l'endoth6line-l de façon concentration-dépendante. En analysant la régression de Schild 

de la fenêtre de la figure SA (BQ-928: 0.1 pM, 0.5 p M  et 1 pM), on trouve une affinité 

apparente (pAJ de 7.22 f 0.21 et une pente de 1.19 i 0.19. Le BQ-928 déplace 

également la courbe concentration-r6ponse de I'IRL 1620 sur l'artère pulmonaire. Une 

affinité apparente théonque (pAJ de 8.43 f 0.04 et une pente de 1.07 f 0.08 sont 

déterminées à l'aide de trois concentrations ciifErentes de BQ-928: 10 nM, 50 nM et 100 

nM (fenêtre de la figure SB). 



Figure 5 (A) Courbes concentration-réponse induites par l'ET-1 (O) en absence ou 

en présence de BQ928 (~0.1 pM, +:OS PM, 0:l 1iM) sur l'artike carotide de lapin. 

Fenêtre: régression de Schild. Pb: 722 * 0.18, pente: 1.19 f 0.19, r = 0.99. (B) Courbes 

concentration-réponse cumulative induites par I'IRL 1620 (m) en absence ou en présence 

de BQ928 ( ~ 1 0  nM, +:50 nM. 0:lO nM) sur l'artère pulmonaire de lapin. Fenêtre: 

regession de Schild. Ph: 8.43 f 0.04. pente: 1.07 f 0.08, r = 0.99. Chaque point 

représente la moyenne f L'écart-type d'au moins 5 expériences. 
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3.1.4 Affinités apparentes du BQ-2% un antagoniste nondedit des récepteurs 

de type ETA/ETB 

L'effet d%i traitement d'un antagoniste mixte des récepteurs de type ETJETB le 

BQ-238 sur Farthe carotide de lapin (A) ou sur l'artère pulmonaire de lapin (B) est 

présente dans la figure 6. Cet antagoniste &luit la contraction de l'artère carotide à 

I'endothéline-1 et celle de l'artère pulmonaire L'CL 16U). Une a W t 6  apparente (pu 

de 7.42 f 0.22 et une pente de 0.93 f 022 sont trouvées sur l'artère carotide (BQ-238: 

0.1 ph& 0.5 jM et 1 pM)(fenêtre de la figure 6A) et un PA, de 7.05 i 0.14 et une pente 

de 1.22 f 0.22 sont calcult5s sur l'artère pulmonaire @Q-238: 0.1 pM, 0.5 pM et 1 

pM)(fenêtre de la figure 6B). 

3.2 CARACTÉRISATION DES RECEPTEURS DE TYPE ETB DANS LA 

RÉPONSE PRESSIVE RÉNALE ET DANS LA LIBÉRATION DE 

PROSTACYCLNZ PULMONAIRE 

3.2.1 Étude de ïa libération de PGI, pulmonaire induite par 19endoth4üne-1 

La figure 7 ülusa le profil de la Libération de 6-céto-PGF,, induit par l'infusion 

intra-art6rieIle dIRL 1620 ou d'endothéiine-1 en ebsence ou en pr6sence de BQ-123 ou 

de BQ-788, à travers le poumon pemise de Lapin. L'endothéline-1 (50 nM) et I'IRL 1620 

(500 nM), induisent la libération significative de dctto-PGF,, l o ~ ~ ~ u ' i l s  sont infusés 

pendant 5 min dans la circulation pulmonaVe (keto-PGF,,: de 0.25 f 0.09 n g l d  ii 3.27 

f 1.10 ng/ml, n=7, Pc0.05 pour i'endothbline-1 et 6-c6to-PGF1, de 0.44 f 0.04 n g / d  à 



Figure 6 (A) Courbes concentration-réponse induites par L'ET4 (m) en absence ou 

en présence de BQ238 ( ~ 0 . 1  PM, ~ 0 . 5  pM, 0:l p M )  sur 19art&re carotide de lapin. 

Fenêtre: régression de Schild PA,: 7.42 f 0.22, pente: 0.93 f 0.22, r = 0.95. (B) Courbes 

concentration-réponse cumulative induites par 1'IRL 1620 (a) en absence ou en présence 

de BQ238 ( ~ 0 . 1  FM, ~ 0 . 5  pM, 0:l PM) sur I'arthe pulmonaire de lapin. Fenêtre: 

régression de Schild PA2: 7.05 f 0.14. pente: 1.22 f 0.22, r = 0.97. Chaque point 

représente la moyenne f l'écart-type d'au moins 5 expériences. 



Figure 7 Profil de libération de 6-céto-PGF,, ( a m )  suite I'administration (i.a.; 

5 min) d'IRL 1620 (a500 nM) et d'ET-1 (050 nM) en absence ou en présence de BQ- 

123 (-1 pM) ou de BQ-788 (~10 nM), dans le lobe pulmonaire inf6rieur gauche i d 6  

et perfusé de lapin. Chaque point représente la moyenne f l'écart-type de 5-7 expériences. 

*P<0.05 
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3.06 f 1.23 nglml, n=5, Pd.05 pour PIRL 1620). La libération de 6-céto-PGF,, etant 

maximale, 6 B 15 min et 9 15 min après le dCbut de l'admlliistration de l'endoth6he-1 

et de I'IRL 1620. respectivemcn~ Un prémitement de 15 min au BQ788 (10 nM) abolie 

la relâche de prostacyclinc induite par I'endothCline-1 (50 nM)(dc€to-PGF,=: 0.21 f 0.03 

nghnl & 0.86 f 0.16 nglml, n=7, P4.05). Une infusion préalable de 15 min de BQ-123 

(1 IiM) ne diminue pas la libération de prostacycline causée par une infusion de 5 min 

dSendoth6line-1 (10 nM) sauf en trois points (5-7 rnin)(océto-PGF,,: 0.26 f 0.05 nglml 

il 2.89 f 0.65 ng/ml, n=7. P<0.05), superposant ainsi la courbe de libération obtenue par 

I'IRL 1620 (500 nM) (figure 7). 

3.2.2 Étude de la libération de PGI, rénale induite par I'endothéiine-1 

La figure 8 représente le profil de libération de prostacycline rénale induit par 

l'infusion intra-artérieUe.de 5 min d'endothéline-1(10 nM) en absence ou en présence de 

BQ-788 (A) ou d'angiotensine II (1 pM) en absence ou en présence de BQ-788 (B). 

L'endothéline- 1 induit la libération significative de 6-ceto-PGF,, un métabolite de la 

prostacycline 1orsqu'eUe est infusée pendant 5 min dans la kulation &nale (6-cdto- 

PGF,,: 0.35 f 0.18 ngmil B 3.19 f 0.50 ng/ml, n=8, Pc0.05). La libération de &&O- 

PGF,, &nt maximale de 5 & 7 min aprks le début de l'administration de l'endoth6line-1. 

Le preûaitement de 15 min au BQ-788 (10 nM) n'affecte pas la libération de 6-ceto- 

PGF,, induite par l'endothbline- 1 (10 nM)(dcéto-PGFIa: 0.27 f 0.09 ng/rnl à 2.7 1 f 0.35 

ng/ml, n=8). La relâche de prostacyciine induite par l'endothdine-1 (10 nM) est toutefois 

potentiée significativement par le BQ-788 (10 nM) au trois derniers points (13-15 



O 2 4 6 8 10 12 14 16 

temps (inin) 

Figure 8 Rofl de libération de 6-céto-PGF,, ( n w )  induite par I'uifusion (La; 5 

min) (A) d'ET-1 (oA0 nM) en absence ou en présence de BQ-788 (.:IO nM) ou (B) 

d ' h g  II (0:l IiM) en absence ou en présence de BQ-788 (.:IO nM), dans le rein isole 

et perfusé de lapin. Chaque point représente la moyenne I l'écart-type de 6-8 expériences. 

*P<0.05 
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min)(P<O.OS). L'Angiotensine II induit tgalement La libération significative de 6-céto- 

PGF,, lorsqu'eile est infusée pendant 5 min dans la vascularisation rénale (6-céto-PGFla: 

0.70 I 0.30 ng/ml B 3.59 i 0.60 ng/ml? n=6, Pdl.05). La libération de 6-céto-FGF,, étant 

maximale de 3 B 4 min après le dtbut de i'anministration d'angiotensine II. De plus, le 

prétraitement de 15 niin au BQ788 (10 nM) n'affecte pas la libération de 6-céto-PGF,, 

induite par l'angiotensine II (1 IiM)(octto-EGFIa: 0.26 f 0.05 nghnl B 3.40 f 0.42 ng/ml, 

n=6). 

3.23 Étude de la réponse pressive rende induite par l9endoth&he-1 

Les effets vasopresseurs de l'endotheline-l lorsqu'elle est infusée 5 min dans la 

vascularisation rénale de lapin sont prtsentés à la figure 9. L'effet du BQ-788. du L- 

NAME et du BQ-788 CO-perfud avec le LNAME sur ces réponses pressives sont 

Cgalement illustrés dans cette figure. La pression de pemision basale dans le rein isolé 

et perfusé etait de 40.2 f 1.9 mmHg (n=5 1). avant l'administration des pepîides (figures 

7-13). Une série d'expériences contrôles montre que deux infusions successives (à 

intervalle de 60 min) d'endoth6line-1 (10 nM) induisent une augmentation de pression de 

perfusion similaire (53 f 2.5 mm Hg pour la première et 57 f 3.0 nnn Hg pour la 

deuxième, n=3). L'effet presseur de l'endothéline- 1 (10 nM) est observé jusqu'ii 10 min 

après L'arrêt de son infusion. L'augmentation concentration-dkpendante de la pression de 

perfusion induite par l'endothdine- 1 (0.5 nM, 1 nM et 10 nM) est illustrée B la figure 9. 

Le BQ-788 (10 nM) infus6 15 niin avant la seconde infusion d'endothéline-1 augmente 

significativement (4 40) la rkponse pressive aux trois concentrations d'agoniste. 



Figure 9 Variations de la pression de perfision (mm Hg) induite par l'infusion (La.; 

5 min) d'ET-1 @: 1 nM, 5 nM, 10 nM et 100 nM) en absence ou en phence de BQ-788 

@1:10 nM), de L-Name (El00 PM) ou de BQ-788 (10 nM) co-infusé avec le L-Name 

(100 pM;ni), dans le rein isole et pe&d de lapin. Chaque colorne représente la moyenne 

I l'écart-type de 3-6 expériences. *P<0.05; +P<0.01 
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De plus, la figure 9 montre qu'une infusion préalable de 30 min du LNAME 

(100 pM) potentie significativement la réponse pressive induite par l'endothbline-1 (10 

nM) (53.5 f 6.7 mm Hg pour le contdle;133.4 f 7.9 mm Hg en présence de L - N W ,  

n=6, P4.01). Dans les reins prétraiés avez 100 pM de L-NAME, I'endotheline-1 (10 

nM) induit un effet presseur potentit5 qui n'est pas significativement augmenté par le BQ- 

788 (10 nM)(148.6 f 10.1 mm Hg en présence de BQ788 CO-perfust avec le L-NAME, 

n=5). Afin de s'assurer que la capacitt vasoconsmctive n'est pas atteinte avec 

l'endothéline-1 (10 nM) dans les reins prétraités au L-NAME, une Uifusion contrôle de 

I'agoniste (100 nM) est effectuée (170 f 7 mm Hg; n=3, P<0.01 lorsque comparé avec 

l'endothéline-1 (10 nM) en présence de L-NAMJ3). 

La figure 10 illustre les effets vasopresseurs de l 'IR. 1620 et de l'angiotensine 

II lorsqu'ils sont infusés 5 min dans la vascularisation arterielle du rein de lapin. L'effet 

du L-NAME sur les réponses pressives induites par I'IRL 1620 et l'effet du L-NAME et 

du BQ-788 sur les réponses pressives induites par l'angiotensine II sont également 

représentés dans la figure 8. Une infusion intra-artérielle d'IRL 1620 (0.1 PM) n'induit 

pas d'augmentation de pression de pefision rénale en absence ou en présence de L-Name 

(100 pM) (1.25 f 0.90 mm Hg en absence et 2-25 f 0.90 mm Hg en présence de L- 

NAME). De plus, l'augmentation de pression de perfusion induite par l'angiotensine II 

(1 @id) n'est pas affectée par le BQ-788 (10 nM)(29.0 f 4.25 mm Hg en absence et 23.7 

f 4.18 mm Hg en présence de BQ-788). Par contre, la pression de perfusion induite par 

l'angiotensine II (1 pM) est significativement potentiée par le LNAME (100 pMJ(22.0 

f 1.6 mm Hg en absence et 50.0 f 11.0 mm Hg en présence de L-NAME). 



Figure 10 Variations de la pression de perfusion (mm Hg) induite par l'infusion (i.a; 

5 min) d'IRL 1620 (0.1 @A) ou d ' h g  II (1 pM) en absence ou en présence de LName 

(H: 100 pM) ou induite par l ' h g  II ( l m  en absence ou en présence de BQ-788 (8: 10 

nM), dans le rein isolé et perfusé de lapin. Chaque colonne représente la moyenne f 

l'écart-type de 4-6 expériences. *P<O.OS 
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3 3  APPARENTES DES ANTAGONISTES DE L ' E N D O T H É L ~  

CONTRE L'EFFET PRESSEUR ~ N A L  DE L'ENWTHÉLINEI 

Tel que démontré il la figure 11, un @traitement de 15 min du rein au BQ928 

(100 nM, 500 nM et 1OOO aM) au BQ238 (10 nM, 50 nM, 100 nM et 500 nM) au SB 

209670 (1 nM, 5 nM, 50 n M  et 100 nM) ou au BMS 182874 (0.5 IiM, 1 pM, 5 p M  et 

10 pM) cause une réduction concentration-dkpendante de la pression de pemision induite 

par la seconde infusion d'endothdline-1 (10 nM) par rapport à la premi8re infusion 

contrôle. Un 1% de 0.4 p M  pour Le BQ-928, de 0.09 ph4 pour le BQ-238, de 0.01 phf 

pour le SB 209670, de 0.4 pM pour le BQ123 et de 2 pM pour le BMS 182874 sont 

calculés il partir d'une régression linéaire (tableau V). Dans une autre série d'expériences, 

la réponse pressive &ale ii l'infusion inm-arterielle de 5 min d'angiotensine II (1 pM) 

n'est pas affectée par le prétraitement de 15 min de chacun des antagonistes utilisés dans 

cette étude (tableau V). 



-9.0 -8.5 -8.0 -7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0 

log [antagoniste (M)] 

Figure I l  Caract6ristiques d' antagonisme (% d' inhibition), concentrationd6pendante. 

du BQ-928 (Wûû nM, 500 nM et 1000 nM), du BQ-238 (0:lO nM, 50 nM, 100 nM et 

500 nM), du BMS 182874 (~1000 nM, 5000 nM et 10 000 nM) et du SB 209670 (a:1 

nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM et 100 nM) contre l'effet presseur de l'ET4 (10 nM)(i.a; 5 

min), dans le rein isole et pemisé de lapin. Chaque point represente la moyenne de 4-10 

expériences. 



TABLEAU V 

Paramètres pharmacdogiques déaivant les activités d'antagonistes aux endothblines 

sur l'artère carotide, l'artère pulmonaire et dams le rein isde et peiiUSé de lopin 

Inactif Inactif 

BQ123 BMS- BQ788 
182874 

BQ-928 

Inactif 

9.01+ 

Inactif 
1 

II) 

RL(ET-1) 

i 

ACL: 

APL: 

IC,: 

PA,: 

RL: 

( 1: 

*: 
+: 

BQ-238 

7.22 

8.43 

: Artere carotide de lapin (agoniste:ET-1); prbparation de type ET, 

SB 
209670 

- 

Artère pulmonaire de lapin (agoniste:IRL 1620); préparation de type ETB 

7-42 

7.06 

Concentration molaire d'antagoniste nécessaire pour a u i r e  de 50 8 la réponse 
pressive de l'ET-1 (10 nM) 

9.22 

8.09 

Inactif 

0.4pM* 

Logarithme négatif de la concentration molaire d'antagoniste requise pour réduire 
l'effet d'une concentration double d'agoniste A celui d'une dose simple 

Rein isolé et perfusé de lapin 

Agoniste utilise 

Inactif 

2 p M  

Tiré de TÉLÉMAQuE et al. (1993) 
Tiré de CALO et al. (1996) 

Inactif 

Inactif 

Inactif 

0.4 pM 

, 

Inactif 

0.09 pM 
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3.4 EÉTUD DE LA RÉACTIVITÉ VASCULAIRE RÉNALE A 

L'ENDOTHÉLINE-1 SUITE AU RETRAIT DES ANTAGONISTES AUX 

ENDOTHÉLINES 

La figure 12A illustre trois infusions successives de 5 min d'endoth6he-l (10 

nM) effectuées B intervalle d'une heure dans le lit vasculaire rénal de lapin. La deuxi5me 

infusion de l'agoniste induit une augmentation de la pression de perfusion similaire à la 

première (86 f 5.6 mm Hg pour la premiih et 99.7 f 9.6 mm Hg pour la seconde, n=10). 

Enfin, la demière administration du peptide produit une blévation significative (39.1 f 7.8 

%) de la pression de @sion par rapport à la pxtmiihe (86 f 5.6 mm Hg pour la 

premiere et 117 f 5.3 mm Hg pou. la denii&e, P8.05, n=10). 

Une autre série d'exptnences contrôles (figure 12B) montre que trois infusions 

intra-art6rielle successives de 5 min d'angiotensine II (1 pM) induisent une augmentation 

de pression de perfusion r6nale similaire (27.2 f 3.0 mm Hg pour la première, 23 f 3.3 

mm Hg pour la seconde et 25.7 f 5.2 mm Hg pour la derni*=, n=6). 

La pression de perfusion de I'endoth6line-1 (10 nM) est réduite d'au moins 60 

95 par le prétraitement du rein au BQ-928 (0.5 PM), SB 209670 (0.05 PM), BQ-238 (0.1 

pM) ou BMS 182874 (5 pM) alors qu'elle est potentik par le BQ-788 (0.01 IiM)(Figure 

13A). 

La figure 13B illustre la réponse pressive du rein de lapin à la troisi8me infusion 

intra-artérielle de 5 min d'endotheline-1 (10 nM), 60 mùi aprés la fin du traitement de 15 

min au BQ-123, BMS 182874, BQ-788, BQ-928, BQ-238 ou SB 2û9670. Pour les reins 



Figure 12 Variations de la pression de perlùsion (mm Hg) induite par trois infusions 

(i.a; 5 min) successives d'ET-1 (10 nM)(A) et d ' h g  II (1000 nM)(B), dans le rein isole 

et p e f i s é  de lapin. Chaque colonne représente la moyenne f l'écart-type de 6-10 

expériences. *P<0.05 



Figure 13 (A) Variations de la pression de perfusion (mm Hg) de l'ET- 1 (10 nM)(i.a; 

5 min) en absence (O) ou en présence de BQ-788 (Rk0.01 PM), BQ-928 (6I:O.S IiM), SB 

209670 (M:0.05 PM), BQ-238 (a:O.l PM), BQ-123 (.:1 PM) ou BMS 182874 @:5 pM) 

dans le rein isolé et pefisé de lapin. *P4.05 comparé au témoin. (B) Réponse (%) du 

rein de lapin à la troisième administxation d'ET- 1 (10 nM), 60 min après le û-aitement au 

BQ-788 (Pl), BQ-928 (a), SB 209670 (a), BQ-238 (8)' BQ123 (a) OU BMS 182874 (a). 

*P<0.05 comparé la troisième infusion témoin d'ET-1 (10 nM). Chaque colonne 

représente la moyenne I l'écart-type de 5-8 expériences. 
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mités au BQ-788 (10 nM), BQ928 (500 n M )  ou BQ123 ( l m  CO-perfisé avec le BQ- 

788 (10 nM)(Tableau VI) lors de la deuxibne infusion d'endoth6line-l (10 nM), la 

troisième administration du peptide produit une augmentation significative de la Ftponse 

pressive par rapport au contrôle de mis infusions successives d'endoth6line-1 (10 

nM)(reins trait& au BQ-788: 56 f 9.0 96, n=8, Pc0.05, reins traités au BQ-928: 41.6 

15 % , n=6, Pd05 et reins traités au BQ-123 co-perfûsé avec le BQ-788: 34.2 I 10.6 

%, n=4, Pcû.05). Les reins traites au BQ-238 (100 nM), BQ-123 (1 pM) ou SB 209670 

(50 nM) lors de la seconde infusion d'endothéline-1 (10 nM), ont une rCponse B 

I'endotheline-l à la troisième infusion qui n'est pas sigrdicativernent differente du 

contrôle de trois infusions successives d'endothéline-1 (10 nM)(reins traités au BQ-238: - 

1.1 f 10.3 96, n=5, reins mites au BQ-123: 1 f 8.4 96, nt6 et reins &tés au SB 209670: 

-20.4 f 14.3 %, n=7). La réponse pressive induite par l'endothéline-1 suite au retrait du 

BMS 182874 (5 IiM) est réduite significativement par rapport aux reins non-traités (reins 

naitt?s au BMS 182874: -22.7 I 8.3 %, n=7, Pcû.05). Les variations de la réponse 

pressive de la troisième infusion d'endothéline-1 (10 nM) des reins traités aux différents 

antagonistes sont comparées, dans le tableau VI, en fonction des affmités apparentes (pAJ 

de ces composés sur les récepteurs de type ET, et de type ETB tel que dktermin6 sur 

l'artère carotide et pulmonaire de lapin. 



TABLEAU VI 

Corrélation entre les propriétés anti-ET, d%mtagon&es aux endothélines et 

I'hyperréadivité de ia r4ponse pressive de 19endothéiine-1 (ET-1) suite au retrait de 

ces antagonistes dans le rein isolé et perfusé de lapin 

Rdponse pressive de 
la troisihne infusion 
d'ET- 1 (10 nM) (%) 

(RU 

BQ-123 6.41 * 1-1 BMS 182874 6.20 

ACL: Artere carotide de lapin (agoniste:ET- 1); préparation de type ET, 

APL: Artère pulmonaire de lapin (agoniste:IRL 1620); préparation de type ETB 

PA,: Logarithme négatif de la concentration molaire d'antagoniste requise pour réduire 
l'effet d'une concentration double d'agoniste il celui d'une dose simple 

RL: Rein isolé et perfud de lapin 



DISCUSSION 

L'endothéline agit par le biais de dcepteurs qui lui sont specitlques pour induke 

differents effets vasculaires comme une vasoconstriction ou une vasodilatation. Il a 

egalement CtC Ctabli que l'activation des récepteurs des endothélines peut promouvoir la 

libération de substances endogknes vasomodulatrices tel le facteur relaxant d'origine 

endothéliale. Les rkepteurs de type ET, situés sur l'endoth6lium vasculaire médient une 

Libération d'oxide nitrique (EDRF). Les résuitats présentés dans cette dtude montrent la 

pharmacologie cardiovasculaire des dcepteurs de type ETB endothéliaux et rénaux chez 

le lapin. 

4.1 CARACTÉRISATION PHARMACOLOGIQUE D'ANTAGONISTES AUX 

ENDOTHÉLINES SUR LES RÉCEPTEURS DE TYPE ETA OU DE TYPE 

ET, 

Tel que mentiomd dans I'inaoduction, il existe maintenant de nombreux outils 

pharmacologiques pour caract6riser les récepteurs aux endothélines. Dans cette étude, 

nous avons caractdnsé certains antagonistes aux endothélines sur des préparations 

vasculaires et isolées afin de les utiliser pour la caractérisation des récepteurs de type 

ET, rénaux responsable de la libération d'EDRF. 

Sur I'art&re carotide de lapin, une préparation monoréceptorieile de type ETA, 

l'antagoniste non-peptidique et sélectif des récepteurs de type ETA, le BMS 182874 



52 

(STEIN et al., 1994) inhibe de façon concentration dbpendante et compétitive les 

contractions induites par l'endothéhe-1. L'affinité apparente @&: 6.20) de cet 

antagoniste, que nous avons 6valuée B l'aide de l ' d e  carotide de lapin, correspond B 

celle rapportée par STEIN et uf. (1994) pour ce composé sur cette même préparation 

(ph: 6.28). De plus, le BMS 182874 possède sur le récepteur de type ET, de I'arti3re 

carotide de lapin une afnnite apparente très proche de celle rapporté par CAU) et al. 

(1996) sur cette même préparation pour un antagoniste peptidique ct sélectif des 

récepteurs de type ET,, le BQ-123 @A2: 6.41). Le BMS 182874 il forte concentration n'a 

pas affect6 les contractions induites par 1'RL 1620 sur l'artère pulmonaire de lapin. Nos 

résultats démontrent donc que le BMS 182874 est un antagoniste compétitif et sélectif des 

récepteurs de type ETA. 

Sur 1'arth-e carotide de lapin, une préparation monoréceptorielle de type ET,, 

I'antagoniste non-peptidique et mixte des récepteurs de type ETA/ETB, le SB 209670 

(OHLSTEIN et al., 1994) inhibe de façon concentration-dépendante et compétitive les 

contractions induites par l'endothéline- 1, L'affinité apparente (ph: 9.22) de cet 

antagoriste, que nous avons déterminée sur les récepteurs de type ETA de l'art2re carotide 

de lapin, correspond ii celle rapport& par OHLSTEIN er al. (1994) pour ce composé sur 

une autre préparation monoréceptorielle de type ETA; l'aorte de rat ( p 4 :  9.39). Le SB 

209670 inhibe dgalement de façon concenmtion-dependante et compétitive les 

contractions induites par I'IRL 1620 sur l'anke pulmonaire de lapin; une préparation 

monoréceptorklle de type ET*. L'&te apparente de cet antagoniste @A2: 8-09), que 

nous avons calculée sur les récepteurs de type ETB de l'axtiire pulmonaire de lapin, ne 
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correspond pas exactement B d i e  rapport& par OHLSTEIN et al- (1994) pour ce 

compost sur cette même préparation @A: 7.26). Ccae différence s'explique par le fait 

que I'agoniste utilis6 par ce p u p e  cst un composC non-sélectif des récepteurs de type 

ET&TB, I'endoth6line-1. D'après CAL0 et til. (19%), I'aroère pulmonaire de lapin est une 

préparation qui contient 80 % de récepteurs de type ETB et 20 % de récepteurs de type 

ET,. Nos résultats démontrent que le SB 209670 est un antagoniste non-peptidique et 

compétitif possédant une plus forte affinité pour les récepteurs de type ETA que pour les 

rBcepteurs de type ETB. 

Sur l'artère carotide de lapin, une préparation monoréceptorieUe de type ET,, 

l'antagoniste peptidique et mixte des récepteurs de type ETJETB, le BQ-928 (FUKAMI 

et al., 1995) inhibe de façon concentrationdkpendante et compétitive les contractions de 

l'endothéline- 1. L'affùiite apparente (pA9 de cet antagoniste, que nous avons calculée sur 

les récepteurs de type ET, de i'anère carotide de lapin est de 7.22. Le BQ-928 inhibe 

également de façon concentrationdépendante et comptititive les contractions induites par 

I'IRL 1620 sur l'artiire pulmonaire de lapin; une preparation monoréceptorieile de type 

ETB. L'affinité apparente @A3 de cet antagoniste, que nous avons déterminée sur les 

récepteurs de type ET, de i'art&e pulmonaire de lapin est de 8.43. Nos r6sultats 

démontrent qu'8 l'invene du SB 2û9670, le BQ928 est un antagoniste qui possède une 

plus forte affinid pour les récepteurs de type ET, que pour les récepteurs de type ET,. 

Ces r6sultats confîlfment ceux obtenus par FUKAMI er d. (1995) qui ont rapporté que le 

BQ-928 inhibe la liaison de 1' [125~endoth&ne-l au récepteur de type ETA, des membranes 

du muscle lisse de i'aorte de porc, avec un ICS, de 3.8 nM et qu'il inhibe la liaison de 
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l'[1z~endoth61ine-1 au récepteur de type ET,, des membranes cérébrales de porc, avec 

un 1% de 0.81 nM, démontrant ainsi que le BQ928 possède une plus grande affinité 

pour les rkepteurs de type GT, que pour ceux de type ETA. 

Le BQ-238, un antagoniste peptidique et non-sélectif des récepteurs de type 

ETJET* inhibe de façon concentrationdépendante et compétitive les contractions induites 

par l'endoth4ine- 1 sur l'artère carotide de lapin, une préparafion monoréceptorieUe de type 

ET,. L'affinitt apparente ( p u  de cet antagoniste que nous avons dCterminée sur les 

dcepteurs de type ET, de l'arthe carotide de lapin est de 7.42. Le BQ-238 inhibe 

Cgalement de façon conceneationd6pendante et compétitive les contractions de SIRL 

1620 sur I'anère pulmonaire de lapin; une préparation monoréceptorielle de type ET,. 

Nous avons calcuit, pour ce composé, une a&nit& apparente (pw de 7.05 sur les 

récepteurs de type ETB de I'artère pulmonaire de lapin. Nos résultats d6montrent qu'à 

l'inverse du BQ-928, le BQ-238 est un antagoniste mixte des récepteurs de type ETA/ET, 

qui possède une plus grande affinid pour le récepteur de type ETA que pour le récepteur 

de type ETB. 

Donc sur des modeles de tissus isol6s in vitro, où seulement un type de récepteur 

des endothClines est solicitk à produire un effet (preparation rnonor6ceptoneiie), nous 

avons dbtennine que le BMS 182874 est un antagoniste sélectif des récepteurs de type 

ETA alors que le SB 209670 et le BQ-238, à l'inverse du BQ-928, sont deux antagonistes 

mixtes possèdant une plus grande affinit6 pour les récepteurs de type ETA que pour ceux 

de type ETB. 

Tous ces antagonistes sont inactifs contre la réponse de l'angiotensine II 



démontrant ainsi Leur spécificité. 

Des tissus provenant d'une même espbx sont utiüsts pour eviter les diEQences 

inter-espèces de puissance des antagonistes sur les récepteurs de type ETB (WARNER et 

al., 1993). 

Dans un deuxième temps, nous avons caract6ris6, avec I'aide d'agonistes et 

d'antagonistes s6lectifs, les récepteurs de type ETB responsables de la libération d'EDRF 

à partir du rein isolé et @us6 de lapin. 

Dans le poumon isole et pemisé de lapin nos résultats supportent les observations 

de MC MURDO et al. (1993) qui ont suggéré que la propri6té d'inhibition de 

I'aggdgation des plaquettes de Pendoth6he-1, in vivo chez le lapin, est principalement 

dû à la libération de prostacyche suivant l'activation des récepteurs de type ET,. En 

effet, nous avons observe que l'1.L 1620, un agoniste sélectif des récepteurs de type ETB 

induit une libération de prostacyche pulmonaire chez le lapin. De plus, le BQ-123 réduit 

de façon très modtrée la libération de prostacycline pulmonaire induite par SendothéLine- l 

alors qu'un antagoniste s6lectif des rkepteurs de type ETB, le BQ-788 inhibe à 75 % la 

libération de prostacycline puhonaire induite par l'endothéline-1. Ces résultats 

démontrent qu'il y a une contribution prédominante des récepteurs de type ETB dans la 

libération de prostacycline à partir du poumon isole et perfusé de lapin. On ne peut 
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cependant pas exclure une participation, bien que mineure, des F6wptem de type ET, 

dans ce phCoornene, Ctant dome l'effet signif5d.f de l'antagoniste sélectif des rhpteurs 

de type ETA (seulement il la cinqui&me, sixi&me et septihne minutes). 

Donc, sur un modèle d'organe iso16, nous avons détermin6 que le BQ-788, un 

antagoniste sélectif des réœpteins de type ETB utilid B une concentration de 10 nM, est 

capable d'inhiber la libération de prostacyclint pulmonaire induite par une infusion de 5 

min d'endoth6line-1 (50 nM). Cet outil est donc acceptable pour caractériser de façon 

exhaustive les récepteurs de type ETB dans un système vascu1aire et complexe tel le 

poumon de lapin. 

Il en va tout autrement dans la vascularisation r6nale de lapin où nos résultats 

montrent que le BQ-788 (10 nM) n'dtère pas la propriété de libération de prostacycline 

de l'endothéline-1 (10 nM). Nos observations sont en accord avec celles rapportées par 

TÉLÉuQWE et al. (1993) qui ont dtmontré que la relâche de prostacycline induite par 

l'infusion d'endothéline-1 dans le rein de lapin est médié par les récepteurs de type ET,. 

La localisation exacte des récepteurs de type ETA, responsable de cette libération de 

prostacycline, n'est pas encore identifiée. TI~ÉMAQUE et al. (1993) sugghnt toutefois 

que ces récepteurs sont situ& principalement sur le muscle iisse vasculaire rénal. La 

potentiation de la relâche de prostacyche par le BQ-788 peut s'expliquer par le 

déplacement de l'endothdine-l sur le récepteur de type ETA, toutefois cette hypothèse 

doit être vérifiée. Nous avons également démontr6 la spécificit6 du BQ-788 puisque ce 

dernier est reste inactif contre la propri6d de libétation de prostacycline rénale de 

l'angiotensine II. 
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Les propriétés phamracologiques du BQ788 nous permettent de dCtecter la 

présence de dcepteurs de type fonctionnels dans la vascularisation rénale de lapin. 

Le blocage des récepteurs de type ETB augmente la réponse pressive B i'eendothehe-1, via 

un mécanisme sensible k un inhibiteur de l'oxide nitrique synthase constitutive, le L- 

NAME. Ce résultat suggère que la réponse pressive induite par I'endoth6line-1 dans le 

rein isole de lapin est modulée par la libération d'oxide nitrique, via l'activation des 

récepteurs de type ETB, comme il a tté initialement proposé par WARNER et al. (1989). 

L'activation des récepteurs de type ET, et de type ETB par l'administration d'endothéline- 1 

exogène peut donc mener ii un antagonisme physiologique des propri6t6s vasoactives du 

peptide, dans la vascularisation rénale de lapin. Le blocage des récepteurs de type ETB, 

responsable de la libération d'oxide nitrique, peut augmenter la sensibilité de la 

vascularisation rénale ce puissant agent vasoconstricteur. De plus, l'utilisation 

d'antagonistes, interfdrant avec les activités médïés par les récepteurs de type ET,, peut 

être néfaste pour l'homéostasie rénale en potentiant la vasoconstriction médiée par les 

récepteurs de type ETA de cet organe. Le fait que le BQ-788 soit incapable de réduire la 

réponse pressive à I'endoth6line-1 dans les reins traités avec le L-NAME suggère que 

seulement les récepteurs de type ET, sont impliqués dans les propriétés vasoconsaictives 

rknales du peptide. 

Cette suggestion est 6galement supportée par le fait que rIRL 1620, un agoniste 

des récepteurs de type ET,, reste inactif comme agent presseur dans les reins non-mids 

ou traités avec le L-NAME. Comme le L-NAME potentie la réponse pressive rende à 

I'endotheline-1 et à i'angiotensine II, nous pouvons supposer qu'une Libération d'oxyde 
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nitrique peut également être induite par une variation du fiot. Par contre, la propriete 

vasoconstrictrice de l'angiotensine II n'est pas affectée par le BQ-788, illustrant ahsi la 

caractéristique de specificit6 de cet antagoniste des Fecepteurs de type ETB. 

4 3  CARACI'ÉRISA'MON PHARMACOLOGIQUE D'ANTAGONISTES AUX 

ENDOTHÉLINES CONTRE L'EFFET PRESSEUR RÉNAL DE 

L*ENDOTHÉLINE-1 

Dans la troisième partie de cette étude, nous avons caractérise les antagonistes 

aux endothéhes dans une pdparation qui possède une résistance dépendante des 

récepteurs de type ETA, le rein de lapin. 

Nos résultats dkmontrent que dans la vascularisation rénale de lapin, les effets 

presseurs induits par l'endothtline-1 sont fortement inhibés, de fapn concentration- 

dépendante, par les antagonistes sélectifs des récepteurs de type ETA et non-s6lectifs des 

récepteurs de type ETJETB. Par contre, les réponses pressives induites par l'angiotensine 

II n'étaient pas modifiées en présence de ces antagonistes, suggérant ainsi la spénficite 

de tous ces composés. En terne de puissance, les antagonistes sont classés de la façon 

suivante: 

SB 209670 > BQ-238 > BQ-928 = BQ-123 > BMS 182874 >>BQ-788. 
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4.4 RÉVERSIBILITE DE L ' A ~ A T I O N  DES RÉCEPTEURS DE 'IYPE ET, 

ENDOTHÉLIAUX 

Pour terminer cette Ctude, nous avons obsexvé les pmprï6tés de révefSibilit6 des 

rhpteurs de type ETB endothéliaux rénaux suite au retrait des antagonistes aux 

endothélines. 

La potentiaîion, de l'effet presseur de l'endothéline-1 ii la troisième infusion 

contrôle de ce peptide par rapport la premihe infusion, n'est pas observée ii la troisième 

inhision contrôle d'angiotensine II. Ce résultat nous suggère une mchyphylaxie des 

récepteurs de type ETB, suite a i'exposition prolong& de l'endotheline-1. Une diminution 

de l'activitk vasodilatrice de ces récepteurs suite ii l'exposition répétée d'un agoniste a Ctt 

rapporte par LE MONNIER DE GOUVILLE et al. (1990). 

Soixante minutes ap&s l'exposition il un mélange de BQ-123 et BQ-788. la 

repense pressive & l'endothéline- 1 est significativement augmentee, comparé 5 la réponse 

obtenue après un traitement au BQ423 seul. Ces expériences confirment que dans un 

système où la repense pressive à l'endothéline-1 est médite via l'activation des récepteurs 

de type ETAcomme la vascularisation rende de lapin, le blocage des récepteurs de type 

ETB est moins réversible que le blocage des récepteurs de type ETA. 

Dans la présente étude, nous avons egalement démontre que la réduction d'une 

concentration plasmatique effective minimale d'un antagoniste mixte des récepteurs de 

type ETEJETB peut amener une constriction exagérée à l'endothéline-1 à cause du blocage 

non-reversible de la relâche d'EDF@ dépendante des dcepteurs de type ET, qui est 
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efficacement conde par le BQ788 et par le BQ-928. Par contre, ce type d'aupentation 

de la réponse pressive rénale n'est pas observ6 suite ii Pintemiption de Sinfusion du SB 

2û9670, du BQ-238 et du BMS 182874. Nous suggérons que cette absence de potentiation 

de i'effet presseur de ltendothéline-1 suivant le traitement avec ces composés est dû au 

fait que ces antagonistes possèdent tous une plus grande affinité pour le dcepteur de type 

ETA que pour le récepteur de type ET,. 

Il est important de noter qu'il a Ctt5 impossible d'6tudier un profil dynamique 

complet de ce système à cause des propriétés hautement tachyphylactiques des 

mécanismes des récepteurs de type ETB endothkliaux (LE MONNIER DE GOUVILLE 

et al., 1990). Toutefois, il a été établi que les récepteurs de type ETB situés sur 

l'endothélium vasculaire sont indis tinguables phannacologiquement et biochimiquement 

des récepteurs de type ETB situes sur le muscle Lisse vasculaire (CLOZEL Br GRAY, 

1995). Ainsi, nos résultats obtenus sur les récepteurs de type ETB contmctiles de l'artère 

pulmonaire de lapin sont repr6sentatifs de la fonction des récepteurs de type ET, de 

l'endoth6lium vasculaire du rein de lapin. Nous sugg6rons donc que ces proprittés de 

blocage des récepteurs de type ETB des antagonistes mixtes des récepteurs de type 

ETfiTB favorisent Ifutilisation d'antagonistes sélectifs des récepteurs de type ET, dans 

des pathologies vasculaires dans lesquelles l'endothéline est impliquée. 

Ce concept est &alemennt supporte par les observations d7ALLCOCK et al. 

(1995). qui ont rapport6 que chez le rat anesthésié un antagoniste mixte des récepteurs de 

type ET,JETB tel le PD445065 est incapable, connairement au BQ-123, de renverser la 

réduction du flot sanguin induite par Pendothdhe-1 dans diEf'rents tissus h cause du 
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blocage des proprieds de libération d'EDRF des récepteurs de type ET,. Tout comme le 

BQ-928, le PD445065 (DOHERTY et al., 1993) possède une plus grande affinité pour 

le récepteur de type ET, que pour le réceptein de type ETA. il saait intéressant de 

comparer les réponses du PD445065 obtenues chez Ie rat anesthésié avec celles d'un 

antagoniste mixte qui pussede une plus grande affinité pour le récepteur de type ET, que 

pour le récepteur de type ETB, tel le SB 209670. 

Bien que le BQ-238 et le BQ-928 sont des antagonistes presque équipotents sur 

I'artere carotide de lapin, ce dernier est beaucoup plus puissant pour bloquer les 

contractions induites par l'II& 1620 sur l'art&re pulmonaire de lapin. Ces clifferences 

d'affinite pour ces deux types de récepteurs peuvent expliquer la plus faible puissance du 

BQ-928, comparé au BQ-238, bloquer la constriction rénale B l'endoth6line-1 et 

l'hyperréactivitt5 obsewée dans le rein de lapin suivant l'arrêt d'un traitement au BQ-928. 

De plus, la présente étude démontre qu'un antagoniste non-peptidique et sélectif 

des récepteurs de type ETA, le BMS 182874 est significativement moins réversible comme 

bloqueur de la contxaction r6nale de l'endothkline-1, que le BQ- 123 ou les antagonistes 

mixtes des récepteurs de type ETJET,. Il est interessant de noter que bien que le SB 

209670 et le BMS 182874 sont des compos6s métaboliquement stables, seul l'antagoniste 

sdlectif des récepteurs de type ETA possède un effet bloquant significatif plus de 60 min 

après son interruption. 



CONCLUSION 

L'utilisation d'un antagoniste spécifique et sélectif des récepteurs de type ETB, 

le BQ-788 nous a perrnis d'étudier la contibution des récepteurs de type ET, dans la 

réponse vasoactive de la vascularisation IÉnale de laph Il est important de souligner qu'il 

a été dkrnonaé qu'un antagoniste mixte des récepteurs de type ETIJETB, le RO-46-2005, 

contrairement au BQ- 1 23, augmente le taux plasmatique circulant d'endothéline- 1 chez 

le rat, suggérant ainsi que l'activation des récepteurs de type ETB supprime la relâche 

d'endothéline- 1 immunoréactive dérive de l'endoth6lium (LOFFLER et al., 1993). Compte 

tenu de ces obsentations et considérant la grade sensibilité de la vascularisation rénale 

à l'endothéline (KING et ai., 1989; DENTON & ANDERSON, 1990)' le blocage sélectif 

des récepteurs de type ETB peut être particulièrement nocif pour les reins car il peut 

entraîner une augmentation du taux plasmatique d'endothdline-1 et réduire la relaxation 

médiée par les récepteurs de type ETB. De plus, le blocage des récepteurs de type ETB , 

procuré par les antagonistes mixtes des récepteurs de type ETA/%, peut miner leurs 

propriétés bénéfiques dans des conditions dans lesquelles l'endothéline-1 endoghe peut 

influencer la résistance vasculaire systémique. La figure 14 illustre les sites réceptoriels 

prédominants dans les effets vasculaires des endothelines chez l'homme. 

Notre Cnide illustre les avantages de l'utilisation d'antagonistes sélectifs des 

récepteurs de type ETA conoairement aux antagonistes mixtes des récepteurs de type 

ETJETB. Une 6tude récente de HAYNES et al. (1996) a montré qu'un antagoniste mixte 

des récepteurs de type ETA/ETB9 le TAK-044 augmente le flot sanguin de 22 %, 



ET- 
ET- 1 

~elaxation Contraction 

Figure 14 Sites essentiels pour les effets de l'endothéline-1 chez l'homme. CE: 

cellules endotheliales; CML: cellule musculaire lisse; NO: oxyde nitrique. (tirée de 

D'ORLÉANS-JUSTE et al., 1996) 
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contrairement au BQ123 0 5  %)(HAYNES & WEBB, 1994), dans l'artère de l'avant-bras 

humain. Il est suggéré que cette faible efficacité du TAK-044 pour augmenter le flot 

sanguin de l'avant-bras humain est causée par son abilité & interfém avec la propiM 

vasodilatrice dépendante des récepteurs de type ETB de l'endotti&e-1 endogéne. 

Finalement, nos dsultats monmnt qu'un antagoniste mixte des récepteurs de type 

ETJJ2TB qui possède une plus grande affinité pour les rhpteiirs de type ET, que pour 

les récepteurs de type ETA induit une potentiation de la réponse pressive à l'endothtline 

suite à l'interruption du traitement avec ce composé dans des organes possèdant une 

rksistance dkpendante des récepteurs de type ETA, tel le rein de Lapin (TÉLÉMAQuE et 

al., 1993). Pour eviter cet effet dél6tère. qui peut d6pendre des camctéristiques 

phannacocinetiques in vivo des ces composés, nous devons prôner l'utilisation 

d'antagonistes sClectifs des récepteurs de type ETA ou d'antagonistes mixtes des 

récepteurs de type ETA/ETB qui possède une plus grande afEnit6 pour les récepteurs de 

type ETA que ceux de type ET,. 

Suite ii ces Ctudes in vitro, nous devrons comparer les propn6t6s d'antagonistes 

des endoth6hes su.  Les effets presseurs et sur le flot r6nd cortical (par Laser Doppler) 

de I'endotheline-1 chez le lapin anesthésie. Ces enides devraient confirmer la pertinence 

d'utiliser des antagonistes dlectifs des récepteurs de type ET, dans des pathologies 

vasculaires dans lesquelles l'endoth6li.e- 1 pourrait être impliqués, puisque les 

antagonistes mixtes interfèrent avec les pmpri6tés d'antagonisne physiologique 

dCpendantes des récepteurs de type ET, (libération d'EDRF). 
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