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L’endothéline:
pharmacologie
cardiovasculaire

et consideéerations
physiopathologiques

Les progres dans la connaissance du systeme des endothé-
lines, puissants peptides vasomoteurs produits par ’endo-
thélium vasculaire, ont été spectaculaires, depuis leur bio-
synthése grace a I’enzyme de conversion de I’endothéline
(ECE), jusqu’a la pharmacologie de leurs récepteurs, ET,
et ET;. La présence d’activités enzymatiques distinctes de
PECE spécifiques de certains organes fait envisager le
développement d’inhibiteurs sélectifs. Les récepteurs sur
les cellules musculaires lisses vasculaires et sur les cellules
endothéliales relaient, respectivement, des actions vaso-
constrictrices (surtout ET,) et vasodilatatrices (essentielle-
ment ET}). L’étude de la contribution des endothélines a la
régulation du systeme cardiovasculaire et a I’étiologie de
certaines affections vasculaires est I’objet d’'une forte com-
pétition car ces mises a jour pourraient conduire au déve-
loppement d’agents thérapeutiques efficaces.

es mécanismes qui régissent
les propriétés paracrines et

lulaire un role de premier plan dans
les mécanismes d’homéostasie du

endocrines de I'endothélium

vasculaire ont été analysés

dans plusieurs milliers de
publications scientifiques depuis le
début des années 1980.
Il'y a dix ans, qui aurait cru que cette
simple monocouche cellulaire qui
tapisse tous les vaisseaux sanguins
joue un role si important dans la phy-
siopathologie du systéme circulatoi-
re? En fait, sa grande surface de dis-
tribution, sa localisation anatomique
et les facteurs humoraux qu’elle
sécrete conférent a cette couche cel-

tonus vasculaire et dans certaines
anomalies du systeme circulatoire.

Le premier facteur endothélial
connu a été la prostacycline, un inhi-
biteur de I’agrégation des plaquettes
sanguines qui est en outre un puis-
sant modulateur du tonus vasculaire
systémique et pulmonaire [1, 2].
L’étude classique de Robert Furch-
gott a démontré par la suite que
I’endothélium sécréte un facteur
relaxant autre que les prostanoides,
I'EDREF (endothelium derived relaxing fac-

tor) qui s’est révélé étre le monoxyde m——
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d’azote (NO). Le role essentiel de ce
facteur labile dans les propriétés
vasodilatatrices de plusieurs agents,
tels 'acétylcholine, la substance P et
la bradykinine, a été démontré dans
des vaisseaux isolés de plusieurs
especes [3, 4].

Toutefois, il ne s’agit la que de deux
des autacoides qui sont sécrétés de
facon majoritairement constitutive
par 'endothélium. Plusieurs autres
facteurs ont été identifiés a partir des
cellules endothéliales en culture
(PAF (platelet activating factor), throm-
boxane, prostaglandine E,, interleu-
kines, facteurs de croissance) (figure
1). L’influence de tous ces facteurs
sur les fonctions sécrétoires de
I’endothélium est complexe et
importante a la fois puisqu’elle sug-
gere que cette couche cellulaire pos-
sede ses propres mécanismes d’auto-
régulation.

La découverte
de I'endothéline

Apres la découverte de la prostacycli-
ne et de 'EDRF, I’endothélium nor-
mal fut longtemps percu comme un
ensemble homogeéne de cellules
sécrétrices impliquées dans des phé-
nomenes de vasodilatation.

En 1988, Masashi Yanagisawa extra-
yait, a partir de 40 litres de surna-
geants de cellules endothéliales
d’aorte porcine en culture, un fac-
teur thermolabile d’origine pepti-
dique qui avait pour propriété
d’induire une vasoconstriction tres
importante de I’artére coronaire por-
cine [5]. Intéressés par les puissantes
propriétés vasoconstrictrices de ce
facteur, Yanagisawa ef al. ont poursui-
vi I'analyse biochimique moléculaire
et génétique de ce peptide alors
appelé endothéline-1 (ET-1) [5]. Par
la suite, deux isoformes de I'ET-1
furent identifiées, 'ET-2 et I'ET-3
[6]. I1 fut démontré que les trois
endothélines sont codées par trois
genes distincts et qu’elles sont engen-
drées par un processus enzymatique
identique [6, 7].

pré-proET — bigET — ET
endoprotéases (?) enzyme de
+ conversion de

exoprotéase  I’endothéline (ECE)

Deés 1988, nous avons rapporté que
IET-1 induit une hypotension transi-
toire suivie d'un effet vasopresseur
de longue durée lorsqu’elle est
administrée par voie intraveineuse
chez le rat anesthésié. Dans le cadre
de cette premiere étude faite dans le
laboratoire de Sir John Vane au
William Harvey Research Institute
(Londres), nous avions, en effet, rap-
porté que I'endothéline agissait sur
I’endothélium lui-méme en stimu-
lant la libération d’autacoides, tels
que le NO et/ou la prostacycline,
qui agissent comme antagonistes
physiologiques et autocrines des
effets vasoconstricteurs puissants du
peptide [8].

Contrairement aux cas d’autres pep-
tides vasoactifs, tels les kinines, les
neurokinines et ’angiotensine, la
génétique de 'endothéline et de ses
récepteurs s’est développée de
concert avec les études fonctionnelles
(pharmacologique, biochimique et
immunologique), ce qui a permis de
corréler entre eux plusieurs concepts
préalablement démontrés dans des
systemes pharmacologiques ou bio-
chimiques a des études de biologie
moléculaire.

Voies de synthese
de I'endothéline

Role de la furine dans les voies de
synthése des endothélines

Nous avons récemment démontré
qu'une convertase de type subtilisi-
ne, la furine, pouvait étre respon-
sable du clivage de la pré-proET-1 en
bigET-1 [9] (figure 2A). Puis, une
enzyme de conversion de I’endothéli-
ne engendre I'ET-1 et un fragment
carboxy-terminal inactif, la bigET-1
(22-38). Comme il est montré dans la
figure 2B, 1a protéine synthétisée dans
des cellules BSC-40 a partir de
I’ADNc de la pré-proET-1, induit des
effets pharmacologiques sur ’artere
carotide de lapin aprés incubation
avec la furine et la chymosine. Dans
ce dernier systeme, la protéine pro-
duite voit son effet vasoconstricteur
aboli par un antagoniste sélectif des
récepteurs ET,, le BQ-123 [10] (voir
Tableau I). Fait intéressant, la furine
est constitutivement synthétisée dans
les cellules endothéliales d’aorte
bovine [11].
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Figure 1. Représentation schématique des interactions proposées et/ou connues entre les cytokines, les cellules en-
dothéliales (CE) et du muscle lisse vasculaire (CML) avec plusieurs autres cellules dérivées du systeme immunitaire,
telles que les polymorphonucléaires (PN) et autres leucocytes. Les cellules stimulées du systeme immunitaire libé-
rent des leucotriénes, plusieurs cytokines (IL-1 et IL-6) et facteurs de croissance (facteur G), tels que le facteur de
croissance dérivé de plaquettes (PDGF), le tumor necrosis factor a (TNFa), le facteur activateur des plaquettes (PAF),
le facteur stimulateur de colonies granulocytaire et macrophage (GM-CSF) et le transforming growth factor B (TGFpS).
Ces facteurs sécrétés agissent sur les différentes composantes du muscle lisse vasculaire qui, a leur tour, sécretent
des facteurs tels que I'EDRF et I’endothéline (ET). Quelques unes de ces cellules du systéme immunitaire peuvent se
lier aux cellules endothéliales via des molécules d’adhérence telles la GMP-140 et ICAM-1 situées sur la membrane
plasmique de I’'endothélium activé lors de processus inflammatoires [64]. LTA4, LTB4, LTC4: leucotrienes A4, B4, C4,
NO: monoxyde d’azote.

Enzymes de conversion de
Iendothéline

Chez I'homme, les endothélines-1,-2
et -3 sont dérivées de précurseurs de
38 (pour la bigET-1 et 2) et 41 (pour
la bigET-3) acides aminés. Le groupe
de Kashiwabara et al. a montré que la
bigET-1 et T'ET-1, aux mémes doses,
induisent in vivo des effets équivalents
sur la pression artérielle [12]. En
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revanche, la bigET-1 est environ 250 a
1000 fois moins puissante que 'ET-1
comme agent vasoconstricteur sur les
vaisseaux isolés. Cette observation a
permis de suggérer qu’il existait in
vivo une conversion dynamique du
précurseur en son métabolite actif
I'ET-1 [12].

En 1990, nous avons rapporté que la
bigET-1 est quasiment aussi active
que 'ET-1 chez le lapin anesthésié et

que I'administration intraventriculai-
re gauche de la bigET-1 induisait une
augmentation de la concentration
d’ET-1 circulante, probablement par
conversion systémique du précurseur
[13]. Ces observations ont été confir-
mées par Hemsen et Lundberg chez
le porc et, plus récemment, chez
I’homme [14]. L’utilisation d’un
inhibiteur de I’enzyme de conversion

de I'endothéline (ECE), le phospho- s
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Figure 2. A. Représentation schématique des trois précurseurs de la famille
des endothélines (h-ET) humaines. Les trois pré-pro ET contiennent un site
de reconnaissance de la furine RXK/RR (Arg-X-Lys/Arg-Arg) encadrant les
portions big-ET. ECE indique I’enzyme de conversion de I’endothéline qui cli-
ve le polypeptide entre les résidus tryptophane (W) et valine (V) (ou isoleuci-
ne (I) pour la big-ET-3). Les séquences signal sont indiquées en noir et les
portions rouges et roses indiquent les régions correspondant aux big-ET. Le
nombre total d’acides aminés est indiqué a droite. R, Arg; L, Leu,; S, Ser; K,
Lys; G, Gly [10]. Les chiffres situés au-dessus et au-dessous des sites de cli-
vage indiquent la position du résidu immédiatement en amont du site clivé.
B. Effet contractile de la pré-pro-ET-1 digérée par la furine et la chymosine
(échantillon). Contraction de I'artére carotide de lapin par I’échantillon en
présence (droite) ou en I'absence (gauche) de I'antagoniste sélectif des ré-
cepteurs ET,, le BO-123. Les échantillons témoins (tampon de digestion seul,
la chymosine et la furine seulement), la pré-pro ET-1 seule ou clivée par la fu-
rine seulement n’ont pas provoqué de réponse sur cette préparation [11].

ramidon [15], a permis d’identifier
I'activité de ’ECE dans plusieurs
organes: le rein, le poumon, le trac-
tus gastrointestinal, le systéeme ner-
veux central, I'appareil urogénital, la
microcirculation, etc. [16-21].

Une étude récente de Corder et
Vane [22] montre que, chez le rat,
apres administration intraventriculai-
re de bigET-1, ET-1 n’est pas détec-
tée dans la circulation sanguine. La
conversion de la bigET-1 en ET-1
serait donc un phénomene local,
relayé par une enzyme située proba-
blement sur la partie basale de

I’endothélium, ce qui permet une
augmentation polarisée de la concen-
tration d’ET-1 dans le tissu interstitiel
sous-endothélial. Toutefois, ces
observations chez le rat ne prennent
pas en considération le fait que la big-
ET-1 exogeéne puisse étre convertie
non seulement par 'ECE mais aussi
par 'endopeptidase neutre 24.11
[23] dans cette espéce animale.
L’absence d’élévation de I'ET-1 plas-
matique chez le rat aprées administra-
tion de bigET-1 pourrait donc étre
due a l'action locale d’autres entités
enzymatiques que 'ECE. En dépit de
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Tableau |

CARACTERISTIOUES BIOCHIMIQUES ET PHARMACOLOGIQUES
DES RECEPTEURS DES ENDOTHELINES

Récepteur

Nombre d'acides aminés

ET, ETg
427 (homme) 442 (homme)
427 (boeuf) 441 (boeuf)
426 (rat) 441 (rat)

Ordre de puissance
des endothélines

ET-1=2ET-2 >> ET-3

ET-1=ET-2=ET-3

Effecteurs Gy Gy

Mécanisme de transduction IP3/Ca%*/DG IP3/Ca%*/DG

du signal

Agonistes sélectifs [Trp(For)?']-ET-1 IRL 1620

peptidiques BQ-3020
Sarafotoxin 6C (?)

Antagonistes sélectifs BQ-123 BQ-788

peptidiques FR139317

Antagonistes non sélectifs PD147452

peptidiques PD142893

Agonistes sélectifs - RO 46-8443

non peptidiques

Antagonistes sélectifs BMS-182874 -

non peptidiques

Antagonistes non sélectifs Bosentan

non peptidiques SB 209670

IP3: inositol triphosphate,; DG : diacylglycérol.

cette exception, dans plusieurs
especes animales (autres que le rat)
et chez ’'homme [14], I’administra-
tion intraveineuse de la bigET-1 pro-
voque généralement une augmenta-
tion des concentrations sanguines
d’ET-1.

Récemment, les groupes de Shimada
et de Yanagisawa [24, 25] ont identi-
fié 'enzyme de conversion de ’endo-
théline comme une entité biochi-
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mique distincte de I'endopeptidase
neutre 24-11. En particulier, Shimada
a rapporté I’étude de l’expression
fonctionnelle de 'ECE dérivée des
cellules endothéliales de la circula-
tion pulmonaire de rat [24]. Cette
enzyme possede une plus grande affi-
nité pour la bigET-1 que pour la big-
ET-2 ou la bigET-3, et a été tres
récemment identifiée chez ’homme
[26]. Récemment, trois isoformes de

I'ECE (ECE-la, ECE-1b, ECE-2) ont
été caractérisées par leur structure
moléculaire, leur localisation cellulai-
re et leur affinité pour les trois iso-
peptides, les big:ET-1, 2 et 3 [25, 27,
28].

L’ECE-1a est localisée au niveau de la
membrane plasmique et son domai-
ne catalytique disposé sur la face
externe de la cellule endothéliale
[29]. Cette enzyme serait considérée
comme !’entité physiologique prédo-
minante impliquée dans la produc-
tion d’endothéline-1. La localisation
et la fonction des isoformes ECE-1b
et ECE-2 demandent encore a étre
définies.

L’ECE pulmonaire possede peu
d’affinité pour la bigET-2

Lorsqu’elle est administrée par voie
intraveineuse chez le cobaye, la big-
ET-1 induit une augmentation de la
pression artérielle et de la résistance
pulmonaire (pression d’insufflation
pulmonaire). Ces deux effets de la
big-ET-1 sont fortement réduits
lorsque I'animal est prétraité par le
phosphoramidon. Le précurseur de
IET-2, la big-ET-2, est aussi un puis-
sant agent hypertenseur sensible au
phosphoramidon mais, contraire-
ment a la bigET-1, la bigET-2 n’aug-
mente pas la résistance pulmonaire
[31] & des doses vasopressives supra-
maximales chez le cobaye anesthésié.
En outre, la bigET-1, mais non la big-
ET-2, stimule la libération de throm-
boxane bronchonconstricteur par le
poumon perfusé de cobaye. A la sui-
te de ces expériences, nous avons
suggéré que, chez cette espéce ani-
male, ’activité de I’enzyme de
conversion de ’endothéline dans
I’arbre vasculaire pulmonaire était
différente de celle observée dans le
circuit systémique. La faible affinité
de 'ECE pulmonaire du cobaye pour
la bigET-2 peut donc expliquer son
inaptitude a induire des effets bron-
choconstricteurs en relation avec son
incapacité de stimuler la libération
d’eicosanoides [31]. Cette caractéris-
tique de 'ECE pulmonaire (faible
affinité pour la bigET-2) a également
été retrouvée chez le rat [32].

Dans la figure 3, sont présentées les
activités relatives de la bigET-1 et de
la bigET-2 a celle de leur métabolite
actif dans le rein et le poumon perfu-

sé de lapin: les deux précurseurs m——
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sont aussi efficaces pour induire une
vasoconstriction rénale chez le lapin.
Par ailleurs, la bigET-2 est significati-
vement moins puissante que la big
ET-1 pour induire des effets vaso-
constricteurs pulmonaires. La faible
aftinité de 'ECE pulmonaire pour la
bigET-2 se retrouve donc chez trois
especes différentes, le cobaye, le rat
et le lapin [31-33].

Cette mise en évidence de caractéris-
tiques distinctes des ECE pulmonaire
et rénale devrait permettre le déve-
loppement d’inhibiteurs interférant
avec la synthese tissulaire de I'ET-1
de facon sélective. Certaines de ces
molécules sont en cours de dévelop-
pement [34].

Role de ’ECE vasculaire chez ’homme

Le groupe de Haynes et Webb a mon-
tré que, chez ’homme, I'administra-
tion de phosphoramidon dans 'arte-
re brachiale induit une chute de
résistance artérielle locale [35]. Ces
observations illustrent bien I'impor-
tance de 'ECE dans la genése de
I’ET-1 et du role de cette derniére en
tant que vasomodulateur endogéne.
Le phosphoramidon, partiellement
constitué d’hydrates de carbone lui
conférant des caractéristiques hydro-
philes, pénétre difficilement la mem-
brane plasmique et ne peut inhiber
I'ECE intracellulaire (ECE-2), obser-
vation rapportée par Emoto et al.
[27]. Le phosphoramidon semble
agir de facon prédominante sur
I’ECE-1a localisée a la surface exter-
ne de la membrane cellulaire. Cela
est d’intérét puisque cet inhibiteur
semble avoir des propriétés vasodila-
tatrices dans les vaisseaux humains
dues non pas a I'inhibition de la pro-
duction d’endothéline intra-cellulai-
re (par blocage de 'ECE intracellu-
laire), mais a sa capacité d’inhiber la
conversion extra-cellulaire en ET-1
de la bigET-1, sécrétée par I’endothé-
lium [35]. De facon similaire, un
autre inhibiteur de 1I’ECE, le
FR901533, a une faible capacité de
pénétration intracellulaire et agit
donc également de facon plus mar-
quée sur I’ectoenzyme localisée sur la
surface externe des membranes cel-
lulaires de ’endothélium [27].
L’inhibition de I'ECE intracellulaire
par le phosphoramidon ne peut tou-
tefois étre totalement exclue puisque
cet inhibiteur des métalloendopepti-

dases réduit la production d’ET-1 des
cellules endothéliales en culture
[36]. Il est a noter que ces cellules en
culture sécretent peu de bigET-1 par
rapport a 'ET-1.

Récepteurs des endothélines

Les geénes codant pour les récepteurs
ET, et ETy humains ont été clonés
[37, 38]. Ces récepteurs possédent
sept domaines transmembranaires et
sont couplés aux protéines G, plus
spécifiquement Gq/11 [30]. Les genes
ETAR et ETBR possedent au moins
85 % d’identité structurale avec ceux
identifiés dans d’autres especes de
mammiferes, telles que le rat, le porc
et le beeuf. En revanche, il n’y a que
59 % de similitude entre les récep-
teurs ET, et ET; humains.

Lorsqu’ils sont activés, par le biais de
protéines G (sensibles a la toxine
pertussique dans le muscle lisse vas-
culaire), ces récepteurs activent la
phospholipase C qui, a son tour, pro-
duit deux seconds messagers, I'inosi-
tide-triphosphate (IP;) et le diacyl
glycerol (DAG). Les IP; mobilisent le
calcium cytoplasmique et le DAG est
responsable de I’activation de la pro-
téine kinase C. Cette cascade d’évé-
nements intracellulaires méne au
développement des mécanismes
contractiles (muscle) ou sécrétoires
(cellules endothéliales) [39, 40].

Classiquement, les préparations vas-
culaires exprimant le récepteur de
type ET, répondent aux trois endo-
thélines selon 'ordre de puissance
suivant: ET-1 = ET-2 >> ET-3, alors
que dans le cas du récepteur ETjy les
trois isoformes sont équipotentes. Un
résumé des caractéristiques biochi-
miques et pharmacologiques des
récepteurs ET, et ETy est présenté
dans le Tableau 1.

Plusieurs outils pharmacologiques
(agonistes et antagonistes) sont dis-
ponibles actuellement pour la carac-
térisation des récepteurs ET, et ETy
(Tableaw I). Parmi ces composés, les
antagonistes sélectifs ET, (BMS-
182874) et non sélectifs (bosentan et
SB 209670) retiennent l’attention
surtout pour leur caractéristiques
non-peptidiques qui accentuent leur
biodisponibilité et permettent leur
administration per os [41-43].
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Pharmacologie des récepteurs ETy
sur ’endothélium et sur le muscle
lisse vasculaire

Le concept selon lequel les récep-
teurs de type ET} sont localisés uni-
quement sur I’endothélium et y
relaient les signaux de vasodilatation
et les récepteurs de type ET, unique-
ment au niveau du muscle lisse vascu-
laire et y relaient la vasoconstriction,
a été mis en cause par le groupe de
Moreland qui a démontré que, dans
certains modeles animaux, une pro-
portion importante de récepteurs de
type ETy au niveau du muscle lisse
vasculaire sont localisés dans certains
vaisseaux d’origine veineuse [44].
Bien que Davenport et al. [45] aient
suggéré une prédominance des
récepteurs ET, au niveau du muscle
lisse vasculaire de ’homme, la parti-
cipation possible des récepteurs ETy
aux effets vasoconstricteurs de
I'endothéline dans certains modeéles
animaux a incité plusieurs compa-
gnies pharmaceutiques a développer
des antagonistes mixtes ET,/ETy [42,
46].

Cependant, les agonistes sélectifs des
récepteurs ETy (BQ-3020 et IRL-
1620) n’ont pas d’action vasocons-
trictrice sur les vaisseaux d’origine

humaine dont ’endothélium est éli-
miné mécaniquement. En outre,
I’IRL-1620 stimule la libération
d’EDREF des cellules endothéliales de
la veine ombilicale humaine [47]
alors qu’on ne retrouve sur celles-ci
que des récepteurs de type ETj.
L’identification de récepteurs ETy
fonctionnels dans le muscle lisse vas-
culaire humain s’est faite a 'aide de
la sarafotoxine 6C, une toxine possé-
dant une forte homologie structurale
avec les endothélines et utilisée com-
me agoniste sélectif des récepteurs
ETy [7, 48]. Or, il apparait que cette
toxine peut activer des mécanismes
intracellulaires au niveau du cervelet
de rat via une voie qui n’implique
pas le couplage du récepteur a une
protéine G sensible a la toxine per-
tussique [49]. Il est donc possible
que les effets vasoconstricteurs obser-
vés dans des tissus humains a I'aide
de la sarafotoxine 6C impliquent
I’activation de sites distincts de ceux
proposés pour les récepteurs de type
ETy; comme l'a récemment suggéré
Flynn et al. [50] chez le rat décéré-
bré.

Des résultats récents de nos labora-
toires aux niveaux rénal et pulmonai-
re [51] ainsi que in vivo [52] souli-
gnent toutefois I'importance de

préserver la possibilité d’activer les
récepteurs de type ETy lors de 'admi-
nistration d’antagonistes de ’endo-
théline. En effet, dans les affections
d’origine vasculaire comportant une
hypersécrétion d’endothéline, blo-
quer les capacités vasodilatatrices
dépendantes de ’endothélium des
récepteurs ETy ne ferait qu’accentuer
les propriétés vasoconstrictrices du
peptide. Ces considérations n’ont pu
émerger qu’aprés l’avénement
d’antagonistes sélectifs des récepteurs
ET,, tel le BQ-788 [52].

A titre d’exemple, il a été démontré
dans plusieurs études que I'ET-1,
administrée par voie systémique,
induit des effets presseurs vasocons-
tricteurs trés puissants au niveau
rénal avant que n’apparaissent des
effets presseurs systémiques impor-
tants. Ces observations illustrent
I’extréme sensibilité de la vascularisa-
tion rénale a I'ET-1 chez plusieurs
mammiféres dont ’homme. En
outre, le groupe d’Ishikawa a montré
que le BQ-788 (antagoniste sélectif
du récepteur ETy) potentialise les
effets hypertenseurs de ’ET-1 chez le
rat [b2]. Contrairement a ’homme,
il avait été montré chez le rat, que les
récepteurs de type ETj vasoconstric-
teurs participent a prés de 40 %, avec
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Figure 3. Effet de la big-ET-1 ou de la big-ET-2, exprimé en pourcentage de la réponse a I’'ET-1 ou a I'ET- 2 (10 nM
dans le rein; 50 nM dans le poumon), sur la pression de perfusion du rein (A) ou du poumon (B) isolé de lapin.
*P<0,05 lorsque comparé aux effets de big-ET-1, n = 4.
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les récepteurs ET,, a 'effet hyperten-
seur provoqué par I’administration
d’endothéline. II apparait donc que
le récepteur ETjy localisé sur I'endo-
thélium, responsable de la vasodilata-
tion, agit de facon prépondérante
malgré la présence, dans cette espe-
ce, de récepteurs de type ETj sur le
muscle lisse des vaisseaux résistifs
puisque la réponse hypertensive de
I’endothéline est fortement augmen-
tée chez les rats traités au BQ-788
[52]. Nous avons montré récemment
que le BQ-788 bloque les propriétés
vasodilatatrices de ’EDRF au niveau
de la circulation rénale, un phéno-
meéne sensible a un inhibiteur de la
NO synthase [51]. Cet effet potentia-
teur du BQ-788 in vivo et in vitro chez
le lapin est illustré sur la figure 4.
Nous suggérons donc que, dans des
conditions dans lesquelles les
concentrations d’endothéline circu-
lante sont élevées (apres les trans-
plantations, par exemple), 'adminis-
tration d’antagonistes sélectifs des
récepteurs ETy ou mixtes ET,/ETy
devrait induire une hyperréactivité a
I’endothéline endogéne et exogene
[52, 53].

Sous-types de récepteurs ETy:
entités pharmacologiques distinctes?

Bien que les récepteurs de type ETy
de rat et de 'homme aient une trés
grande similitude de séquence (plus
de 95 % d’identité), I’antagoniste
peptidique mixte ET,/ETy, le
PD147452, ou l'antagoniste sélectif
ETy, le BQ-788, ont une affinité diffé-
rente pour le récepteur ETy humain
et pour celui du rat [54]. Ces diffé-
rences d’affinité semblent liées au
fait que ces antagonistes se fixent sur
des portions protéiques distinctes de
ces deux types de récepteurs ETy
dans ces deux espéces. De plus, des
études de Warner et al. [55] ont sug-
géré lexistence de deux sous-types
distincts de récepteurs ETy, le récep-
teur ETy, retrouvé sur I’endothélium
et qui est responsable de la libération
de 'EDREF, et le récepteur ETy, loca-
lisé sur le muscle lisse, vasculaire et
non-vasculaire, et qui induit des
effets constricteurs lorsqu’il est acti-
vé. Cette classification n’est toutefois
pas justifiée par des études de carac-
térisation rigoureuse des récepteurs:
sur les deux récepteurs ETjy, I'ordre
de puissance des agonistes naturels
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Figure 4. (A) Effet vasodilatateur suivi de I'effet vasoconstricteur produit par linjection intra-artérielle de
0,25 nmol/kg d’endothéline-1 chez le lapin anesthésié en absence et en présence de l'antagoniste ET,; le BQ-788
(0,25 mg/kg). (B) Effet de I'ET-1 sur la pression de perfusion du rein de lapin perfusé en absence ou en présence de
BQ-788 (10 nM), de L-NAME (100 uM) et de BQ-788 (10 nM) + L-NAME (100 uM). *P < 0,05; 1P < 0,01 lorsque com-
paré aux valeurs témoins,; n.s.: non-significatif.

est identique, les agonistes sélectifs
des récepteurs ETy sont actifs et les
antagonistes sélectifs des récepteurs
de type ETj, tel le BQ-788, interfe-
rent efficacement avec D'effet de
I'ET-1. De plus, Clozel et Gray ont
récemment démontré, a I'aide de
I’antagoniste ETy RO 46-8443, que
les récepteurs ETy, responsables des
effets opposés de constriction et de
dilatation, ne représentaient pas des
entités pharmacologiques distinctes
[56].

Par conséquent, les caractéristiques
distinctes de ces deux sous-types de
récepteurs ETy, et ETy, devront étre
validées par des études de biologie
moléculaire permettant de produire
des récepteurs recombinants que
I’on pourra caractériser au point de
vue pharmacologique. Actuellement,
seule la nomenclature ET, et ET} des
récepteurs de I'ET-1 est retenue par
IUPHAR (union internationale de
pharmacologie).
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Implication des récepteurs de
Iendothéline dans le contrdle de la
pression artérielle

Des études récentes de Kurihara et al.
et de Yanagisawa ef al. ont montré
que des souris transgéniques homo-
zygotes déficientes en endothéline
[57] ou en récepteurs ET, [58] déve-
loppent des malformations physiques
séveres. Ces observations ont permis
a ces groupes de suggérer que 'ET-1
et ses récepteurs ET, sont impliqués
de facon essentielle dans les méca-
nismes de croissance et de dévelop-
pement (m/s n°6-7, vol. 10, p. 740).
Chez les souris transgéniques chez
lesquelles un allele du géne de 'ET-1
était délété (hétérozygotes), une
légére augmentation de la pression
sanguine a toutefois été notée malgré
une diminution des concentrations
plasmatiques d’ET-1 [57]. Il s’agit 1a
de mécanismes fort complexes et dif-
ficiles a expliquer puisqu’on a peu

d’information sur la pharmacologie
cardiovasculaire de I’endothéline
chez cette espéce animale. Notons
qu’il a été récemment démontré que,
chez ces animaux hétérozygotes, la
fonction du systeme sympathique et
des baroréflexes est altérée [59].

L’importance physiologique des
récepteurs de type ET, dans les vais-
seaux humains intacts a été démon-
trée par Haynes et Webb [35]. Pour
la premicre fois, ce groupe a rappor-
té que 'endothéline endogene joue
un role important dans le maintien
du tonus vasculaire des vaisseaux
d’individus sains. En effet, I’adminis-
tration par voie intra-artérielle de
BQ-123 (un antagoniste sélectif du
récepteur ET,) induit une vasodilata-
tion marquée des vaisseaux sanguins
intacts dans I'avant-bras chez 'hom-
me (figure 5). 1l faut aussi souligner
que le BQ-123 réduit de facon tres
prononcée la pression artérielle

moyenne chez le cobaye [60], suggé-
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Figure 5. Débit sanguin de I'avant-bras chez ’'homme aprés une perfusion in-
tra-artérielle d’ET-1 et de BQ-123. La vasoconstriction de I’'ET-1 est abolie par
le BQ-123 (P=0,006) et le BQ-123 seul induit une vasodilatation progressive
de I'avant-bras (P = 0,007) (Tiré de [35] avec autorisation des auteurs).

rant qu’au moins chez ce mammife-
re, I’endothéline joue un réle impor-
tant dans le maintien de la pression
artérielle.

Une implication de I’endothéline
comme stimulateur de I’hypertro-
phie vasculaire a aussi été suggérée
dans certains modéeles d’hyperten-
sion artérielle; pour plus de détails,
le lecteur est prié de se référer a la
revue de Schiffrin [61] ainsi qu’a
I’article du méme auteur dans ce
numéro de médecine/sciences [62].

Effet de ’endothéline
sur la modulation calcique
cytosolique et nucléique

Bien qu’agissant sur des récepteurs
qui ont été clonés et qui sont caracté-
risés au plan pharmacologique [37,

38], 'ET-1 peut également agir en
ouvrant des canaux calciques de type
L (sensibles aux composés dihydro-
pyridines) sur le muscle lisse vasculai-
re [63], ou de type R (resting potential
calcium channels) sur le muscle lisse
vasculaire ou les cellules endothé-
liales [64]. La figure 6 illustre par
microscopie confocale I'augmenta-
tion de [Ca]; et sa distribution spéci-
fique au niveau cytosolique et
nucléaire dans une cellule de muscle
lisse vasculaire, au repos ou en pré-
sence d’ET-1.

I Conclusion

Les récepteurs de type ET,, I’enzyme
de conversion de I’endothéline et
par conséquent I’ET-1 elle-méme,
semblent tous étre impliqués dans le
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Figure 6. Augmentation de calcium intracellulaire cytosolique ([Ca],) et nu-
cléaire ([Ca],) dans une cellule musculaire lisse d’aorte humaine au repos ou
stimulée avec I'ET-1 (107 M). A: Vue en coupe tranversale de la fluorescence
du Ca?*t libre au niveau cytosolique et nucléaire. B: L'ET-1 & la concentration
de 107 M augmente a la fois le [Ca], et le [Ca],. Les panneaux de droite sont
des représentations tridimensionnelles illustrant a la fois I'intensité et la dis-
tribution spatiale du signal donné par les ions calciques des cellules de
gauches (A et B). L’échelle colorimétrique a droite de la figure représente le
niveau d’intensité en pseudocouleurs des niveaux de la sonde calcique fluo-
rescente (Fluo-3) (expérience # aoSMC17Flo10) [65].

ET-1
CE il
NO k
ECE
CML
Relaxation Contraction

Figure 7. Schéma illustrant les sites essentiels des effets de la big-endothé-
line-1 (big-ET-1) et de I'’endothéline-1 (ET-1) chez ’'homme. CE: cellules en-
dothéliales; CML: cellule musculaire lisse; ECE: enzyme de conversion de
I’endothéline; ET,: récepteur de type ET,,; ET;: récepteur de type ETg.
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maintien du tonus vasculaire chez
I’homme. Qui plus est, ’hormone
elle-méme et ses récepteurs ET,
(mais non ETj) sont essentiels au
développement. Il apparait donc
que, chez le suyjet sain, il existe un
juste équilibre entre la production
d’ET-1 et lactivation de ses récep-
teurs ET, (musculaires) et ET,
(endothéliaux). Dans des conditions
pathologiques, un choix judicieux
devra étre fait dans l'utilisation
d’antagonistes mixtes ou sélectifs
pour les récepteurs ET, ; nos résultats
et les différents aspects discutés ici
tendent a favoriser la deuxiéme pro-
position.

Bien que non exclusive, la figure 7
illustre les sites ou les récepteurs et
les activités enzymatiques de conver-
sion de I’endothéline sont les plus
abondants et jouent un role prédo-
minant dans les effets vasculaires des
endothélines chez ’homme. Ces sites
pourraient étre considérés comme
des cibles de choix pour le dévelop-
pement d’outils thérapeutiques.
Chacune des quatre conférences
internationales sur I’endothéline a
marqué un tournant important dans
I’étude de cette famille de peptides
vasoactifs. La derniére conférence,
tenue a Londres en avril 1995, a sou-
ligné 1’eére des antagonistes des
récepteurs de I’endothéline et de
leur utilisation dans certaines condi-
tions physiopathologiques dans les-
quelles ce peptide pourrait étre
impliqué. La prochaine conférence
qui se tiendra a Kyoto a I’automne
1997 devrait marquer 1’ére des
enzymes de conversion de I’endothé-
line et de leur role possible dans
I’homéostasie et dans I’étiologie des
maladies cardiovasculaires ®
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Summary

Endothelin cardiovascular
pharmacology and

pathophysiology

Multidisciplinary approaches inclu-
ding pharmacology, biochemistry,
immunology and rapidly develo-
ping molecular biology techniques
have been instrumental in the gi-
gantic leaps observed in the field
of endothelins in recent years.
With the receptors cloned as well
as proposed biosynthetic pathways
being rapidly elucidated, the role
of endothelin in cardiovascular ho-
meostasis as well as in the ethiolo-
gy of vascular pathologies may lead
to the development of therapeuti-
cally useful agents. This review suc-
cinctly describes some of the im-
portant aspects of the biology of
endothelins from the processing of
pre-pro-endothelin-1 to the active
moiety of endothelin-1. Further-
more, physiopathological conside-
rations are presented concerning
the usefulness of mixed ET,/ETj,
receptors as opposed to selective
ET, receptors. Moreover, distinct
endothelin-converting enzyme acti-
vity specific to particular organs is
outlined. Finally, the nuclear and
cytosolic  calcium-mobilizing pro-
perties of ET-1 in the vascular
smooth muscle are illustrated. As
far as the contribution of endothe-
lin in cardiovascular regulation is
concerned, a correlation attempt
will be made between the results
obtained in animal models and

P. D’Orléans-Juste.
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