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La potentialisation de la sensibilité¢ des voies respiratoires aux bronchospasmogénes est une
des composantes qui définie le mieux I’asthme (Global initiative for asthma, 2002). L’ une des
caractéristiques les plus remarquables du phénomeéne est I’augmentation de cette sensibilité a
I’adénosine ou au 5’-adénosine monophosphate (AMP). Généralement, seuls les
asthmatiques, et plus particulierement les asthmatiques allergiques, répondent a 1’adénosine
par une forte bronchoconstriction alors que les non-asthmatiques ne le font pas (Polosa et

Holgate, 1997; Meade et al., 2001; Polosa, 2002; van den Berge et al., 2004b).

Le laboratoire du Dr. Fozard s’intéresse depuis quelques années aux mécanismes de
régulation de la réponse a I’adénosine chez les asthmatiques (Fozard et al., 2003). Un mode¢le
expérimental d’hyperréactivité bronchique a 1’adénosine a été développé chez des rats de
I’espéce Brown Norway (BN), qui imite beaucoup de caractéristiques des réponses cliniques
chez les patients asthmatiques (Fozard et Hannon, 2000; Hannon et al., 2001). En effet, il a
été démontré que la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine est régulée de manicre tres

marquée par une provocation allergique chez les animaux activement sensibilisés (AS).

Mon projet a débuté en 2001. Il s’agissait de mieux définir le mécanisme de 1’augmentation
de la réponse a I’adénosine a la suite d’une exposition a I’allergéne chez le rat BN AS et de le
comparer avec la réponse a 1’adénosine ou ’AMP chez les patients asthmatiques. Dans les
sections suivantes, je fournirai des bases d’informations sur les éléments clés concernant mes
¢tudes. Premiérement je passerai en revue 1’adénosine, sa formation et son métabolisme, ses
récepteurs et ses effets physiologiques et pharmacologiques. Ensuite, je définirai les
différentes formes d’asthme et le réle de I’adénosine dans ces conditions. Je mettrai
particulicrement [’accent sur la réponse bronchoconstrictive a [’adénosine chez les

asthmatiques et sur le role des mastocytes dans cette réponse. Finalement, je décrirai le role de
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la sensibilisation active et de la provocation allergénique afin de déterminer les effets de la

réponse a I’adénosine sur les voies aériennes de rat BN.

1.1 L'adénosine

On retrouve dans la littérature un grand nombre d’études récentes et trés complétes
concernant 1’adénosine, ses récepteurs ainsi que les effets physiologiques et
pharmacologiques liés a leur activation (Collis et Hourani, 1993; Feoktistov et Biaggioni,
1997; Ralevic et Burnstock, 1998; Fredholm et al., 2001a; Fozard et Hannon, 2002; Fozard et
McCarthy, 2002; Polosa, 2002; Fozard et al., 2003; Yaar et al., 2004). Je me suis beaucoup

servi de ces publications pour écrire les parties suivantes.

1.1.1 Le métabolisme de I’adénosine

L'adénosine (9-B-D-ribofuranosyl-6-aminopurine) est un nucléoside ubiquitaire de type purine
qui est formé a partir de deux voies de synthése principales: la déphosphorylation du 5’-
adénosine monophosphate (AMP) et/ou I’hydrolyse de la S-adénosinehomocystéine (SAH)
(Fig. 1.1). La premiére voie de synthese est la plus importante quantitativement. C’est une
voie dépendante de ’ATP (adénosine triphosphate) et de I’ADP (adénosine diphosphate).
L'ATP est synthétisée a partir de ' ADP au cours de la glycolyse, mais surtout au cours de la
respiration mitochondriale, grace a une ATPase de type F ou une ATP synthase. L'ATP va
former de I’ADP via une ATPase et cet ADP va lui-méme former de I’AMP via une adénylate
kinase (Fig. 1.1 cycle bleu). L'adénosine provient de I'hydrolyse de I'adénosine-
monophosphate, AMP, sous l'influence d'une S5-nucléotidase, enzyme a la fois intra et
extracellulaire. Lors de la seconde voie de synthése le catabolisme de la SAH par la S-
adénosylhomocystéine hydrolase, forme de I’homocystéine et de 1’adénosine (Fig. 1.1 cycle

vert).
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L’adénosine est métabolisée en inosine sous l'influence de l'adénosine déaminase. L'inosine
produit elle méme I'hypoxanthine sous l'influence d'une purine nucléoside phosphorylase.
L'inhibition de I'adénosine déaminase tend a augmenter la concentration d'adénosine. De plus
ces nucléosides peuvent étre recyclés en 5’-AMP par le biais de la voie de synthése des
purines (Fig. 1.1 cycle rouge). La majorité de 1’adénosine exogene est captée par les tissus via
des transporteurs facilités qui peuvent étre inhibés de fagon compétitive a 1’aide d’une grande
variété de nucléosides ou de substances non nucléosidiques tel que le dipyridamole, le S-(p-
nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI) et le N6-(L-2-phenylisopropyl) adénosine (Fitzgerald,
1987, Clanachan et Parkinson, 1990; voir section 4.2.1). Le blocage de ce processus produit
une augmentation de la réponse a 1’adénosine. L'adénosine libérée dans le plasma a une demi-
vie extrémement courte, environ une seconde, car, outre les biotransformations métaboliques,
elle est captée par les érythrocytes et d’autres tissus. Des effets a distance des sites de sa

libération sont donc peu probables.

1.1.2 Principaux effets biologiques

L’adénosine est une molécule qui recouvre un trés large spectre d’activités biologiques et qui
affecte plusieurs systémes ou organes vitaux. Au niveau du systéme respiratoire 1’adénosine
régule la contraction du muscle lisse bronchique, augmente la sécrétion de mucus et module
I’activit¢ d’un grand nombre de cellules immuno-inflammatoires associées avec certaines
maladies pulmonaires inflammatoires (Feoktistov et Biaggioni, 1998; Ralevic et Burnstock,
1998; Fozard et Hannon, 1999; Fredholm et al., 2001a; Fozard et McCarthy, 2002; Holgate,
2002; Polosa 2002; Yaar et al., 2004). D’autres effets biologiques importants se manifestent
au niveau des vaisseaux (vasodilatation et vasoconstriction), des plaquettes (effet anti-
agrégant), du rein (inhibition de la libération de rénine et de la réabsorption tubulaire), du

ceeur (effets inotropique négatif, dromotropique et chronotropique) et du systéme nerveux
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autonome (réduction de I’activité des neurones sympathiques et parasympathiques). Dans le
systtme nerveux central, 1’adénosine induit un effet analgésique, anti-convulsant,
neuroprotecteur, anxiolytique et inhibe 1’activité motrice (Collis et Hourani, 1993; Ralevic et

Burnstock, 1998; Fredholm et al., 2001a).

1.1.3 Les récepteurs de I’adénosine

1.1.3.1 Aspects généraux

Les premiers concepts de stimulation par 1’adénosine ont été €laborés dans le cerveau et
mettent en avant une implication de récepteurs spécifiques situés a la surface de la cellule
(Sattin et Rall, 1970). Un peu plus tard, une nouvelle subdivision fait son apparition. On
classe alors les récepteurs en deux catégories, ceux activés par 1’adénosine, les récepteurs
purinergiques (P1), et ceux activés par ’ATP, les récepteurs purinergiques (P2) (Burnstock,
1978). Les récepteurs P1 sont alors eux méme divisés en A; et A, en fonction de leur activité
respective, soit I’inhibition (A;), soit la stimulation (A,) de I’adénylate cyclase (van Calker et
al., 1979; Londos et al., 1980). La classe des récepteurs A, a alors été divisée en deux
groupes; Asa et Asp, selon que leur site de liaison soit de haute ou de basse affinité (Daly et
al., 1983). Plus récemment il a été décrit un quatriéme sous-type de récepteur a 1’adénosine:
As (Zhou et al., 1992). Ces quatre sous-types de récepteurs ont tous été clonés a partir de
plusieurs especes différentes et leur structure est au jour d’aujourd’hui bien identifice.

Comme le démontre le dendrogramme (Fig. 1.2), il existe une faible homologie des acides
aminés entre les différents récepteurs de 1’adénosine d’une méme espéce et entre les mémes
récepteurs de 1’adénosine d’espéces différentes. Cela pourrait expliquer la différence entre les
especes, la puissance et la sélectivité des ligands pour cette classe de récepteurs. Par exemple,
bien que les récepteurs de I’homme et du mouton sont susceptibles d’étre antagonisés par les

xanthines et leurs dérivés, les récepteurs Aj du rat, du lapin et de la gerbille y sont résistants
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(Yaar et al., 2004). 11 existe aussi des différences pharmacologiques significatives entre les

récepteurs A; et Aya pour différentes especes (Tucker ef al., 1992; Kull et al., 1999).

Ay Sheep
Az Dog
Ay Human
Ay Rabhit
Ay Rat

A, Rabbit
A Dog

;

A, Rat

— Ay Guinea pig
A; Human
Ay Cow

Ay Chick

Ay Human
Agy Rat

Agg Chick
Ay, Mouse
Ay, Guinea pig
Ay, Dog

Ay, Human

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Percentage sequence identity (amino-acid)

Fig. 1.2 Dendrogramme des récepteurs de 1’adénosine (d’apres Fredholm et al., 2001a)

Les quatre sous-types des récepteurs de 1’adénosine sont tous des récepteurs comprenant 7
domaines transmembranaires couplés a une protéine G. La partie N-terminale du récepteur est
extracellulaire. Bien que la troisiéme boucle intracellulaire et la partie C-terminale contribuent
au couplage du récepteur A; avec les protéines G, seule la troisiéme boucle intracellulaire est
impliquée dans le couplage des protéines G avec Ajs (Tucker et al, 2000). La
phosphorylation des boucles intracellulaires semble aussi étre impliquée dans Ia
désensibilisation des récepteurs a 1’adénosine (Palmer et Stiles, 1997).

Les récepteurs de 1’adénosine couplés aux protéines G réagissent a une activation ou a une
exposition a un agoniste en s’internalisant. Cela a été montré pour le récepteur A; sur les
neutrophiles (Falleni ef al., 1999) et le muscle lisse (Saura et al., 1998), ainsi que pour les

autres sous types de récepteurs a 1’adénosine, A,, (Mundell et Kelly, 1998), Ayg (Penn et al.,
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2001) et A3 (Macchia et al., 2001). L’internalisation des récepteurs est suivie par un recyclage
et une réexposition sur la membrane ou une dégradation qui a long terme réduit le nombre de
récepteur sur la cellule.

Les protéines G, peuvent étre réparties en quatre classes en fonction des homologies de
séquence: G; ("s" pour : stimulant I'adénylate cyclase) est composée de quatre types de sous-
unités G, issues d'un épissage alternatif, et de la protéine Gy, spécifique de 1'épithélium
olfactif. Gy,("i" pour : inhibant I'adénylate cyclase) comporte les deux types de transducine
Gy et Gy (des cellules en batonnet et en cone de la rétine), trois sous-unités G;j, trois sous-
unités G, ("o" pour : other) et la sous-unité G,. Gy est constituée de Gq, Gi1, Gis, Gis, Gie.
Gy, est formée des sous unités G, et Gj3. Le couplage des protéines G avec les divers
récepteurs de 1’adénosine ainsi que les seconds messagers impliqués est décrit dans la Table

I1.1.

1.1.3.2 Récepteurs A, Azx, Asp et Az

Les récepteurs Aj, Aza, Asp et Az sont localisés dans divers endroits du corps et leur
mécanisme d’action se différencie par un couplage a des protéines G dont les sous-unités
varient (Table 1.1). Ils sont également caractérisés par leur sensibilité face a divers agonistes
et antagonistes. Le role clef de ces récepteurs, en particulier dans les voies respiratoires

normales et lors d’une inflammation pulmonaire, sera caractérisé plus loin.

1.1.3.2.1 Le récepteur A,

L’¢limination génétique du récepteur A; chez la souris s’exprime de maniére surprenante par
une physiologie tout a fait normale. Toutefois, quand 1’organisme est perturbé (par exemple
sujet a une hypoxie, une ischémie, une douleur ou une augmentation du travail des reins) des

différences apparaissent entre des animaux intacts et des animaux dépourvus du récepteur A;
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(Fredholm et al., 2003). Les résultats obtenus dans des expériences ou il manque le récepteur

A des souris sont en accord avec ceux obtenus par une approche pharmacologique classique.

Sous- Prot¢éine G Mécanisme de Agonistes Antagonistes Localisation
types  couplée transduction
A Gifo LAMPc {Ca** CPA>CHA> DPCPX>XAC Ceceur, adipocyte,
T1P; TK+ NECA >> CGS > CGS 15943 > muscle lisse
21680 8-SPT respiratoire,
neutrophile, rein,
hippocampe, cortex
Aoa Gs TAMPc ATL 146>  SCH 58261 > Plaquette,
CGS 21680=  ZM 241385 ~ neutrophile,
NECA >>CHA (CGS 15943 > systéme vasculaire,
XAC > DPCPX pancréas, striatum
Aop GsGgi1 TAMPc TCa’® NECA>CHA MRS 1754 > Muscle lisse
TIP; TERK >>CGS 21680 XAC>CGS  vasculaire, intestinal
15943 > et respiratoire,
DPCPX cellule chromaffine,
mastocyte, cerveau
As Gi Gy JAMPc TIP;  2-CI-IB-MECA MRS 1523 ~ Testicule, rein,

> APNEA >
NECA =~ CGS
21680

MRS 1191 > I-
ABOXP >>
XAC >DPCPX

poumon, mastocyte,
¢osinophile,
neutrophile, cceur,
cortex, striatum

Table 1.1 Classification et propriétés des récepteurs de 1’adénosine. Basé sur Ralevic et
Burnstock (1998); Fozard et Hannon (1999); Fredholm et al. (2001a); Mueller (2003).

Les récepteurs A; sont couplés a des systemes de seconds messagers qui conduisent soit a

’activation, soit a I’inhibition des cellules suite a une stimulation du récepteur. Par exemple,

l'activation des récepteurs A; couplés a G; inhibe 1'adénylate cyclase, diminue la concentration

d'AMP cyclique intracellulaire et augmente la formation de 1’IP; (inositol triphosphate). De

tels effets favorisent 1’activation des cellules comme par exemple la dégranulation des

¢osinophiles et la libération de médiateurs lorsqu’ils sont stimulés (Ezeamuzie et Phillips,
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1999). Les neutrophiles humains possédent un récepteur A; qui facilite 1’adhérence des
neutrophiles a 1’endothélium et la chémotaxie (Cronstein ef al., 1990).

Les travaux effectués sur des lapins rendus allergiques a la naissance par immunisation avec
divers antigénes mettent en évidence I’implication du récepteur A; dans 1’asthme
expérimental (Ali et al., 1994a; 1994b; El-Hashim et al., 1996). Les résultats montrent que la
réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine est médiée par le récepteur A; sur le muscle lisse et
est surexprimée dans les animaux allergiques. Nyce et Metzger (1997) ont traité des lapins
avec un oligodésoxynucléotide antisens ciblé contre le codon d’initiation de I’ARN,, (acide
ribonucléique de type m) du récepteur A;. Les animaux auxquels on a sélectivement retiré le
récepteur A; présentent une inhibition significative de la réponse bronchoconstrictive a
I’adénosine et a 1’allergene.

L’activation du récepteur A; favorise l'ouverture des canaux potassiques (par exemple dans le
coeur et les neurones). Ceci résulte en une diminution des effets cardiaques, dont I’activation
produit des effets chronotropiques, inotropiques et dromotropiques négatifs, ainsi qu’en une
réduction de I’excitabilité neuronale et de la libération de transmetteurs.

Les analogues de I’adénosine, le CPA (N°-cyclopentyladénosine) et le CHA (N°-
cyclohexyladénosine) sont des exemples d’agonistes avec une forte puissance et une grande
sélectivité pour le récepteur A;. XAC et DPCPX montrent une activité antagoniste sélective

pour ce site (Table 1.1).

1.1.3.2.2 Le récepteur A,

Le récepteur A5, comme le récepteur A, a été découvert au niveau du cerveau, mais avec une
distribution différente; en effet il est surtout présent dans le striatum et le tubercule olfactif
(Jarvis et Williams, 1989). Plus tard on a également établi une distribution dans la majorité

des organes périphériques (Stehle et al., 1992; Dixon et al., 1996). Les souris auxquelles il
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manque le récepteur A, présentent une augmentation de leur niveau d’anxiété, d’agressivité,
de leur pression sanguine (Ledent et al., 1997) ainsi que de la sensibilité a une gamme de
stimuli inflammatoires (Ohta et Sitkovsky, 2001). Le récepteur A, est couplé a une protéine
Gs qui va stimuler la formation d’AMPc, ce qui a pour but d’inhiber généralement une
fonction cellulaire comme par exemple au niveau de 1’adhérence des neutrophiles a
I’endothélium (Grisham et al., 1989; Cronstein et al., 1992; Fredholm et al., 1996; Hannon et
al., 1998), I’augmentation de I’expression des intégrines (Wollner et al., 1993), 1’activation
des lymphocytes T (Koshiba et al., 1999) et la suppression de la libération par les mastocytes
pulmonaires humains de la tryptase induite par FceRI (Récepteur de haute affinité pour les
IgE [Immunoglobuline E]) (Suzuki et al., 1998). En supprimant I’action des mastocytes, des
lymphocytes T, des neutrophiles et des macrophages, la stimulation du récepteur Az résulte
en un effet anti-inflammatoire (Cronstein, 1994). Les récepteurs A, induisent aussi la
vasodilatation et inhibent I’agrégation plaquettaire (Ralevic et Burnstock, 1998).

I1 existe un grand nombre de ligands sélectifs pour le récepteur Aza; CGS 21680 et ATL 146
(dérivé du NECA modifié¢ en C2) sont des agonistes puissants et sélectifs. SCH 58261 et ZM

214385 sont des antagonistes qui montrent une bonne sélectivité pour ce site (Table 1.1).

1.1.3.2.3 Le récepteur A,p

Le récepteur Ayp est réparti dans 1’ensemble du corps mais en faible densité (Stehle et al.,
1992; Dixon et al., 1996). 1l est couplé a une protéine G qui active I’adénylate cyclase ou a
une protéine G4 qui active la phospholipase C (PLC). L activation du récepteur A, peut donc
conduire a une activation ou une inhibition d’une fonction similaire. L’activation des
récepteurs A,g conduit a ’inhibition de plusieurs muscles lisses (voir section 4.2.4.2), a
I’inhibition de la libération de TNFa des monocytes humains, THP-1 (Munro et al., 1998),

induit par le LPS et supprime 1’expression de cytokines pro-inflammatoires dans les
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macrophages de souris induit par I'INFy (Xaus ef al., 1999). Au contraire, dans la lignée des
mastocytes humains, MHC-1, I’activation du récepteur A,p résulte en une augmentation de la
libération d’IL-8 (Interleukine 8) per se et une augmentation de la sécrétion d’IL-8 induite du
phorbol myristyl acétate (PMA) (Feoktistov et Biaggioni, 1997; 1998). Il existe d’autres
preuves de I’implication des récepteurs A,p dans la dégranulation des mastocytes de I’homme
(voir section 4.2.4.2). Le principe est similaire dans la lignée mastocytaire canine (Meade et
al., 1996; Feoktistov et Biaggioni, 1997; Auchampach et al., 1997).

Bien que D’affinité¢ pour le NECA soit relativement élevée, il n’existe pas d’agonistes ou
d’antagonistes sélectifs pour le récepteur A,p. Dans la littérature, il a été revendiqué que MRS
1754 est un antagoniste sélectif pour le récepteur A, (Kim ef al., 2000), mais dans la réalité il

montre également une forte affinité pour le récepteur A; de rat (Fozard, résultats non publiés).

1.1.3.2.4 Le récepteur A;

Le récepteur Aj differe des autres récepteurs par le fait que sa structure, sa distribution dans
les tissus et sa pharmacologie sont trés variables entre les espéces (Linden, 1994; Ralevic et
Burnstock, 1998). Les études effectuées sur des souris dépourvues du récepteur As;
démontrent un role clé pour ce récepteur dans la dégranulation des mastocytes, dans la
régulation du flux coronaire et dans le contrdle de la pression intraocculaire (Yaar et al.,
2004). Le récepteur Az partage avec le récepteur A; les mécanismes de transduction des
messagers secondaires (inhibition de 1’adénylate cyclase, augmentation de 1’IP3) ce qui induit
une activation de la cellule. De plus, les récepteurs Az sont présent sur les éosinophiles de
I’homme (Ji et al., 1994) et leur activation conduit a une augmentation du calcium
intracellulaire (Kohno et al., 1996). Paradoxalement, il n’est pas évident de prouver la
stimulation des €osinophiles a partir de ces sites d’action. En réalité, Ezeamuzie et Phillips

(1999), Reeves et al. (2000) et Baraldi et al. (2000) ont découvert que I’agoniste pour le
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récepteur As, 2-CI-IB-MECA, bien qu’utilis¢ a de fortes concentrations, inhibent la fonction
des éosinophiles. Il a aussi été décrit que ’activation des récepteurs A induit une inhibition
de la chémotaxie des éosinophiles (Reeves et al., 2000). De maniére similaire, I’activation du
récepteur Ajz résulte en une inhibition de la dégranulation des neutrophiles induite par LPS ou
TNFa (Bouma et al, 1997). Afin de mieux comprendre les mécanismes des voies de
signalisation impliquées dans I’activation cellulaire, des études in vitro (Ali et al., 1990;
Ramkumar et al., 1993; Thorne et al., 1996) et in vivo (Hannon et al., 1995; Fozard et al.,
1996) ont établi un réle central pour les récepteurs A dans la dégranulation des mastocytes
chez les rats et les cochons d’Inde. Bien que, comme discuté auparavant, le récepteur A,p est
connu pour induire 1’activation de 1’adénosine des mastocytes humain, un réle du récepteur
Aj ne peut étre totalement exclu. Ainsi, les résultats de Konnaris et al. (1996) impliquent le
récepteur Az dans la libération de médiateurs induite par les antigénes, suite a I’augmentation
de I’adénosine sur des poumons humains. De plus, dans une revue récente, Meade et al.
(2001) prétendent que I’ARNm du récepteur Aj; est présent, bien qu’a de faibles
concentrations, dans les mastocytes de poumon humain, ce qui leur permet d’argumenter
qu’on ne peut exclure I’hypothése que le récepteur Aj soit impliqué dans 1’activation du

mastocyte par I’adénosine.

2-CL-IB-MECA est un agoniste puissant et sélectif du récepteur Az et est souvent utilisé
comme un outil expérimental pour activer ces sites (Ralevic et Burnstock, 1998; Fredholm et
al., 2001a). L’inosine est moins puissante que le 2-CL-IB-MECA mais montre une meilleure
sélectivit¢ pour le récepteur A; (Jin et al., 1997). MRS 1523 et MRS 1191 sont des
antagonistes sélectifs du récepteur As de rat mais pas particulicrement puissants (Mueller,

2003) (Table 1.1).
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1.1.3.2.5 Autres “récepteurs” liés a ’adénosine

Il existe plusieurs exemples dans la littérature ou 1’adénosine produit des effets via des
mécanismes inconnus ou interagissant avec des récepteurs différents des quatre sous-types de
récepteurs connus pour 1’adénosine. Afin d’illustrer cela, on démontre que 1’adénosine est
reconnue pour inhiber 1I’exocytose des granules des cellules tueuses chez la souris en
interagissant avec un nouveau récepteur extracellulaire (Williams ez al., 1997). Le fait que le
NECA, qui est un analogue de I’adénosine, ne peut reproduire ces effets dans ce modele
démontre qu’il ne s’agit pas d’un des quatre sous-types de récepteurs connus
pour I’adénosine. Récemment, il a été décrit un récepteur atypique Az dans les €osinophiles
humains qui est couplé positivement a I’adénylate cyclase (Ezeamuzie et Phillips, 2003).
Toutefois, de fortes concentrations de 1’agoniste sélectif du récepteur Aj sont nécessaires pour
activer ce récepteur et le blocage par I’antagoniste sélectif du récepteur A3, MRS 1220, n’a
lieu que pour des concentrations supérieures de deux unités logarithmiques a celles qui
bloquent le récepteur Aj;. Récemment, un nouveau récepteur qui répond a I’adénosine et a
I’AMP a été décrit (Inbe et al., 2004). Le récepteur P2Y15 est présent dans les tissus du
tractus respiratoire, les reins et plus important dans les mastocytes de I’homme. L’activation
de ces récepteurs induit une mobilisation du calcium et une production d’AMPc qui est
similaire a celle observée suite a I’activation du récepteur A,p. Le récepteur P2Y 15 peut étre
bloqué par le 8-SPT et la théophylline a de trés faibles concentrations et activé avec le NECA,
bien qu’une concentration 10 fois supérieure a celle de 1’adénosine soit requise. Toutefois, la
validité des résultats de Inbe et al. (2004) a récemment été discuté par les représentants du
«Comité de Nomenclature» des récepteurs P2Y (Abbracchio et al., 2005) qui suggérait que
les résultats étaient plutdt dus aux niveaux élevés d’expression des récepteurs endogenes de

I’adénosine dans le clone des cellules HEK293 utilisées dans ces études ou a d’autres
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artéfacts. Finalement, plusieurs protéines couplées 4 I’adénosine sont liées au ["H]-NECA
(Lorenzen et Schwabe, 2001). Ni I’adénotin-1 (protéine de faible affinité liant 1’adénosine), ni
1’adénotin-2 (protéine de liaison du type [’H]-NECA liant le NECA), ni le site d’action de
I’adénosine/inosine identifié¢ dans le striatum bovin n’ont un profil pharmacologique similaire

aux sous-types de récepteurs connus de 1’adénosine

1.2 L’asthme

1.2.1 Aspects généraux

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires caractérisée par une
obstruction des voies respiratoires qui est réversible, une sécrétion de mucus, un cedéme, un
remodelage des voies respiratoires, et une hyperréactivité bronchique (Barnes, 2002). Selon le

Global Initiative for Asthma (2002), la définition de 1’asthme est la suivante:

« L’asthme est un désordre inflammatoire chronique des voies respiratoires, dans lequel
différents éléments cellulaires et différentes cellules jouent un réle, en particulier les
mastocytes, les éosinophiles, les lymphocytes T, les macrophages, les neutrophiles, et les
cellules épithéliales. Chez des individus sensibilisés, cette inflammation cause des périodes de
respiration difficile, bruyante, de compression de la poitrine, et de toux, le soir ou le matin.
Ces évenements sont généralement associés avec des obstructions généralisées du flux
respiratoire ce qui peut étre réversible de maniere spontanée ou a la suite d’ un traitement.
Cette inflammation cause aussi une augmentation de I’hyperréactivité bronchique liée a une

variété de stimuli. »
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Les patients asthmatiques peuvent étre séparés en deux grands groupes, suivant qu'ils
démontrent une hyperréactivité a des antigénes de l'environnement (asthme extrinséque) ou
pas (asthme intrinséque). Ces catégories respectives sont habituellement assimilées a l'asthme
atopique (allergique) et a l'asthme non atopique. Les facteurs conduisant a un asthme non-
atopique comprennent 1’exposition a une irritation aérienne comme la fumée de cigarette,

chimique, industrielle, ou certaines infections virales (Lim et Weller, 1997).

1.2.2 Pathophysiologie

Comme mentionné ci-dessus, quelques soient les bases sous-jacentes, 1’asthme est maintenant
considéré comme une maladie prédominante et inflammatoire des voies aériennes. Des études
histologiques de la muqueuse bronchique et I’analyse du liquide du lavage bronchioalvéolaire
ont montrés une augmentation du nombre de cellules pro-inflammatoires et de médiateurs
dans les voies respiratoires des asthmatiques comparées a celle des non asthmatiques. Les
plus importantes cellules sont les éosinophiles, les lymphocytes T, les macrophages et les
mastocytes. Toutes ces cellules a travers leurs sécrétions de médiateurs pré ou nouvellement
formés, contribuent a établir et a maintenir 1’inflammation asthmatique. Les cellules
structurelles des voies respiratoires comme les cellules endothéliales et épithéliales, les
fibroblastes ou les cellules du muscle lisse contribuent également au processus inflammatoire,
libérant des médiateurs inflammatoires comme les cytokines ou les chimiokines (Barnes,

2002).

Les éosinophiles sont des cellules clés de I’inflammation chez I’asthmatique. Leur présence
quasi constante et leur riche équipement en médiateurs sont tenus pour responsable de la
majorité des lésions observées (Barnes, 2002). L’action cytotoxique de ses composants
protéiques (protéine basique majeure [MBP], peroxydase éosinophilique [EPO], envers

I’épithélium et les effets bronchoconstricteurs de ses médiateurs (le facteur d’activation
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plaquettaire [PAF], les leucotriénes cystényls), contribuent a 1’activité pro-inflammatoire de
ces cellules (Strek et Leff, 1997). Cependant le role des éosinophiles dans 1’asthme est remis
en question depuis de récentes études faites sur I’homme et cherchant a définir de nouvelles
cibles thérapeutiques (Adamko et al.,, 2003). Chez les asthmatiques le blocage de
I’¢osinophilie par ’utilisation d’un anticorps monoclonal humain sur IL-5 n’a aucun effet sur
la réponse retardé a 1’allergeéne ni sur I’hyperréactivité bronchique (Leckie et al., 2000; Leckie

et Walker, 2001).

Les lymphocytes T ont un role important dans I’initiation et le maintien de 1’inflammation
dans les voies respiratoires. Les lymphocytes T helper (Th) sont classés en deux sous groupes
(Th1 et Th2) qui au travers de leur différent motif de libération de cytokines induisent la
réponse allergique a 1’asthme. Dans I’atopie la balance penche en faveur des cellules Th2 qui
libérent des cytokines et des interleukines, 1L-4, IL-5 et IL-13 (Corrigan et Kay, 1997; Kay,

2003).

Les macrophages sont des cellules phagocytaires impliquées dans la phagocytose de débris
cellulaires. Cette activité essentielle est cependant fortement pro-inflammatoire. A 1’état
normal, ils tapissent la surface épithéliale et alvéolaire. Chez I’asthmatique ils sont présents
dans la muqueuse bronchique. Le macrophage secréte des cytokines pro-inflammatoires
comme IL-1, TNFa, IL-6 et IL-8 (Calhoun et Jarjour, 1997). Toutefois les macrophages
peuvent aussi inhiber I’inflammation allergique par I’intermédiaire de la sécrétion de

médiateurs inhibiteurs comme 1I’IL-10 (Barnes, 2002).

Les mastocytes sont quantitativement peu nombreux dans la muqueuse bronchique, mais ils
sont présents en plus grandes quantités chez les asthmatiques allergiques et non allergiques
(Shimizu et Schwartz, 1997). Ils sont trés souvent en contact avec les cellules du muscle lisse

et les terminaisons nerveuses sensitives. Le mastocyte, en libérant 1’histamine stocké et en




Section 1; Page 25

synthétisant rapidement des leucotriénes, est la cellule clé qui enclenche la réaction immédiate
en réponse a 1’allergéne. Elle joue également un role dans I’asthme chronique car cette cellule
produit et libére une large gamme de cytokines (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 et GM-CSF) (Forsythe

et Ennis, 1999; Kanbe et al., 2000).

Toutes ces interactions sont représentées sur la Fig. 1.3.

Allergénes inhalés
(Par exemple: les acariens, le pollen, les poils,...)

lLl

Macfoi)hage

Libération de médiateurs:
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Fig. 1.3 Pathophysiologie de 1’asthme: les divers mécanismes y contribuant.

L’innervation des voies respiratoires est aussi importante dans la pathophysiologie de
I’asthme. Les fibres efférentes du nerf vague sont distribuées au niveau des muscles lisses et
des glandes bronchiques. Elles ont un rdéle bronchoconstricteur et représentent le principal
systeme de controle neurologique du tonus et des sécrétions bronchiques (Coulson et Fryer,

2003). Le fait que les antagonistes sélectifs des récepteurs muscariniques et cholinergiques
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démontrent une efficacité¢ dans le traitement de 1’asthme suggére que le nerf vague contribue
aux symptomes. Au contraire les stratégies utilisées pour démontrer I’innervation des voies
respiratoires n’ont pas prouvé leur efficacité et la question de I’implication des nerfs
sensoriels dans 1’asthme reste ouverte (Belvisi, 2003).

L’écoulement microvasculaire est une autre composante importante de 1’inflammation des
voies respiratoires. Il peut étre induit par une variété de médiateurs pro-inflammatoires et
résulte en un cedéme des voies respiratoires (Persson, 1997). L’exudation plasmatique peut
aussi fournir les substrats pour produire des médiateurs pro-inflammatoires comme la

bradykinine (Ellis et Fozard, 2002).

1.2.3 L’hyperréactivité bronchique (HRB)

L’hyperréactivité bronchique, ou I’hyperréactivité des voies respiratoires est une composante
essentielle de 1’asthme. Le concept décrit une augmentation de la sensibilité des voies
respiratoires des asthmatiques a des stimuli bronchoconstricteurs (immunologique,
physiologique et/ou pharmacologique) qui sont essentiellement sans effet sur les non
asthmatiques (Colasurdo et Larsen, 1995). Dans un contexte clinique, le terme de HRB
comprend une augmentation de la sensibilit¢ (définie comme un abaissement de la
concentration qui produit une chute de 20 % du VEMs [Volume expiratoire maximal par
seconde]) et une réactivité (définie comme une augmentation de la pente ou une perte du
plateau de la courbe dose réponse) des voies respiratoires a I’inhalation de spasmogenes.
Quelques bronchoconstricteurs utilisés cliniquement pour détecter 1I’HRB agissent
directement sur les voies respiratoires des muscles lisses (par exemple 1’histamine et la
méthacholine) mais d’autres stimuli dépendent de 1’implication de mécanismes cellulaires ou
neurogéniques conduisant indirectement a la contraction du muscle lisse (par exemple

I’adénosine, la bradykinine, le sodium métabisulphite) (Joos, 2003).
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Bien que I’HRB caractérise 1’asthme, nous ne connaissons pas précisément son role. Il existe
un rapport entre la sévérité de I’inflammation des voies respiratoires et le degré d’HRB de ces
derniéres. Toutefois, tandis que la vaste majorité des asthmatiques présente une HRB, certains
sujets présentant une hyperréactivité ne sont pas asthmatiques et il y a des exemples
d’asthmatiques qui manifestent une sensibilité normale aux spasmogeénes. Ceci peut,
éventuellement démontrer que I’HRB ne caractérise pas entierement les différents types
d’inflammation sur les divers tissus. Ceci limite 1’utilisation de I’HRB pour indiquer la
sévérité de 1’asthme (Colasurdo et Larsen, 1995; Cockcroft, 1997; Pauwels, 1997; O’Connor

etal., 1999).

Le degré de ’HRB est aussi fortement dépendant des spasmogenes et le changement de
sensibilité avec un spasmogene ne permet pas de définir les changements pour un autre. Par
exemple, dans les ¢tudes cliniques de I’HRB, la réponse a 1’adénosine et a la bradykinine ne
peut pas étre déterminée a partir de la sensibilit¢ a la méthacholine inhalée (O’Connor et al.,
1999; De Meer et al., 2002). Il est reconnu que les résultats obtenus avec des agents
provoquant de maniére indirecte, reflétent mieux 1’inflammation des voies respiratoires, que
la réponse directe a un autre agent (van den Berge et al., 2001a). De ce fait ’HRB mesurée
avec ’AMP apparait mieux refléter les mécanismes sous-jacents de I’inflammation dans
I’asthme et les effets a court terme du traitement avec des stéroides que la méthacholine (van
den Berge ef al., 2001b). Toutefois, les spasmogenes agissant directement tels I’histamine et
la méthacholine peuvent étre utiles, pour détecter les lentes conséquences qui se développent

suite au remodelage des voies respiratoires résultant d’un asthme chronique (Joos, 2003).

Les mécanismes sous-jacents possibles de 1’hyperréactivité bronchique sont nombreux. Ils
impliquent les inflammations chroniques et aigues des voies respiratoires, le remodelage des

parois et un changement de réactivité du muscle lisse et/ou des cellules intermédiaires, activés
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par les spasmogeénes. On observe aussi des changements inflammatoires comme 1’hyperémie,
I’exudation plasmatique, 1’hypersécrétion de mucus et I’cedéme qui conduisent a un
¢coulement muqueux et péribronchial qui exacerbe le rétrécissement des voies respiratoires
(Cheung et al., 1999). Les changements structuraux qui conduisent au méme effet
comprennent I’hypertrophie du muscle lisse et la fibrose subépithéliale (Boulet et al., 1998).
Toutefois, le manque de corrélation entre les différents spasmogenes utilisés pour définir la
HRB ne permet pas de démontrer que 1’altération de la géométrie des voies respiratoires est

un facteur essentiel de la genése de ’'HRB (James et al., 1989).

1.2.4 La réponse a I’allergéne chez les asthmatiques

L’inhalation de I’allergéne par des asthmatiques atopiques résulte en une bronchoconstriction
et jusqu’a 50 % des sujets asthmatiques présentent des signes d’une réponse biphasique. La
réponse aigue a I’allergéne chez les asthmatiques atopiques se développe 10 minutes apres
I’inhalation de I’allergene, atteint un pic environ 30 minutes aprés la provocation et disparait
généralement dans les 1 a 3 heures qui suivent. La réponse tardive a 1’allergéne constitue une
seconde période de bronchoconstriction qui commence environ 4 a 6 heures apres 1’exposition
a I’allergene et peut durer jusqu’a 12 heures ou plus (Durham, 1990; Weersink et al., 1994).

Le profil des médiateurs présents dans le sang et le liquide bronchoalvéolaire aprés la
provocation avec 1’allergéne, ainsi que les propriétés biologiques connus de ces médiateurs,
impliquent fortement le mastocyte dans la réponse obstructive précoce. Le mécanisme dépend
de I’attachement du IgE a des récepteurs FceRI sur les mastocytes des voies respiratoires. Les
IgE, déja fixées a la membrane plasmique des mastocytes ou des basophiles et activées par
l'arrivée d'un antigene spécifique, qui réunit les fragments Fab des IgE, provoquent par
l'intermédiaire de leur fragment Fc la dégranulation des mastocytes et la libération de divers

messagers qu'ils contiennent (Siraganian, 2003). Dans les mastocytes cette cascade mene a la
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libération de médiateurs préformés, comme I’histamine et la tryptase, et a la stimulation de
synthése de novo, des produits du métabolisme de 1’acide arachidonique (prostaglandines
variées, et leucotriénes) et des cytokines comme le TNFa, I’IL-4 et I’'IL-5. L’allergéne peut
aussi s’attacher a des récepteurs de faible affinité (FceRII) sur les macrophages, les cellules
dendritiques et les lymphocytes B. Dans I’activation du FceRII des macrophages, il y a
sécrétion de médiateurs spasmogéniques comme le TxA,, des leucotriénes cystényls variés et
du PAF en plus des radicaux oxygénés et des enzymes lysosomales (Towes, 1997).

La sécrétion a court terme de médiateurs chimiotactiques par les mastocytes, les macrophages
alvéolaires et peut-tre les cellules épithéliales pourrait aussi étre impliquées dans le
développement de la réaction tardive a I’allergeéne qui est caractérisée par un influx de cellules
inflammatoires (monocytes, neutrophiles, lymphocytes et d’éosinophiles), dans le poumon.
Les ¢éosinophiles sont trés importants car ils résultent de la libération d’une multitude de
médiateurs pro-inflammatoires qui causent la contraction du muscle lisse, ’HRB,
I’hypersécrétion de mucus, la vasodilatation et ’augmentation de 1’écoulement vasculaire
avec la production d’un cedéme. Ils sont tous caractéristiques des pathophysiologies observées

durant la réponse retardée (Strek et Leftf, 1997).

1.3 L’adénosine et I’asthme

1.3.1 Le role de ’adénosine dans I’asthme

Il y a longtemps que le role de I’adénosine dans I’asthme a été évoqué. Le sujet a été
régulierement et compréhensiblement abordé¢ dans un certain nombre de revues récentes:
Meade et al. (2001), Rorke et Holgate (2002), Fozard et McCarthy (2002), Polosa (2002) et
Fozard (2003). Les points essentiels de ces revues peuvent étre résumés de la maniere

suivante:
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e La production d’adénosine est augmentée par I’hypoxie ou I’activation des cellules
inflammatoires.

e Les concentrations d’adénosine dans le liquide du lavage bronchioalvéolaire et dans I’air
expiré des patients asthmatiques sont ¢levées. Les concentrations d’adénosine plasmatiques
sont augmentées par une provocation allergique.

e [’adénosine (ou I’AMP) induit une bronchoconstriction chez les patients asthmatiques
mais pas chez les patients sains.

e L’hyperréactivité des voies respiratoires a [’adénosine est un meilleur marqueur de
I’inflammation pulmonaire dans 1’asthme que 1’action directe d’un bronchospasmogeéne tel la
méthacholine.

e L’adénosine augmente la libération de médiateurs induite par [’allergéne dans les
mastocytes de ’homme lors d’expérience in vitro et potentialise la réponse immédiate des
asthmatiques a ’allergene.

e Une plus forte concentration d’adénosine est observée dans le plasma des asthmatiques
apres un bronchospasme induit par 1’exercice (BIE) que dans celui de volontaires en bonne
santé. Cette augmentation est li¢ée au degré d’obstruction des voies respiratoires. Il existe une
tachyphylaxie croisée entre I’AMP et I’asthme induit par un exercice.

e Le dipyridamole, un bloqueur de la recapture d’adénosine, potentialise la réponse a
I’adénosine et précipite la crise d’asthme.

e Une thérapie bien établie dans 1’asthme et qui consiste a utiliser de faibles doses de
théophylline bloque sélectivement la bronchoconstriction due a I’AMP chez les asthmatiques.
Ces effets ne sont pas dus au blocage des phosphodiestérases.

e [’exacerbation des symptomes de I’asthme et ’HRB a 1’adénosine ont toutes deux été

observées lorsque le traitement avec la théophylline est discontinu. Une explication commune
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probable a ces deux résultats est le blocage par la théophylline de I’augmentation de

I’expression des récepteurs de 1’adénosine.

La majorité des points précédents contribue a supposer, mais ne prouve pas de maniere
directe, un role de I’adénosine dans I’asthme, a I’exception toutefois du BIE et de la
tachyphylaxie croisée entre la provocation a I’AMP et le BIE (Finnerty et Holgate, 1990).
Bien que le mécanisme n’ait pas été élucidé, 1’observation implique un mécanisme d’action
commun pour les deux stimuli bronchoconstricteurs. En accord avec cela, le BIE ressemble a
I’adénosine car il induit une bronchoconstriction de courte durée qui implique les mastocytes
(Finnerty et Holgate 1990) et qui est rarement suivie par une réponse retardée (Fozard, 2003).
Il a récemment €té rapporté que 1’inhalation d’AMP et, par déduction, I’adénosine induise une
réponse inflammatoire rapide (en plus ou moins 1 h) et augmente le nombre des €éosinophiles
dans les voies respiratoires des asthmatiques (van den Berge ef al., 2004a). Cet effet n’est pas
présent apres une inhalation de méthacholine. Bien que le mécanisme de cet effet n’ait pas été
¢tabli, une explication possible est la libération des médiateurs inflammatoires mastocytaires
(van den Berge et al., 2004b).

Il existe d’autres preuves d’une implication de 1’adénosine dans 1’asthme, par exemple la
découverte de Blackburn et de ces collégues qu’un phénotype du genre asthmatique
(hyperréactivité des voies respiratoires, hyperplasie des cellules sécrétrices de mucus et
inflammation €osinophilique des voies respiratoires) se développe chez une souris rendue
déficiente en adénosine déaminase (ADA). Ces changements peuvent étre inversés par une
thérapie enzymatique a base d’adénosine déaminase et atténués par la théophylline ce qui
indique qu’ils sont la conséquence d’une surconcentration d’adénosine (Blackburn, 2003).
Plus récemment, le méme laboratoire a défini un réle important pour I’adénosine dans la

production et dans les effets pro-inflammatoire d’IL-13, qui est une cytokine clef impliquée
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dans la pathogénése de 1’asthme (Blackburn et al, 2003). IL-13 induit une accumulation
d’adénosine et régule de fagon positive I’expression des récepteurs pro-inflammatoires, Aj,
Ajp et As, et de fagon négative le récepteur anti-inflammatoire A,,. L’adénosine induit aussi
IL-13 de manicre significative. Ainsi, IL-13 et I’adénosine stimulent I’un et 1’autre une partie
de I’amplification de la voie qui est a 1’origine de la pathophysiologie de I’asthme et qui relie
les maladies inflammatoires du poumon (Blackburn ez al., 2003). Les études de Blackburn ont
été effectuées sur des souris, de ce fait, il faut faire preuve d’une certaine prudence en

extrapolant ces résultats sur I’homme.

Néanmoins, cette situation impliquant un réle de 1’adénosine dans 1’asthme a été récemment

résumée par Fozard (2003) qui conclut de la maniére suivante:

« Ce cas (le role de I’adénosine) peut maintenant étre considéré comme convainquant et le
temps est venu de concevoir et d’évaluer des molécules basées sur [’adénosine et les sites
d’action de ses récepteurs comme de nouvelles thérapeutiques. La disponibilité et
I’évaluation clinique de tels agents devront renforcer l’évidence d’un role de [’adénosine

dans la pathophysiologie de [’asthme. »

1.3.2 La réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine chez les
asthmatiques

Comme ’adénosine est faiblement soluble en solution saline, c’est I’AMP (son nucléoside
mere) qui est couramment utilisé dans les études de provocation avec I’adénosine. L’AMP est
rapidement déphosphorylé in vivo et il est généralement reconnu que 1’adénosine induit la
réponse bronchoconstrictive observée aprés |’administration d’AMP. L’inhalation
d’adénosine (ou d’AMP) ne contracte pas les voies respiratoires des sujets non-allergiques ou

non-asthmatiques. Toutefois, lorsqu’il est inhalé par des asthmatiques atopiques, 1’adénosine
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produit une bronchoconstriction trés marquée qui atteint son maximum en 3 a 5 minutes et
dure généralement 1 h. Il n’existe pas de réponse retardée équivalente a celle observée avec
I’allergéne (Cushley et al., 1983; 1984; Phillips et Holgate, 1988). La réponse des voies
respiratoires a 1’adénosine n’est pas spécifique aux patients qui ont de I’asthme allergique, car
les asthmatiques non-atopiques (intrinséques), les atopiques sans asthme et les fumeurs avec
une obstruction bronchique, répondent a I’AMP (Cushley et al., 1986; Oosterhoff et al.,
1993). 1l y a au mieux une faible corrélation entre la réponse des voies respiratoires a
I’adénosine et celle activant directement les spasmogeénes comme [’histamine et la
méthacholine (Oosterhoff et al., 1993; van den Berge, 2001a; De Meer et al., 2002; van den
Berge et al., 2004b), ce qui suggere que la bronchoconstriction a I’adénosine ne refléte pas
une augmentation non spécifique de la réactivité des muscles lisses bronchiques, mais
implique une interaction sélective avec les cellules dans les voies respiratoires des

asthmatiques et pas des sujets normaux.

La possibilité pour I’innervation parasympathique des voies respiratoires de contribuer a la
bronchoconstriction déclenchée par I’adénosine a été étudiée par 1’utilisation d’un antagoniste
muscarinique et cholinergique, I’ipratropium. Pour une concentration produisant une
protection des voies respiratoires de 1’ordre de 200 fois a la méthacholine, la réponse a
I’adénosine n’est pas affectée (Mann et al., 1985). Ainsi, les mécanismes cholinergiques ne
contribuent pas de fagon significative a la réponse des voies respiratoires a I’adénosine chez

les asthmatiques.

Polosa et ses collegues (Polosa ef al., 1997) se poserent la question de 1’implication d’un
chemin peptidergique et du relargage de neuropeptides spasmogéniques lors de la réponse
bronchoconstrictive a I’AMP en surveillant les effets de I’inhalation de phosphoramidon, un

inhibiteur neutre de I’endopeptidase sur cette réponse. Ils n’ont trouvé aucun changement




Section 1; Page 34

dans la réactivité bronchique a I’AMP aprés le phosphoramidon, ce qui suggeére que
I’activation des peptides et le relargage des neuropeptides ne sont pas importants dans la

réponse des voies respiratoires a I’adénosine.

Il existe des faits démontrant que la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine chez les
asthmatiques est en grande partie liée a [Dactivation des mastocytes. Ainsi, la
bronchoconstriction induite par I’AMP est inhibée approximativement de 80 % par un
traitement avec les antagonistes sélectifs du récepteur H;, de I’histamine, terfenadine et
astemizole (Phillips et al., 1987; Rafferty et al., 1987; Polosa et al., 1991). Les puissants
inhibiteurs de la cyclo-oxygénase, le flurbiprofe et I’indométhacine, 1’inhibiteur de la 5-
lypoxygénase, ABT-761, et D’antagoniste du récepteur des leucotrienes cystényls,
montelukast, inhibent tous partiellement la réponse bronchoconstrictive induite par I’AMP,
indiquant que les leucotriénes jouent ¢galement un role dans la bronchoconstriction induite
par 1’adénosine dans 1’asthme (Crimi et al., 1989; Phillips et Holgate, 1989; Rorke et al.,
2002). La réponse contractile a I’adénosine sur des bronches isolées peut €tre bloquée par une
combinaison d’antagonistes de I’histamine et des leucotrienes, ce qui confirme les théses
formulées lors des découvertes in vivo (Bjorck et al., 1992). La bronchoconstriction induite
par I’adénosine peut aussi étre empéchée par un traitement avec du disodium cromoglycate ou
du nedocromil sodium, des composés qui inhibent la dégranulation des mastocytes et ainsi la
libération de médiateurs (Phillips et al., 1988; Pauwels et al., 1989; Richards et al., 1989).
L’administration par inhalation de frusemide et de bumetanide, inhibe la bronchoconstriction
induite par I’adénosine par le biais de leur effet inhibiteur sur les canaux chlorhydriques des

mastocytes afin de réduire I’activation et la libération de médiateurs (Polosa et al., 1993a).

Une autre preuve que la réponse bronchoconstrictive induite par [’adénosine est une

conséquence de la libération de médiateurs mastocytaires est apportée par le fait qu’on




Section 1; Page 35

observe une augmentation des concentrations dans le liquide du lavage bronchoalvéolaire
d’histamine, de PGD, et de tryptase, un marqueur trés spécifique des mastocytes. Apreés une
provocation avec I’AMP la concentration d’histamine dans le plasma veineux et celle des
leucotriénes dans la condensation de 1’air expiré des asthmatiques sont augmentées (Phillips

et al., 1990; Bucchioni et al., 2004).

Bien que le(s) récepteur(s) induisant la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine chez les
asthmatiques n’ait(ent) pas été établi(s), I’évidence la plus plausible, suggere 1’implication
d’un récepteur Asp. Des expériences déja réalisées sur les mastocytes des rongeurs et de
I’homme ont montré que I’adénosine était un puissant stimulateur de 1’adénylate cyclase des
basophiles et des mastocytes qui vont augmenter les niveaux d’AMPc par 'intermédiaire du
récepteur A, (Church et al., 1983; Hughes et al., 1984) Toutefois, ce paradoxe ne peut étre
expliqué. Comment un agent capable d’augmenter ’AMPc dans les basophiles et les
mastocytes peut-il augmenter plutoét qu’inhiber la libération des médiateurs comme cela fut le
cas avec d’autres antagonistes comme les PGE, (Peters et al., 1982) et les agonistes [2-
adrénorécepteurs (Okayama et Church, 1992). Ce paradoxe a pu étre ¢élucidé quand on a
découvert que le mastocyte contenait les deux récepteurs A,, Asa i€ a I’adénylate cyclase et
impliquant la protéine G et A,p lié a I’adénylate cyclase et a 1’inositol triphosphate (IPs) et
impliquant les protéines G, et G¢/11 (Feoktistov et Biaggioni, 1997).

L’activation du récepteur A, dans le mastocyte pulmonaire de la lignée humaine (MCH-1)
conduit a I’augmentation de ’hydrolyse des phosphoinositides et & la mobilisation de Ca"
intracellulaire qui potentialise la libération d’IL-8 en réponse au PMA (phorbol myristyl
acetate) (Feoktistov et al., 1999). D’autres rapports ont démontré que le MRS 1754 et I'IPDX
(3-isobutyl-8-pyrrolidinoxanthine), qui sont des antagonistes sélectifs pour le récepteur A, de
I’homme, suppriment 1’activation des mastocytes de I’homme induite par le NECA

(Kirschenbaum et al., 2001; Feoktistov et al., 2001). Rétrospectivement, une analyse
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pharmacologique limitée in vitro des effets de 1’adénosine qui augmentent la libération dans
les mastocytes de I’homme de médiateurs est consistante avec I’implication du récepteur Asp
(Hughes et al., 1984; Peachell et al., 1988).

Les études effectuées sur les asthmatiques avec la théophylline et dérivé xanthine,
I’enprofylline montrent également 1’implication du récepteur A,p dans la bronchoconstriction
induite par I’adénosine chez I’homme. La théophylline bloque la réponse a I’AMP
sélectivement (vis-a-vis de I’histamine) suite a [’inhalation (Cushley et al, 1984) ou
I’administration orale (Mann et Holgate, 1985). Un blocage sélectif de la bronchoconstriction
a l’adénosine est incompatible avec un antagonisme fonctionnel dii a I’inhibition de la
phosphodiestérase qui est un mécanisme d’action de la théophylline. Des études récentes ont
démontré que 1’une des propriétés les plus importantes de la théophylline est le blocage du
récepteur Ayp (Kg 7uM; Feoktistov et al., 1998). Depuis que les concentrations plasmatiques
de théophylline obtenues aprés des dosages cliniques (28-55 pM; Barnes et Pauwels, 1994)
ont été bien plus grandes que cette valeur, on attend un blocage du récepteur A,p (voir Fozard
et Hannon, 1999). L’enprofylline contrairement a la théophylline est trés sélective en dépit
d’étre un faible antagoniste du récepteur A,g (Feoktistov et al, 1998) et lorsqu’elle est
injectée de facon intraveineuse elle bloque sélectivement la bronchoconstriction a I’AMP chez
les asthmatiques (Clarke et al., 1989).

Ces constatations, bien que non prouvées, suggerent fortement que la réponse
bronchoconstrictive dépendante des mastocytes chez les asthmatiques est induite par un

récepteur Ajg.
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1.3.3 La réponse bronchoconstrictive a I’adénosine dans le rat BN
comme modeéle de la bronchoconstriction a 1’adénosine dans
I’asthme

Le rat BN a beaucoup de caractéristiques qui en font un modé¢le particulierement adapté pour
les études de I’asthme allergique. Il peut étre sensibilisé¢ a I’antigéne et produire des taux
¢levés d’IgE (Pauwels ef al., 1979; Haczku et al., 1996). L immunopathologie des réponses
respiratoires allergiques vues dans le rat BN reproduit de maniere trés proche celle connue
dans les réponses respiratoires allergiques humaines (Chung, 1997). De ce fait, la
bronchoconstriction de phase précoce et tardive a lieu apres la provocation allergique dans les
animaux AS, avec une accumulation de neutrophiles, d’€¢osinophiles et de lymphocytes dans
la phase tardive (Elwood et al., 1992; Underwood et al., 2002). De plus, une HRB est
observée (Elwood et al., 1992; Elwood et al., 1993; Haczku et al., 1997; Hannon et al., 2001).
Nombre de caractéristiques pathologiques découlant de la provocation antigénique peuvent
étre supprimées par traitement avec des composés anti-asthmatiques déja établis (Sapienza et
al., 1992; Tarayre et al., 1992). De plus, en comparaison avec d’autres souches de rats, le

nombre de mastocytes est plus élevé dans 1’appareil respiratoire des rats BN (Xu et al., 1992).

Le laboratoire Fozard montre depuis longtemps de I’intérét pour le role de 1’allergéne dans la
définition de la sensibilité des voies respiratoires de rats BN AS aux bronchospasmogenes,
incluant la bradykinine (Ellis et al., 2004) et I’adénosine (Fozard et al., 2003), et leur rapport
avec l’asthme clinique. Quand j’ai rejoint le laboratoire en 2001, la situation aprés les
analyses faites sur 1’adénosine était la suivante. L’adénosine induit une bronchoconstriction
minimale sur les animaux non sensibilisés ou sensibilisés alors que sur les animaux
sensibilisés provoqués avec ’allergéne se manifeste une réponse bronchoconstrictive trés

marquée. Une analyse approfondie de cette réponse a alors été conduite in vivo avec pour
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objectif de la comparer avec la réponse bronchoconstrictive qui se manifeste chez les

asthmatiques (Fozard et Hannon, 2000; Hannon et al., 2001).

La réponse augmentée a 1’adénosine dans le rat n’implique pas ’activation des neurones
cholinergiques ou les nerfs sensoriels sensibles a la capsaicine. Ceci est aussi le cas pour la
réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine chez les asthmatiques (voir section 1.3.2). En
accord avec les résultats cliniques, la réponse augmentée a 1’adénosine chez le rat présente
une tachyphylaxie. Chez les rats BN et les asthmatiques, la réponse a l’adénosine est
principalement une conséquence de I’activation mastocytaire, qui conduit a la libération des
médiateurs, plus particulicrement 1’histamine, la 5-HT et les leucotriénes. Puisque le muscle
lisse des voies respiratoires du rat ne répond pas a 1’histamine, c’est donc la 5-HT qui induit la
bronchoconstriction (Joos et al., 1997). Au contraire, chez les asthmatiques, c’est 1’histamine
(et de fagon moins importante les leucotrienes) qui induit la réponse. Chez le rat BN, la
réponse a 1’adénosine a été supprimée par un traitement répété avec de fortes concentrations
de composé 48/80 qui conduit a un épuisement des médiateurs mastocytaires. Toutefois, des
preuves directes de la dégranulation des mastocytes dans les poumons suite a 1’activation par
I’adénosine ont été obtenues de maniere histologique. En terme de récepteurs qui induisent la
réponse a 1’adénosine chez les asthmatiques, les résultats in vivo et in vitro impliquent le
récepteur Ap (voir section 4.2.3.2). Chez le rat, le récepteur reste encore a définir.

En se basant sur ces analyses, Hannon et al. (2001) ont conclu que ’augmentation de la
réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine implique une colonie de mastocytes discréte et
basée dans le poumon qui libérent principalement de la 5-HT et sont impliqués dans la

réponse par une exposition a 1’allergéne (Hannon et al., 2001).
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Le status quo entre, respectivement, la réponse a I’adénosine chez les asthmatiques et chez le

rat BN, au début de mes études, peut étre résumé de la maniére suivante
2.1 Les asthmatiques

e Les voies respiratoires des asthmatiques sont hyperréactives a I’adénosine
e La réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine est dépendante de I’activation des

mastocytes et présente une tachyphylaxie

L’histamine et les leucotriénes induisent la réponse a I’adénosine

e Le récepteur Ayp a I’adénosine semble induire la réponse bronchoconstrictive

2.2 Le rat BN

e Les voies respiratoires des animaux AS exposés a l’allergene sont hyperréactives a
I’adénosine

e La réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine est dépendante de I’activation des
mastocytes et présente une tachyphylaxie

e La 5-HT induit la réponse a 1’adénosine

e La potentialisation de 1’adénosine est observée sur les bandes de parenchymes ex vivo

e L’identité du récepteur impliqué dans la réponse a 1’adénosine n’est pas connue

Malgré les connaissances précédentes, il restait plusieurs questions importantes sans réponses

qui dictérent la direction générale de mon projet.
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2.3 Les objectifs fixés

Les ¢éléments dont nous disposons sont ils suffisant pour prouver que les mastocytes
du poumon sont la source de la 5-HT qui induit la réponse contractile a I’adénosine sur
la bande de parenchyme ?

e Est-ce que I’activation mastocytaire, suggérée comme ¢&tant la base de la
potentialisation de [’adénosine par [D’allergéne, s’étend a un stimulus non
immunologique du mastocyte ?

e Est-ce que le(s) récepteur(s) induisant la réponse contractile augmentée a 1’adénosine
sur la bande de parenchyme est(sont) intra ou extracellulaire(s) ?

e Quel(s) récepteur(s) induit(sent) la réponse contractile augmentée a 1’adénosine sur la
bande de parenchyme suite a une provocation allergique chez le rat ?

e Quelle est la voie de signalisation de ce(s) récepteur(s) ?

e Quelles sont les différences et les similitudes entre le mécanisme de la

bronchoconstriction chez les asthmatiques et les réponses bronchoconstrictives (in

vivo) et celles contractiles sur les bandes de parenchyme (in vitro) chez le rat ?

Pour le type d’études envisagées, il était préférable (ou méme nécessaire) d’utiliser une
préparation in vitro du poumon. Dans des expériences préliminaires, la préparation des bandes
de parenchyme de poumons prélevées sur des rats BN AS et provoqués avec ’allergene in
vivo, imitaient les résultats obtenus in vivo qui montraient des réponses contractiles robustes
et accentuées a 1’adénosine comparées aux contréles (Hannon et al., 2001). De ce fait, les
bandes de parenchyme ont été adoptées comme la préparation in vitro pour la plupart de mes

études.
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Une description détaillée des méthodes et matériels utilisés dans ces expériences se trouve
dans chaque publication que j’ai incluse dans ma thése. Lorsque les résultats n’ont pas été
publiés j’ai inclus les méthodes dans la section 4 avec les résultats. La méthodologie générale
est toutefois résumée dans cette section incluant des détails sur les animaux utilisés, la
sensibilisation et la provocation des rats de I’espéce BN, et le protocole expérimental de base

pour la majorité de mes expériences.

3.1 Les animaux

3.1.1 Les rats et les cochons d’Inde

Les rats males de I’espéce BN pesant de 270 a 320 g et les cochons d’Inde males de ’espéce
Hartley pesant de 300 a 500 g, proviennent des laboratoires Charles River (IFFA-CREDO,
Arbresle, France). Les rats sont placés par groupe de cinq dans des cages (de dimensions 560
x 335 x 200 mm) et les cochons d’Inde sont placés par groupe de quatre dans des cages (de
dimensions 750 x 550 x 250 mm), toutes tapissées de sciure avec un acces a la nourriture
(Boulettes de NAFAG® fournies par Nahr et Futtermittel AG, Gossau, Suisse) et a ’eau ad
libitum. L’animalerie est maintenue a une température de 22°C £ 2°C sous un cycle de phase
lumiere/obscurité de 12 heures. Toutes les expériences ont lieu avec 1’accord des autorités

vétérinaires de la ville de Bale (Kantonales Veterinaeramt, Basel-Stadt).

3.1.2 Les chiens

Les chiens males ou femelles de ’espéce Beagle pesent de 6 a 10 kg, et proviennent des
laboratoires Marshall (Lyon, France). IIs sont placés dans des box individuels (d’une surface

de 2 m?) pour permettre une meilleure manipulation et dans des espaces ouverts ol ils peuvent
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vivre en communauté. Les animaux dont ont été prélevés les organes étaient des animaux

utilisés comme contrdles dans des expériences de toxicologie.

3.2 La sensibilisation active des rats BN a ’ovalbumine
(OA)

Voici la procédure générale qui est basée sur celle décrite par Tarayre et al. (1992). Ce
procédé est similaire aux méthodes de routine utilisées par un certain nombre de groupes sur
des rats BN. (Pauwels ef al., 1979; Underwood et al., 2002). L’ovalbumine (20 pg ml™) est
mélangée (30 min dans la glace) par un mixeur (Polytron, Kinematica Ltd) avec de
I’hydroxyde d’aluminium (20 mg ml™) et injectée (0.5 ml par animal s.c.). L’injection d’OA

est répétée 14 et 21 jours aprés. Les animaux sont utilisés pour les expériences entre le 28

et le 35°™ jour aprés la premiére sensibilisation (Fig. 3.1).

OA: Sensibilisation + 2 boosters Prélevement des poumons

et préparation des bandes
de parenchyme

Fig. 3.1 Séquence de sensibilisation du rat
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3.3 Provocation avec I’ovalbumine

Les animaux sont anesthésiés par inhalation (4 % isoflurane) dans des chambres
d’anesthésies, puis on effectue une administration intratrachéale d’OA (0.3 mg kg™ i.t. dans
0.2 ml de chlorure de sodium ou NaCl 0.9 %) ou de véhicule. Les animaux se réveillent dans

les minutes apres la provocation.

3.4 Bande de parenchyme du poumon de rat

3.4.1 Préléevement des poumons et préparation des bandes de
parenchyme

Les rats sont sacrifiés par une exposition au dioxyde de carbone (CO,). Les poumons sont
alors perfusés in situ par 50 ml de phosphate buffered saline (PBS) via une seringue insérée
dans le ventricule droit du cceur, afin d’éliminer le sang des tissus. Les poumons sont alors
prélevés et découpés, en quatre bandes (de 10 a 12 mm de long pour 3 mm d’épaisseur) a
partir du lobe principal (le gauche). Les tissus sont alors suspendus pour mesurer leur tension
dans des bains d’organes isolés de 20 ml contenant une solution modifiée de Krebs (de
composition (mM) : NaCl, 118; KCI, 4.8; MgSQOs, 1.2; CaCl,, 2.5; KH,POy4, 1.2; NaHCOs,
25; glucose, 11) a 37°C aéré avec O, 95% / CO, 5%. Les tissus sont maintenus sous une
tension constante de 1g. Les bandes de parenchyme de poumons sont préparées a partir
d’animaux sensibilisés ou non, provoqués ou pas avec I’OA (0.3 mg kg™') 3 h avant d’étre

euthanasiés.

3.4.2 Protocole expérimental standard
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Le protocole standard utilisé pour la plupart des expériences est le suivant: aprés une période
de stabilisation de 1 h durant laquelle les tissus sont lavés de maniére répétitive, on applique
dans le bain une concentration supramaximale d’un agoniste muscarinique: le béthanéchol
(100 uM). Une heure et demi plus tard et aprés une nouvelle série de ringages on introduit une
dose d’agoniste dans le bain (une seule dose d’agoniste est testée par tissu). Apres de
nouveaux ringages, on établit une courbe dose-réponse pour la 5-HT (0.1 uM a 100 uM)
suivie, une heure plus tard et aprés une série de lavages répétés, par une courbe dose-réponse
au béthanéchol (1 uM a 100 uM). Les mesures de tension sont toujours comparées avec la
réponse maximale a la sérotonine (100 uM) et/ou au béthanéchol (100 uM) (Fig. 3.2). Les
agonistes des récepteurs a I’adénosine ou leur véhicule sont introduits une heure et demi apres
la premicre réponse au béthanéchol. Les antagonistes ou leur véhicule sont ajoutés 30 minutes
avant I’adénosine et les agonistes, la 5-HT ou le béthanéchol. Le véhicule des antagonistes est
le solvant utilis¢é pour dissoudre ces derniers, le DMSO (diméthyle sulfoxyde). La
concentration finale du DMSO dans le milieu d’incubation est de 0.1 %. Nous avons étudié¢
les effets de cette concentration de DMSO sur la réponse a 1’adénosine; il n’y a pas

d’inhibition ni de potentialisation de la réponse (Fig. 3.3).

5 min
*—e
10 mg
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Fig. 3.2 Exemple d’un tracé standard
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Fig. 3.3 Effet du DMSO (20 pl; concentration finale dans le milieu d’incubation 0.1 %) sur la
réponse contractile a 1’adénosine (30, 100, 300, 1000 M) sur les bandes de parenchyme de
poumons de rats BN AS et provoqués 3 h avant d’étre sacrifiés avec de 'OA (0.3 mg kg™';
i.t.). La réponse a I’adénosine est exprimée en fonction de la réponse au béthanéchol (0.1
mM) qui représente 100%. Les valeurs moyennes (+ s.e.m) représentées sont celles de 2 a 10
expériences individuelles (indiqué au dessus des colonnes).

3.5 Matériels

L’aluminium hydroxyde est de Merck, Allemagne. Le Forene (isofluran, 100%) a été obtenu
de Abbott, Switzerland. L’OA a été obtenue de Fluka, Switzerland. Le béthanéchol
(carbamyl-pB-methyl-choline-chloride), la sérotonine (5-hydroxytryptamine créatinine sulfate),
le XAC (8-[-[[[[(2-aminoethyl)amino]-carbonyl|methyl]oxy]phenyl]-1,3-dipropylxanthine, le
compos¢ 48/80 (produit de la condensation du N-méthyl-p-méthoxyphényléthaylamine avec
le formaldéhyde), le MRS 1191 (3-Ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-

(+)-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate), MRS 1523 (3-propyl-6-ethyl-5-[(ethylthio)carbony]-
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2 phenyl-4-propyl-3-pyridine carboxylate), I’inosine (hypoxanthine 9-f-p-ribofuranoside), la
toxine pertussique, NBTI (6-[(4-Nitrobenzyl)thio]-9-b-D-ribofuranosylpurine), 1’adénosine
hemisulphate (9-B-p-ribofuranosyladenine), la L-phényléphrine et I’aminophylline (3,7-
dihydro-1,3-dimethyl-1H-purine-2,6-dione) ont étés obtenus de Sigma, Switzerland. 9-chloro-
2,2-(furanyl)[ 1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazoline-5-amine ~ (CGS  15943), 1,3-dipropyl-8-
cyclopentylxanthine (DPCPX), 8 p-(sulphophenyl) théophylline (8-SPT), 5'-N-
ethylcarboxamidoadenosine (NECA), 2-[p-(2carboxyethyl)phenylamino]-5'-N-
ethylcarboxamidoadenosine (CGS 21680), N°-cyclopentyladenosine (CPA) et 2-chloroN®-(3-
iodobenzyl)adénosine-5'-N-methyl-carboxamide (2-CIl-IB-MECA) ont ¢étés obtenus de
Research Biochemicals International, U.S.A. 4-(2-[7-Amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo[2,3-
a][1,3,5]triazin-5-ylamino]ethyl)phénol (ZM 241385) était un cadeau de AstraZeneca
Pharmaceuticals, U.K. N-(4-cyano-Phenyl)-2-[4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,4,5,6,7-
hexahydro-1H-purin-8-yl)-phenoxy]-acetamide (MRS 1754) et le CGH 2473 ont été
synthétisés a Novartis Horsham Research Centre (UK). L’iralukast et le méthysergide ont été
synthétisés a Novartis Basel (CH). Les substances ont été dissoutes soit dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO), ceci est détaillé soit dans les publications soit dans les protocoles
de la section 3 (Résultats); la concentration finale dans le liquide d’incubation est de 0.1 %,
soit dans 1I’H,O. On emploie les véhicules appropriés a chaque expérience. L’adénosine,
I’inosine, la 5-HT, le béthanéchol, le composé 48/80, ’OA et la théophylline on été dissous

dans de I’H,O0, tous les autres composés ont été dissous dans le DMSO.

3.6 Analyse des données

Toutes les données sont présentées sous forme de moyennes + écart type a la moyenne
(s.e.m). Les ¢tudes comparatives ont €té faite avec des valeurs contrdles issus de tissus

provenant des mémes animaux que ceux utilisés pour tester les composés. Le t-test de Student




Section 3; Page 49

pour deux échantillons n’ayant pas la méme variance a été effectué pour comparer les groupes
tests et les groupes controles. On a ensuite appliqué une correction de Bonferroni ou de
Hochberg pour des comparaisons multiples. Dans les expériences on considere les valeurs
marquées par *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 comme différentes significativement des

valeurs contrdle équivalentes.
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4.1 Quel role pour les mastocytes du poumon dans
I’augmentation de la réponse a I’adénosine a la suite d’une
provocation allergique ?

4.1.1 Publication 1

Interaction between adenosine and allergen or
compound 48/80 on lung parenchymal strips
from actively sensitized Brown Norway rats

C. Wolber, F. Baur, J.R. Fozard

European Journal of Pharmacology 498, 227-232 (2004)
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Résumé

Nous avons étudié les effets de 1’activation des mastocytes, induits par des stimuli
immunologiques ou non-immunologiques, sur la sensibilit¢ a 1’adénosine des bandes de
parenchyme de poumons de rats Brown Norway (BN) activement sensibilisés (AS) avec
I’ovalbumine (OA). Les bandes répondent a I’OA par une réponse contractile biphasique. Les
réponses a 1’adénosine sont augmentées de fagon trés marquée 30 min apres I’incubation des
tissus avec I’OA. La premiere phase de la réponse a I’OA est éliminée par I’antagoniste du
récepteur de la 5-hydroxytryptamine (5-HT;), le méthysergide, mais n’est pas affectée par
I’antagoniste du récepteur des leucotrienes cystényls, I’iralukast. La seconde phase est
¢liminée par I’iralukast et n’est pas affectée par le méthysergide. La réponse a 1’adénosine est
fortement réduite par le méthysergide mais pas significativement altérée par 1’iralukast. Le
composé 48/80 induit un contraction de la bande de parenchyme sensible au méthysergide et
potentialise 1’adénosine; la réponse augmentée a 1’adénosine est bloquée par le méthysergide.
Ainsi, ’activation des mastocytes dans les poumons par des stimuli immunologiques ou non-
immunologiques résulte dans une augmentation de la réponse contractile a I’adénosine.




[signalement bibliographique ajouté par : ULP — SCD — Service des theéses électroniques]
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4.1.2 Résumé et expériences complémentaires

Les précédents travaux effectués dans le laboratoire ont montré une augmentation, sélective et
trés marquée de la bronchoconstriction a I’adénosine aprés une provocation antigénique chez
le rat BN AS avec I’OA (Fozard et Hannon, 2000; Hannon et al., 2001). Les bandes de
parenchyme préparées a partir de poumons prélevés sur des rats BN, AS et provoqués avec
I’allergéne, révelent également une amplification de leur réponse a I’adénosine (Hannon et al.,
2001). Que ce soit la bronchoconstriction a 1’adénosine in vivo, ou la réponse contractile de la
bande de parenchyme ex vivo, les résultats suggerent qu’elles sont toutes deux dépendantes de
la libération de la 5-HT suite a I’activation des mastocytes pulmonaires (Hannon et al., 2001;
2002 [Publication 2]; Fozard et al., 2003). Toutefois, est il possible que d’autres cellules
inflammatoires qui entrent dans le poumon apres la provocation allergique (Ellis et al., 2004)
contribuent également a la réponse, soit en étant la source de la 5-HT libérée par I’allergéne
(Csaba et al., 2003) et/ou en créant des conditions qui sensibilisent les mastocytes a
I’adénosine ?

Le but du travail présenté dans cette section est de confirmer que les mastocytes pulmonaires
sont effectivement le site d’action de 1’interaction entre I’allergéne (OA) et ’adénosine. A cet
effet, nous avons prélevé les poumons d’animaux AS mais non provoqués et nous avons
exploré I’interaction entre I’OA et 1’adénosine sur la bande de parenchyme de poumons sous
des conditions enti¢rement in vitro. Afin de mettre en avant I’implication du mastocyte dans
ce phénomene, les effets du composé 48/80 (produit de la condensation de N-méthyl-p-
méthoxyphényléthylamine avec le formaldéhyde), un agent de dégranulation mastocytaire
non immunologique qui active directement la protéine G; couplée a la GTP (Shefler et Sagi-

Eisenberg, 2001), ont été étudiés.
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Les détails de la méthode employée et la plupart des résultats ont été publiés dans European
Journal of Pharmacology 498, 227-232 (2004) (Publication 1). Des expériences
complémentaires a celles présentées dans cette publication seront décrites plus en détail dans
ce résume.

La réponse a I’OA de la bande de parenchyme, préparée a partir de poumons prélevés de rats
BN AS est biphasique. Une premicre phase courte qui dure de 2 a 5 minutes est suivie d’une
deuxiéme phase qui se développe plus lentement et dure au moins 30 minutes (Publication 1,
Fig. 1; Fig. 4.1). Au contraire, I’administration d’une solution saline sur des tissus sensibilisés

ne produit aucune réaction (Publication 1, Fig. 1; Fig. 4.1).

premiére phase

1 seconde phase
AL

ringages

l

ovalbumine 10 ug/ml Adénosine
ou solution saline 1mM

5mg
/ \ 4

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
min

Fig. 4.1 Interaction entre I’OA et I’adénosine sur les bandes de parenchyme de poumons
prélevées sur des rats BN AS. Représentation de 1’enregistrement expérimental des tissus
traités avec ’OA (10 ug ml™) ou une solution saline.

Les valeurs des analyses des mécanismes des deux phases de la réponse a I’OA sont
présentées dans la Publication 1, Fig. 2. De plus, la Fig. 4.2 inclut ’ensemble des valeurs
obtenues dans les expériences avec deux concentrations de méthysergide seul ou en

combinaison avec l’iralukast. Les résultats montrent que le premier pic de I’OA est
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partiellement bloqué par une faible concentration de méthysergide (10 nM) et totalement
bloqué par une concentration plus élevée (30 nM) mais pas par I’iralukast (1 pM), indiquant
I’implication de la 5-HT. Le second pic est bloqué par I’iralukast mais pas par le
méthysergide et semble donc impliquer les leucotriénes cystényls. La Figure 4.2 justifie aussi
I’utilisation de méthysergide 30 nM comme étant une concentration inhibitrice juste suffisante
pour bloquer complétement la 5-HT. Les résultats indiquent que les deux phases de la réponse
contractile a I’adénosine sont une conséquence de I’activation des mastocytes.

La réponse a I’adénosine est potentialisée aprés la provocation allergique avec I’OA
(Publication 1, Fig. 1). Le blocage de la réponse a 1’adénosine, par le méthysergide mais pas
par I’iralukast, montre qu’elle est largement dépendante de la 5-HT mais pas des leucotrienes
(Publication 1, Fig. 2; Fig. 4.2.C). Ceci reflete précisément la situation dans les expériences in
vivo ou ex vivo, ou I’augmentation de la bronchoconstriction ou de la réponse contractile de la
bande de parenchyme a l’adénosine est dépendante de la 5-HT (Hannon et al., 2001).
L’absence de potentialisation de la réponse a la 5-HT aprés provocation avec I’OA
(publication 1, Fig. 1) revendique que la réponse de I’adénosine ne peut s’expliquer par une
augmentation de la sensibilité des muscles lisses bronchiques.

L’ensemble de ces données, générées enticrement sous conditions in vitro, consolide la
théorie suivant laquelle les mastocytes des voies respiratoires seraient la source de la 5-HT,
dont dépend I’augmentation de la réponse a ’adénosine aprés une provocation allergique.
D’une part, les poumons prélevés sont perfusés in sifu afin d’en éliminer le sang, ce qui
empéche toute implication de la 5-HT provenant d’agents sanguins tels les plaquettes ou les
basophiles. D’autre part, apres la provocation a I’OA sous conditions entiérement in vitro, il
n’y a aucune possibilit¢ d’avoir un influx de cellules inflammatoires dans le poumon comme
cela ce produit quand la provocation se fait dans I’animal entier (Ellis et al., 2004). Dans de

telles conditions expérimentales, les cellules inflammatoires comme par exemple les
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granulocytes (Csaba et al., 2003) ne peuvent pas €tre la source de la libération de 5-HT suite a
I’incubation des tissus avec 1’adénosine. Elles ne peuvent pas non plus générer des conditions
qui résultent en une sensibilisation des mastocytes a 1’allergéne. Enfin, comme mentionné
précédemment, le site d’action de I’OA est le mastocyte. Le fait que la réponse contractile du
spasmogene agissant directement (la 5-HT) ne soit pas augmentée aprés la provocation a
I’OA, bien que celle a 1’adénosine le soit, implique le mastocyte dans 1’augmentation de la
réponse a I’adénosine.

Dans des études in vivo, le composé 48/80, comme 1’allergéne, induit la dégranulation des
mastocytes ainsi que la libération des médiateurs inflammatoires tels que I’histamine et la 5-
HT (Mazingue et al., 1978; Hannon et al., 1995; Fozard et al., 1996; Ferjan et al., 1997).
Dans des études in vitro, le composé 48/80 a ét¢ démontré comme étant un agent de
dégranulation des mastocytes et comme induisant une contraction sensible a la méthysergide
dans les trachées de rat (Ikawati e al., 2000). Le mécanisme de dégranulation mastocytaire
induit par le composé 48/80, est non immunologique et implique une activation directe de la
protéine de la famille G;, couplée a la GTP (Mousli et al., 1990). Les résultats obtenus avec le
composé 48/80 fournissent de nouvelles preuves de I’implication des mastocytes dans la
réponse a I’adénosine. Ils montrent que le composé 48/80 (1 mg ml™) induit une contraction
de la bande de parenchyme (11.5 = 1.4 % de la réponse au béthanéchol 0.1 mM, n = 8), qui
est compleétement supprimée par le méthysergide (30 nM; n = 4), indiquant une implication
des mastocytes (Ikawati et al., 2000). D’ailleurs, comme c’était le cas avec 1’allergéne (OA),
la potentialisation de la réponse a 1’adénosine mais pas celle a la 5-HT est présente 30 min

apres incubation avec le composé 48/80 (Publication 1, Fig. 3).
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Fig. 4.2 Effets du méthysergide (Méthy, 10 ou 30 nM) et de I’iralukast (Ira, 1 uM) seuls ou
combinés, sur les réponses des bandes de parenchyme de poumons prélevées chez des rats BN
AS et provoqués a ’OA (10 pg ml™). A. premiére phase; B. seconde phase; C. adénosine (1
mM); D. 5-HT (0.1 mM). Pour plus de clarté, seule la concentration maximale de 5-HT (0.1
mM) utilisée dans 1’¢tablissement de la courbe concentration-réponse cumulative est
représentée. Les valeurs moyennes (+ s.e.m.) de 3 a 8 expériences individuelles (contrdle,
iralukast, méthysergide et les combinaisons) sont représentées. ***P<(0.001 montre que la
valeur est significativement différente a celle équivalente au groupe contrdle.
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Une des explications possibles de 1’effet du composé 48/80 (ou de I’OA) est que la
potentialisation se produit a partir de la 5-HT libérée, et pas a partir de I’interaction entre le
composé 48/80 (ou I’OA) et le mastocyte. Afin de déterminer ceci, la 5-HT a ét¢ administrée
30 minutes avant la provocation de la bande de parenchyme avec [’adénosine. Les
concentrations de 5-HT qui donnent une réponse contractile équivalente ou supérieure a celle
du composé 48/80 n’ont aucun effet sur la réponse a 1’adénosine (Fig. 4.3). Ainsi les effets

observés avec le composé 48/80 ne peuvent étre attribués a I’action de la 5-HT libérée.
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Fig. 4.3 Interaction entre le composé 48/80 ou la 5-HT et 1’adénosine sur la bande de
parenchyme de poumons prélevée sur des rats BN AS. Le composé 48/80 (comp. 48/80, 1000
pg ml™') et la 5-HT (0.1, 1 et 10 pM) sont ajoutés 30 minutes avant I’adénosine (1000 pM).
(A.) Réponse contractile de la 5-HT et du composé 48/80. (B.) La réponse contractile a
I’adénosine apres la 5-HT, le composé 48/80 ou le véhicule (controle). Les valeurs moyennes
(£ s.e.m.) de 3 expériences individuelles sont représentées. **P<0.01 montre que la valeur est
significativement différente a celle équivalente au groupe contrdle.
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L’effet similaire produit par I’OA et le composé 48/80 sur I’augmentation des réponses a
I’adénosine implique un mécanisme commun, qui est probablement dii & une activation des
mastocytes des voies respiratoires. Cette conclusion s’accorde avec les nombreux exemples
de la littérature basés sur des expériences animales, qui documentent la synergie entre
I’activation des récepteurs a 1’adénosine et la dégranulation des mastocytes induite par
I’allergéne (Marquardt et al., 1978; 1994; Marquardt et Walker, 1990; Peachell ef al., 1991;
Ramkumar et al., 1993; Konnaris et al., 1996; Auchampach et al., 1997; Salvatore et al.,

2000; Laffargue et al., 2002).
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Fig. 4.4 Interaction entre ’OA et le composé 48/80 sur la bande de parenchyme de poumons
prélevée sur des rats BN AS. La réponse du composé 48/80 (100 ou 1000 pg ml™) a été
établie 30 min aprés la provocation avec I’OA (10 pg ml™") ou le véhicule. Les valeurs
moyennes (£ s.e.m.) de 4 expériences individuelles sont représentées.

Dans des études récentes, nous nous sommes posés la question de savoir si la réponse au

compos¢ 48/80 pouvait étre augmentée si 1’on provoquait 1’animal avec I’allergene. Dans une
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expérience basée sur le méme schéma que celle utilisée pour définir I’interaction entre
I’allergéne et 1’adénosine (Fig. 4.1), la provocation avec I’OA n’a eu aucun effet sur la

réponse au composé 48/80 (Fig. 4.4).

I1 est surprenant d’observer que la provocation allergénique ne potentialise pas la réponse au
compos¢ 48/80. Les résultats présentés dans la section 4.2.5 établissent que la réponse a
I’adénosine est sensible a la toxine pertussique, ce qui implique une protéine G; dans la
réponse. Le composé 48/80 active aussi le mastocyte, via la protéine G; (Shefler et Sagi-
Eisenberg, 2001) bien que dans ce cas I’interaction soit directe et n’implique pas de récepteur.
Si I’on cherche a expliquer pourquoi le composé 48/80 n’est pas potentialisé par I’OA, il faut
étudier le lien qui existe entre le récepteur et le complexe protéique G couplé a la GTP. Ce
point est considéré en détail dans la discussion générale (voir section 5.3).

Dans les précédentes études, la potentialisation de 1’adénosine par 1’allergéne suggérait une
implication d’une population discréte de mastocytes des poumons, contenant et libérant
principalement de la 5-HT aprés une exposition a 1’allergéne (Hannon et al., 2001). Les
résultats obtenus dans nos expériences montrent une potentialisation de I’adénosine suivant
une activation immunologique ou non immunologique des mastocytes, sous des conditions
enticrement in vitro, fournissant une nouvelle évidence permettant d’appuyer cette

conclusion.
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4.2 Caractérisation du(es) récepteur(s) impliqué(s) dans la
réponse contractile a ID’adénosine de la bande de
parenchyme de poumons suite a une provocation
allergique

4.2.1 Un site d’action extracellulaire pour I’adénosine ? Effets du
NBTI, un bloqueur du transport facilité de I’adénosine

Il y a beaucoup d’exemples dans la littérature ou I’adénosine induit des effets biologiques en
se liant sur un site d’action intracellulaire (voir par exemple Bradley et al., 1993; Kim et al.,
2001). Pour mettre ceci en évidence on inhibe généralement 1’acces a 1’adénosine
intracellulaire en utilisant des inhibiteurs du transport facilit¢ de 1’adénosine dans la cellule
tels que le dipyridamole ou le S-(p-nitrobenzyl)-6-thio-inosine (NBTI) (Hertz, 1991). En
effet, le récepteur qui induit la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine chez les
asthmatiques, apparait a la vue des résultats avec le dipyridamole étre localis¢ a la surface de
la cellule (Crimi et al., 1988). Cette expérience a pour but d’étudier si le site d’action de
I’adénosine, qui induit une réponse contractile des bandes de parenchyme de poumons de rats
BN AS et provoqués avec I’OA, est intracellulaire. En bloquant la recapture de 1’adénosine on
augmente sa concentration extracellulaire et de ce fait, si la réponse a 1’adénosine est
potentialisée, le récepteur se trouve probablement a I’extérieur de la cellule. Au contraire, si la
réponse est inhibée, c’est que 1’adénosine doit pénétrer dans la cellule pour que I’on observe

une réponse (Fig. 4.5).
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Fig. 4.5 Schéma représentant le principe de I’expérience en présence de NBTI qui bloque le
transport facilité de 1’adénosine.

Protocole expérimental: Les bandes de parenchyme de poumons sont prélevées sur des
animaux sensibilisés et provoqués avec de I’OA (0.3 mg kg™'; i.t.) 3 h avant d’étre sacrifiés.
Durant une période de stabilisation d’1 h, les tissus sont rincés de maniéres répétitives, puis
on ajoute une concentration supramaximale de béthanéchol (0.1 mM). Apres de nouveaux
ringages répétés pendant 1-1.5 h, on ajoute dans le bain une concentration d’adénosine (100,
300 ou 1000 uM) ou de NECA (3, 10 ou 30 pM). Pour éviter une tachyphylaxie une seule
concentration est testée par tissu. Aprés avoir rincé le tissu de manicre répétitive, on établit
une courbe concentration-réponse a la 5-HT (100 nM — 0.1 mM). On rince a nouveau les
tissus puis on établit une courbe concentration-réponse au béthanéchol (1 pM — 0.1 mM). Le
changement de tension pour 1’adénosine et le NECA est exprimé en fonction de la réponse a
la 5-HT (0.1 mM) de la courbe concentration-réponse. Le changement de tension de la 5-HT
est exprimé en fonction de la réponse au béthanéchol (0.1 mM) de la courbe concentration-
réponse. Le NBTI (100 nM) est inclus dans les bains 30 min avant ’addition d’adénosine, de
NECA ou des courbes concentration-réponse a la 5-HT et au béthanéchol.

L’incubation des bandes de parenchyme de poumons de rat BN avec le NBTI (100 nM) induit
une augmentation significative de la réponse a 1’adénosine (Fig. 4.6). Cette augmentation
correspond & un déplacement d’environ trois fois, de la courbe vers la gauche par rapport a

I’axe des concentrations. Contrairement a 1’adénosine, 1’incubation des bandes de parenchyme

avec le NBTI (100 nM) n’a absolument aucun effet sur la courbe concentration-réponse a la
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5-HT (Fig. 4.6). Ainsi, la modulation de la réponse a I’adénosine ne peut étre causée par un
changement de sensibilité des éléments contractiles du tissu a la 5-HT.

Une concentration de 100 nM de NBTI est suffisante pour bloquer le plupart des transporteurs
de I’adénosine (Chaudary et al., 2002). Toutefois, Il n’est pas sur que ’entrée d’adénosine
dans les cellules soit enticrement bloquée. Malgré cela, la réponse a I’adénosine est
potentialisée, ce qui implique une réponse directe de 1’adénosine par 1’intermédiaire d’un
récepteur extracellulaire. Cette conclusion est soutenue par le fait que le NECA, qui est un
analogue stable de 1’adénosine avec une affinité négligeable pour les transporteurs de
I’adénosine (Balvierzack et al., 1989; Mun et al., 1998) et qui imite la réponse a 1’adénosine
(voir section 4.2.3.2), n’est pas potentialisé par le NBTI (Fig. 4.6). De manic¢re importante
comme le NECA ne pénétre pas la cellule et la réponse qu’il induit n’est pas potentialisée par
le NBTI mais imite 1’effet de 1’adénosine; on peut donc formuler 1I’hypothése de 1’existence
d’un méme mécanisme d’action et étudier s’il existe une tachyphylaxie croisée entre le NECA

et I’adénosine.
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Fig. 4.6 Effet du S-(p-nitrobenzyl)-6-thio-inosine (NBTI), 100 nM, sur la réponse contractile
a ’adénosine, au NECA et a la 5-HT sur les bandes de parenchyme de poumons de rats BN
AS et provoqués 3 h avant d’étre sacrifiés avec 'OA (0.3 mg kg'; i.t.). A. La réponse a
I’adénosine ou au NECA est exprimée en fonction de la réponse a la 5-HT (0.1 mM) qui
représente 100%. B. La réponse a la 5-HT est exprimée en fonction de la réponse au
béthanéchol (0.1 mM) qui représente 100%. Les valeurs moyennes (+ s.e.m) représentées sont
celles de 3 a 11 expériences individuelles. *P<0.05 et **P<0.01 montrent que la valeur est
significativement différente a celle équivalente au groupe incubé avec le véhicule (contrdle).

4.2.2 Tachyphylaxie croisée entre I’adénosine et le NECA : Un
mécanisme d’action commun ?

L’une des caractéristiques de la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine chez les rats BN
AS et provoqués avec I’OA est le fait qu’elle présente une tachyphylaxie ainsi qu’une
tachyphylaxie croisée avec le NECA (Fozard et Hannon, 2000). Ceci porte a croire qu’il
existe un mécanisme commun entre les deux agonistes. Afin de chercher des similarités entre
le mécanisme de la réponse bronchoconstrictive augmentée a 1’adénosine in vivo et la réponse
contractile sur la bande de parenchyme in vitro, nous avons étudi¢ 1’existence d’une

tachyphylaxie entre 1’adénosine et le NECA.
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Protocole expérimental: Les bandes de parenchyme de poumons sont prélevées sur des
animaux sensibilisés et provoqués avec de I’OA (0.3 mg kg") 3 h avant d’étre sacrifiés.
Durant une période de stabilisation d’1 h, les tissus sont rincés de maniére répétitive, puis on
ajoute une concentration de 5-HT (0.03 mM) qui produit une réponse contractile submaximale
(voir Fig. 4.6). Les réponses a 1’adénosine (3mM), au NECA (0.1 mM) ou a leur véhicule
respectif (I’eau pour I’adénosine et le DMSO pour le NECA) sont établies et répétées 3 fois.
Une réponse a la 5-HT (0.03 mM) est établie entre chaque réponse a I’adénosine ou au
NECA. 1l existe un intervalle de 30 minutes entre chaque administration de substance. Le
changement de tension de 1’adénosine, du NECA et de la 5-HT est exprimé en fonction de la
premiere réponse a la 5-HT (0.03 mM; comme 100%) de la série.

L’administration répétée d’adénosine (3 mM) induit une tachyphylaxie qui a pour effet de
diminuer la réponse contractile a I’adénosine au court du temps; la réponse a la 5-HT est
¢galement un peu réduite mais pas significativement (Fig. 4.7 A). Une premiere
administration de NECA (0.1 mM) suffit a supprimer totalement les réponses suivantes au
NECA, dans ce cas aussi on observe une légere inhibition de la réponse a la 5-HT (FIg. 4.7
E). Une tachyphylaxie croisée semble évidente car les tissus désensibilisés par I’adénosine (3
mM) répondent pauvrement au NECA (0.1 mM) (Fig. 4.7 B). Quant aux tissus désensibilisés
par le NECA (0.1 mM), ils ne répondent plus du tout a I’adénosine (3 mM) (Fig. 4.7 F). Les
controles respectifs sont présentés dans les Fig. 4.7 C; D; G; H. Ils montrent qu’il n’y a pas de
changement dans les réponses a 1’adénosine ou au NECA aprés une administration répétée de
véhicules.

Dans les expériences in vivo effectuées sur des rats BN on avait déja observé une
tachyphylaxie croisée entre 1’adénosine et le NECA (Fozard et Hannon, 2000). Les résultats
présentés dans cette section sont en accord avec les observations in vivo parce qu’ils montrent
qu’il existe bien une tachyphylaxie, ainsi qu’une tachyphylaxie croisée, entre I’adénosine et le

NECA sur la bande de parenchyme. Ces résultats impliquent donc que 1’adénosine et le

NECA partagent un mécanisme commun.




Section 4; Page 73

>
o

140 4 140

120 4 1204

100 4 100

40|
. - N . -
o N ol é

ADO 5-HT ADO 5-HT ADO 5-HT ADO 5-HT ADO 5-HT ADO 5-HT ADO 5-HT NECA 5-HT

En % de la premiére réponse a la 5-HT
En % de la premiére réponse a la 5-HT

(o]
o

140 - 140

120 4 1204

100 4 100 4

En % de la premiére réponse a la 5-HT
En % de la premiére réponse a la 5-HT

0
H20 5-HT H20 5-HT H20 5-HT ADO 5-HT H20 5-HT H20 5-HT H20 5-HT NECA 5-HT

E 1404 F 140
=

£ 120 I 120

E S

= k]

@ 100 ‘S 100 7%

[ 12}

2 §

;,’_ 80 & 80
<4

:g 60 :E 60

£ 9]

1 5

g

o 04 & 404

s E

< 20 R 20

0 0
NECA 5-HT NECA 5-HT NECA 5-HT NECA 5-HT NECA 5-HT NECA 5-HT NECA 5-HT ADO 5-HT

G 140+ H 140+

£ 120 £ 120

b ©

° ©

© 100 < 100

[ Q

2 2

S 804 S 804

e e

o o

60 8 60

€ £

o o

;- 404 g 404

Iy ®

o °

= 204 2 20

c c

w w

0 0
DMSO 5-HT DMSO 5-HT DMSO 5-HT NECA 5-HT DSMO 5-HT DMSO 5-HT DMSO 5-HT ADO 5-HT

Fig. 4.7 Tachyphylaxie et tachyphylaxie croisée entre 1’adénosine et le NECA dans les bandes
de parenchyme de poumons prélevées sur des rats BN AS et provoqués a ’OA (0.3 mg kg™) 3
h avant d’étre sacrifiés. Des réponses contractiles aux additions répétées (toutes les 30 min) de
5-HT (0.03 mM), d’adénosine (ADO, 3 mM) ou de NECA (0.1 mM) sont obtenues. Toutes
les valeurs sont exprimées de fagon relative par rapport a la premiére réponse de 5-HT de
chaque série qui compte comme 100%. Les valeurs moyennes (+ s.e.m) représentées sont
celles de 3 a 6 expériences individuelles.
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Il y a toutefois une différence entre I’adénosine et le NECA par rapport au degré d’inhibition
atteint aprés des administrations répétées. Alors que la réponse au NECA est entiérement
bloquée apres la premicre administration, celle a 1’adénosine est inhibée d’environ 60 % apres
une unique administration et une réponse résiduelle (environ 20 %) demeure méme apres
quatre administrations. De plus, alors que le NECA désensibilise complétement les tissus a
I’adénosine, le degré d’inhibition du NECA apres I’adénosine est similaire a celui obtenu avec
I’adénosine. Vu le role probable de I’activation du récepteur dans le mécanisme de la
tachyphylaxie (voir ci-dessous), cette observation pourrait refléter le fait qu’aux
concentrations utilisées, le NECA produit un stimulus plus puissant envers le récepteur que
I’adénosine ce qui est consistant avec le fait que la réponse au NECA exprimée en terme de 5-
HT est légerement plus grande que celle a I’adénosine (I’amplitude de la premiére réponse a
I’adénosine et au NECA est respectivement de 72 + 8 %, n=10, et de 95 £ 13 %, n=10, de la
premiére réponse a la 5-HT). Il aurait été trés intéressant de tester des concentrations plus
¢levées d’adénosine, mais a cause de problémes de solubilité cela n’a pas été possible.
Cependant le fait que le NECA induise une inhibition compléte et sélective de I’adénosine (5-
HT n’est pas affectée) implique que les deux agonistes partagent un mécanisme d’action
commun. Nos résultats sont consistants avec I’hypothése que nous avions formulée apres les
études faites avec le NBTI (voir section 4.2.1).

La tachyphylaxie a I’adénosine ou a ses agonistes a déja été observée dans différentes especes
et sur différents tissus; par exemple I’adénosine induit une tachyphylaxie de la réponse
bronchoconstrictive dans les poumons et les trachées perfusées de cochon d’Inde (Thorne et
Broadley, 1992). L’adénosine administrée de fagon répétée en inhalation diminue également
la bronchoconstriction chez les sujets asthmatiques (Phillips ef al., 1989).

Nos résultats ne permettent pas de définir le mécanisme de la tachyphylaxie. Il ne peut pas

s’agir d’une désensibilisation de la médiation de la réponse contractile a la 5-HT, car celle ci
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n’est pas trés affectée quand les réponses a 1’adénosine et au NECA sont fortement réduites
ou ¢éliminées. L’explication la plus vraisemblable est qu’il existe un phénomeéne de
désensibilisation des récepteurs a 1’adénosine a la surface des mastocytes qui empéche la
libération de la 5-HT. Dans la littérature, il est reconnu que tous les sous-types de récepteurs
connus de I’adénosine présentent une désensibilisation suite a une exposition a ’'un de leurs
agonistes (Ralevic et Burnstock, 1998; Fredholm et al., 2001a).

Cependant, les réponses a I’adénosine et au NECA sont indirectement le résultat de la
libération de 5-HT des mastocytes des voies respiratoires, et il reste possible qu’un
épuisement du stock des médiateurs soit responsable (Hannon et al., 2001). Toutefois, cette
hypothese semble plutdt improbable car les observations in vivo sur les animaux ayant regu
une seule dose d’adénosine ne montre qu’un faible nombre de mastocytes qui ont dégranulé
(Hannon et al., 2001). Quelque soit I’explication, il est clair que I’adénosine et le NECA

partagent un mécanisme d’action commun.
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4.2.3 Effets des agonistes des récepteurs de ’adénosine

4.2.3.1 Publication 2

Evidence for an atypical receptor mediating the
augmented bronchoconstrictor response to
adenosine induced by allergen challenge in

actively sensitised Brown Norway rats

J.P. Hannon, B. Tigani, C. Wolber, I. Williams, L. Mazzoni, C.
Howes, J.R. Fozard

British Journal of Pharmacology 135, 685-696 (2002)
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Résumé

Nous avons étudié la potentialisation de la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine.
Elle est potentialisée sélectivement et de fagcon trés marquée apres la provocation avec I’OA.
Nous présentons une analyse pharmacologique du récepteur induisant cette réponse. Comme
I’adénosine, le NECA, un de ses analogues, induit une bronchoconstriction chez les animaux
AS et provoqués avec I’OA. Au contraire, ni CPA, ni CGS 21680, ni 2-CI-IB-MECA, les
agonistes sélectifs respectivement pour les récepteurs A, Aa et Az, n’induisent une réponse,
méme minimale. Ni I’antagoniste sélectif du récepteur A;, le DPCPX, ni celui sélectif pour
Asa, le ZM 241385, ne bloquent la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine. MRS 1754, qui
a la méme affinité pour les récepteurs Ag et Aj, ne parvient pas a bloquer la réponse
bronchoconstrictive a I’adénosine malgré le fait qu’il bloque le récepteur A; qui est impliqué
dans la bradycardie induite par le NECA. Le 8-SPT et le CGS 15943, les antagonistes des
récepteurs Aj, Aza et Apg mais pas As, inhibent la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine.
Toutefois, le degré de ce blocage ne refléte pas les concentrations plasmatiques, qui sont
respectivement 139 et 21 fois plus grandes que la valeur du Kg au récepteur A,p de rat.
L’adénosine et le NECA, mais pas le CPA, ni le CGS 21680 ou le 2-CI-IB-MECA, induisent
une contraction des bandes de parenchyme de poumons prélevées de rats BN AS et provoqués
avec ’OA. Les réponses a 1’adénosine ne peuvent étre inhibées par le 8-SPT ou le MRS 1754
a des concentrations 50 fois supérieures a leurs affinités pour le récepteur A, de rat. Le
récepteur induisant la réponse bronchoconstrictive potentialisée a 1’adénosine apres la
provocation allergénique chez le rat BN AS, ne peut étre classé comme 1’un des quatre sous-
types de récepteurs connus de I’adénosine.
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4.2.3.2 Comparaison de ’activité des agonistes sur la bande de parenchyme
prélevée de rats BN AS a I’OA et provoqués avec I’allergene

Lors d’une premicre étape visant a définir pharmacologiquement le(s) récepteur(s)
impliqué(s) dans la réponse contractile a ’adénosine sur les bandes de parenchyme prélevées
d’animaux AS et provoqués a I’OA, une gamme d’agonistes pour les récepteurs de
I’adénosine a été testée. Il s’agit du NECA (agoniste des récepteurs Aj, Asza, Az et Az, Bruns
et al., 1986), du CPA (sélectif pour A;. Londos et al., 1980), du CGS 21680 (sélectif pour
Aga; Jarvis et al., 1989; Wan et al., 1990) et du 2-CI-IB-MECA (sélectif pour Az, Kim et al.,
1994). En plus, a ce niveau du projet, nous avons testé trois antagonistes qui sont actifs mais
pas sélectifs pour le récepteur Asp. Il s’agit du 8-SPT (Evoniuk et al., 1987), CGS 15943
(Jarvis et al., 1991) et MRS 1754 (Kim et al., 2000). Mes expériences ont ét¢ effectuées en
paralléle des expériences in vivo réalisé par J.P. Hannon et B. Tigani. La plupart des résultats
ont été publiés dans le British Journal of Pharmacology 135, 685-696 (2002) (Publication 2).
Des expériences complémentaires a celles présentées dans cette publication seront décrites
plus en détail dans ce résumé.

NECA imite I’adénosine en induisant une contraction des bandes de parenchyme, prélevées
d’animaux provoqués avec I’OA, supérieure a celle observée sur les bandes d’animaux
provoqués avec le véhicule (Publication 2, Fig. 8). Au contraire, ni CPA, CGS 21680 ou 2-Cl-
IB-MECA, seuls ou en combinaison, n’induisent de contraction, malgré 1’utilisation de
concentrations 100 fois supérieures a la valeur du K pour leur récepteur respectif (Jacobson et

al., 1995) (Publication 2, Fig. 8; Fig. 4.8).




Section 4; Page 91

304

25 *k

20

15

10

% de la réponse a la 5-HT 0.1 mM

0 -

(uM) 100 300 1000 0.06 15 0.033 CPA CPA
Adénosine CPA CGS21680  2-CHB-MECA +2.CIB-MECA +CGS 21680
+2-CI-IB-MECA

Fig. 4.8 Effet de ’adénosine, du CPA, du CGS 21680 et du 2-CI-IB-MECA ou de
combinaisons de ces derniers sur les bandes de parenchyme de poumons prélevées sur des rats
BN AS et provoqués avec I’OA (0.3 mg kg™'; i.t.) 3 h avant d’étre sacrifiés. Les réponses sont
exprimées en fonction de la réponse a la 5-HT (0.1 mM). Les valeurs moyennes (+ s.e.m)
représentées sont celles de 3 a 6 expériences individuelles. Les valeurs de CPA, CGS 21680 et
2-CI-IB-MECA données individuellement sont tirées comme celles de 1’adénosine de la
Publication 2, Fig. 8.

Le spectre de D’activité des agonistes obtenu pour la bande de parenchyme isolée était
remarquablement similaire a celui obtenu pour les réponses bronchoconstrictives in vivo avec
les mémes agonistes (Publication 2, Fig. 1 et 8). Cette similarité se refléte méme au niveau de
la puissance relative de ’adénosine et du NECA. On observe un décalage de la courbe
concentration-réponse au NECA d’environ une unité logarithmique vers la gauche par rapport
a celle de I’adénosine dans les deux cas, sur la bande de parenchyme (Publication 2, Fig. 8) et
I’animal entier (Publication 2, Fig. 1). Ces valeurs suggerent que la bronchoconstriction a
I’adénosine in vivo et que la contraction de la bande de parenchyme in vitro impliquent les

mémes mécanismes.
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Le fait que les deux agonistes, le NECA et I’adénosine, qui ont une forte affinité pour les
récepteurs Aj, Axa, Azp et Az, sont capables de contracter la bande de parenchyme, alors que
les agonistes sélectifs pour les récepteurs Aj, Asa, et Az ne sont pas actifs laisse fortement
penser que le récepteur Ayp est le médiateur de la réponse. Toutefois, les expériences
préliminaires effectuées in vivo ou in vitro et utilisant divers antagonistes n’étaient pas

compatibles avec cette conclusion (Publication 2).

Par exemple, dans les études in vivo, le MRS 1754, qui a une activité similaire pour les
récepteurs du rat Ag et A; (Publication 2, Table 2), ne parvient pas a bloquer la réponse
bronchoconstrictive a 1’adénosine malgré le blocage de la bradycardie par le NECA qui est
induit par le récepteur A; (Publication 2, Fig. 6). De plus, le 8-SPT et le CGS 15943, des
antagonistes des récepteurs Aj, Aza, et Azg mais pas Ajz, inhibent la réponse
bronchoconstrictive a I’adénosine in vivo. Toutefois, le degré du blocage (de I’ordre de 3 fois
comparé avec la courbe dose-réponse a 1’adénosine) ne refléte pas les concentrations
plasmatiques, qui sont respectivement 139 et 121 fois plus grandes que la valeur du Kg pour

le récepteur Asp de rat.

Dans mes ¢études in vitro effectuées en paralléle, les réponses a I’adénosine n’ont pas pu étre
antagonisées par le 8-SPT ou le MRS 1754 a des concentrations 50 fois supérieures a leur
affinités pour le récepteurs A,p de rat (Publication 2, Fig. 9). Toutefois, bien que le CGS
15943 soit capable d’antagoniser la réponse a 1’adénosine, son affinité estimée a partir de
I’effet d’une concentration unique d’antagoniste (Kg, 506 nM) est nettement inférieure a son
affinité pour le récepteur Asp sur le muscle longitudinal du colon de rat (Kg, 70 nM) qui fut

déterminée dans des conditions similaires (voir section 4.2.4).

Sur les bases de ces observations, il a fallu conclure que le récepteur induisant la réponse
bronchoconstrictive a 1’adénosine apres une provocation allergique sur des rats BN AS ne

peut étre catégoris€¢ comme 1’un des quatre sous types de récepteurs connus pour I’adénosine.
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A la vue de ces résultats, une série d’expériences complémentaires pour déterminer le(s)
récepteur(s) impliqué(s) dans la réponse a 1’adénosine sur les bandes de parenchyme
prélevées de rats AS et provoqués avec I’OA, a été effectuée. Premiérement, nous avons
étendu 1’analyse des agonistes en incluant des concentrations élevées de CPA, de 2-CI-IB-
MECA et un second agoniste sélectif du récepteur As, I’inosine. Deuxiémement, nous avons

étendu I’analyse des antagonistes en étudiant une plus large gamme.
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4.2.3.3 Publication 3

The receptor mechanism mediating the
contractile response to adenosine on lung
parenchymal strips from actively sensitized,
allergen-challenged Brown Norway rats

C. Wolber J.R. Fozard

Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology, published on
line: 27 january 2005
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Résumé

Les bandes de parenchyme de poumon prélevées sur des rats BN AS et provoqués
avec I’OA présentent une hyperréactivit¢ a I’adénosine. La réponse est induite par les
mastocytes et des études préliminaires suggerent I’implication d’un récepteur (ou de
plusieurs) qui ne peut étre classé parmi les récepteurs connus de I’adénosine. Nous présentons
une analyse plus approfondie de la réponse. Des rats males BN, AS avec I’OA, ont été
provoqués avec I’OA et sacrifiés trois heures aprés afin d’en prélever les bandes de
parenchyme. La réponse contractile augmentée a I’adénosine a été partiellement bloquée par
I’antagoniste du récepteur a la 5-HT, le méthysergide, ou par 1’antagoniste du récepteur Ay, le
DPCPX. En présence des deux antagonistes précédents, la réponse a été totalement éliminée.
Les réponses a de fortes concentrations de 1’agoniste du récepteur A;, CPA sont, comme avec
I’adénosine, augmentées sur les tissus des animaux provoqués avec I’OA, et inhibées par la
combinaison entre le DPCPX et le méthysergide. L’agoniste du récepteur As, le 2-Cl-IB-
MECA, ne contracte pas les tissus, mais il bloque partiellement la réponse a I’adénosine. Une
combinaison de 2-Cl-IB-MECA et de méthysergide produit un blocage similaire a celui
observé avec les composés donnés seuls. Une combinaison entre le 2-Cl-IB-MECA et/ou le
méthysergide avec le DPCPX ¢élimine totalement la réponse a 1’adénosine. Les effets de
I’agoniste du récepteur Aj, 1’inosine, sont augmentés sur les tissus des animaux provoqués
avec I’OA et inhibés significativement par le disodium cromoglycate, le méthysergide et le 2-
CI-IB-MECA. Les réponses a I’adénosine sont ¢éliminées quand les bandes de parenchyme
sont prélevées sur des rats prétraités pendant 48 h avec de la toxine pertussique. 8-SPT, CGS
15943, XAC, MRS 1754, DPCPX et la théophylline, a des concentrations qui inhibent les
récepteurs Aj, Axa et Ayg mais ayant une affinité négligeable pour le récepteur As, inhibent la
réponse a 1I’adénosine, mais on a besoin de fortes concentrations et le blocage est incomplet.
MRS 1523 et MRS 1191, qui sont des antagonistes du récepteur Aj, n’ont aucun effet sur la
réponse a 1’adénosine. Ces résultats supportent et clarifient notre conclusion précédente: un
mécanisme atypique induit la contraction des bandes de parenchyme de poumons prélevées
sur des rats BN, AS et provoqués avec ’OA. Les réponses sont produites par un effet
combiné entre le récepteur A; et un récepteur qui a beaucoup de similitudes avec Aj, mais sur
lequel 2-CI-IB-MECA agit comme un antagoniste et MRS 1523 et MRS 1191 sont inactifs a
des concentrations qui excedent substantiellement leurs affinités pour le récepteur Az de rat.
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4.2.3.4 Les effets de CPA et 2-CI-IB-MECA a des concentrations élevées et
de I’inosine, un agoniste sélectif du récepteur A;

Un facteur clé qui a permis d’éliminer trois des quatre récepteurs connus pour 1’adénosine a
été Iutilisation d’agonistes sélectifs comme le CPA (A)), le CGS 21680 (Aza) et le 2-CI-IB-
MECA (A3). Contrairement aux agonistes non sélectifs que sont I’adénosine et le NECA, ces
agonistes n’induisent aucune contraction des bandes de parenchyme des animaux sensibilisés
et provoqués avec 1’allergéne, malgré 1’utilisation de concentrations 100 fois supérieures a la
valeur du K; pour les récepteurs (section 4.2.3.2) méme lorsqu’ils sont utilisés en
combinaison. Il était toutefois important de noter que les concentrations d’adénosine et de
NECA requises pour contracter la bande étaient treés élevées. Ainsi, la concentration
d’adénosine (1 mM) normalement utilisée pour contracter les bandes de parenchyme, dépasse
de 14000 fois la valeur du K pour le récepteur A; de rat et de 150 fois la valeur du K; pour le
récepteur A de rat (Mueller, 2003). Dans le cas du NECA, I’intervalle des concentrations
s’étend entre 3 et 100 uM, ce qui est respectivement 10 a 300 fois supérieur a la valeur du K;
pour le récepteur Az de rat et 400 a 14000 fois supérieur a la valeur du K; pour le récepteur A,
(Fredholm et al., 2001a). Sur ces bases, nous avons décidé de re-évaluer les effets du CPA et
du 2-CI-IB-MECA a des concentrations plus élevées que celles utilisées dans nos études
précédentes. Nous n’avons pas examiné 1’agoniste du récepteur Aza, CGS 21680, car le
récepteur est couplé exclusivement a une protéine Gs dont D’activation induit une
augmentation de I’AMPc qui serait inhibitrice des fonctions cellulaires (section 1.1.3.2). La
plupart des résultats ont été publiés dans Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology
(2005) (Publication 3). Des expériences complémentaires a celles présentées dans cette
publication seront décrites plus en détail dans ce résumé, en particulier les valeurs contrdles

obtenues avec la 5-HT pour chaque expérience.
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La réponse contractile a 1’adénosine (1 mM) a été fortement potentialisée sur les bandes de
parenchyme prélevées sur des poumons d’animaux sensibilisés et provoqués 3 h auparavant
avec ’OA, comparativement a celles prélevées sur des animaux qui ont été provoqués avec le
véhicule (solution saline); cela confirme les études déja réalisées (Hannon et al., 2001)
(Publication 3, Fig. 1). De fortes concentrations de CPA (10 et 100 uM soit 2000 a 20000 fois
la valeur du K; pour le récepteur A;) contractent faiblement les tissus des animaux AS et
provoqués avec une solution saline (Publication 3, Fig. 1). Toutefois, comme avec
I’adénosine, les réponses au CPA sont augmentées (significativement a 100 uM) sur les tissus
prélevés d’animaux provoqués avec 1’allergéne (Publication 3, Fig. 1). Les changements de
sensibilités a I’adénosine et au CPA sont sélectifs car les réponses a la 5-HT ne sont pas
modifiées (Fig. 4.9). De plus, comme c’était le cas dans nos études précédentes (Hannon et
al., 2001), le méthysergide inhibe de facon trés marquée mais n’élimine pas la réponse
augmentée a 1’adénosine (Publication 3, Fig. 2). Les réponses augmentées au CPA sont aussi
inhibées par la méthysergide (Publication 3, Fig. 3). Cependant, comme avec 1’adénosine il
reste une composante insensible au méthysergide dans la réponse. Les valeurs controle de la
5-HT déterminent ’efficacit¢ du méthysergide, aux concentrations utilisées, a bloquer les
réponses a la 5-HT (Fig. 4.10 et 4.11).

Connaissant la sélectivit¢é du CPA pour le récepteur A;, nous avons étudi¢ les effets du
DPCPX, un antagoniste s¢lectif puissant du récepteur A;, pour définir le role de ce site dans la
réponse a 1’adénosine et au CPA. Le DPCPX induit une inhibition de la réponse a I’adénosine
mais uniquement a de fortes concentrations (1, 3 et 10 uM) (Publication 3, Fig. 2 et 8). Le
degré d’inhibition est faible (1 uM bloque la réponse a ’adénosine d’environ 20 %) et ne
varie pas de manicre significative entre les trois concentrations de DPCPX. Le méthysergide
(30 nM) bloque environ 80 % de la réponse a 1’adénosine. Une combinaison entre le DPCPX

et le méthysergide élimine totalement la réponse a 1’adénosine (Publication 3, Fig. 2). Le
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DPCPX (1 puM) inhibe la réponse augmentée au CPA (100 puM) d’environ 20 %. Le
méthysergide (30 nM) réduit la réponse au CPA d’environ 65 % (Publication 3, Fig. 3). Une
combinaison entre le méthysergide et le DPCPX élimine la réponse au CPA (Publication 3,

Fig. 3).
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Fig. 4.9 Ces résultats représentent les changements de la sensibilité de la 5-HT dans les
expériences présentées dans la Publication 3, Fig. 1, qui montrent les effets de 1’adénosine, du
CPA et du 2-CI-IB-MECA, sur les bandes de parenchyme de poumons prélevées sur des rats
BN AS et provoqués avec I’OA (0.3 mg kg™'; i.t.) ou le véhicule 3 h avant d’étre sacrifiés. La
réponse a la 5-HT (0.01 mM) provient de la courbe concentration-réponse a la 5-HT et est
submaximale. Les réponses sont exprimées en fonction de la réponse au béthanéchol (0.1
mM). Les valeurs moyennes (+ s.e.m) représentées sont celles de 3 a 13 expériences
individuelles.

La réponse augmentée a 1’adénosine apres la provocation allergique implique pour une large
part la 5-HT libérée des mastocytes des voies respiratoires (Hannon et al., 2001; section
4.1.2). Le blocage par le méthysergide peut étre utilis€¢ pour définir ce mécanisme (Hannon et

al., 2001). Ainsi, la réponse au CPA potentialisée aprés une provocation allergique semble
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impliquer un mécanisme du type du récepteur A; et un autre mécanisme non-A; qui est
sensible au méthysergide et est dépendant des mastocytes. Les réponses contrdles a la 5S-HT
(Fig. 4.10 et 4.11) supportent cette interprétation. L’analyse des réponses a I’adénosine donne
des réponses qualitativement similaires a celle obtenues avec le CPA. La différence entre les
réponses au CPA et I’adénosine se situe au niveau de leur contribution relative aux deux

mécanismes responsables des réponses contractiles.
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Fig. 4.10 Ces résultats représentent les changements de la sensibilité de la 5-HT dans les
expériences présentées dans la Publication 3, Fig. 2, qui montrent les effets du DPCPX, du 2-
CI-IB-MECA et du méthysergide sur la réponse a I’adénosine, dans les bandes de parenchyme
de poumons prélevées sur des rats BN AS et provoqués avec I’OA (0.3 mg kg™'; i.t.) 3 h avant
d’étre sacrifiés. La réponse a la 5S-HT (0.01 mM) provient de la courbe concentration-réponse
a la 5-HT et est submaximale. Les réponses sont exprimées en fonction de la réponse au
béthanéchol (0.1 mM). Les valeurs moyennes (+ s.e.m) représentées sont celles de 4 a 14
expériences individuelles. ***P<0.001 montre que la valeur est significativement différente a
celle équivalente au groupe provoqué avec le véhicule.
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Fig. 4.11 Ces résultats représentent les changements de la sensibilit¢ de la 5-HT dans les
expériences présentées dans la Publication 3, Fig. 3, qui montrent les effets du DPCPX et du
méthysergide sur la réponse au CPA sur les bandes de parenchyme de poumons prélevées sur
des rats BN AS et provoqués avec 'OA (0.3 mg kg'; i.t.) 3 h avant d’étre sacrifiés. La
réponse a la 5-HT (0.01 mM) provient de la courbe concentration-réponse a la 5-HT et est
submaximale. Les réponses sont exprimées en fonction de la réponse au béthanéchol (0.1
mM). Les valeurs moyennes (+ s.e.m) représentées sont celles de 4 a 8 expériences
individuelles. ***P<0.001 montre que la valeur est significativement différente a celle
équivalente au groupe provoqué avec le véhicule.

D’aprés la littérature, le récepteur A induit ’activation des mastocytes chez le rat (Fozard et
Hannon, 2000) et de ce fait nous avons testé a cette concentration 1’agoniste sélectif du
récepteur Az, 2-CI-IB-MECA (Fredholm et al., 2001a), sur la bande de parenchyme de
poumons prélevée sur des rats BN AS et provoqués avec ’OA. Contrairement au CPA, de
fortes concentrations de 2-Cl-IB-MECA (10 nM a 10 uM; soit jusqu'a 333 fois plus que la
valeur du K; pour le récepteur Az de rat; la concentration était limitée par la solubilité), n’ont

pas induit de contraction ni sur les animaux provoqués avec le véhicule, ni sur les animaux
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provoqués a I’OA (Publication 3, Fig. 1). J’ai donc considéré la possibilité¢ que le 2-CI-IB-
MECA pouvait €tre soit un agoniste peu efficace, soit un antagoniste, au niveau du site
d’action induisant la réponse a 1’adénosine. Nous avons donc testé I’activité antagoniste du 2-
CI-IB-MECA sur la réponse a 1’adénosine. Pour des concentrations de 100 nM et 1uM, la
réponse a 1’adénosine était réduite significativement et & un niveau similaire (environ 60 %)
pour les deux concentrations (Publication 3, Fig. 4). L’effet est sélectif car les réponses a la 5-
HT ne sont pas affectées (Fig. 4.12). Une combinaison entre le méthysergide (30 nM) et le 2-
CI-IB-MECA (100 nM) n’inhibe pas de fagon significative la réponse a 1’adénosine comparé
a ’inhibition obtenue en utilisant un seul de ces deux composés (Publication 3, Fig. 2).
Toutefois, I’incubation avec du DPCPX (1 puM) combiné au 2-CI-IB-MECA (100 nM)
¢limine la réponse a ’adénosine. Ainsi, le 2-CI-IB-MECA démontre un effet antagoniste
assez puissant sur la réponse contractile a I’adénosine, méme si le blocage est incomplet.
Comme la combinaison entre le 2-CI-IB-MECA et le méthysergide n’induit pas un blocage
supplémentaire a celui observé avec les substances utilisées séparément et que la combinaison
entre le 2-CIl-IB-MECA et le DPCPX ¢limine la réponse a 1’adénosine (Publication 3, Fig. 2),
on en conclut que le 2-CIl-IB-MECA et le méthysergide agissent sur la méme composante de
la réponse a I’adénosine. Les valeurs contrdles obtenues avec la 5-HT (Fig. 4.10) supportent
cette interprétation des résultats.

Le blocage sélectif de la composante sensible a la méthysergide dans la réponse a I’adénosine
par le 2-CI-IB-MECA soutient I’hypothese de 1’implication d’un récepteur As. Le fait que le
2-CI-IB-MECA se comporte comme un antagoniste plutdt que comme un agoniste au niveau
du récepteur Az est surprenant, car dans la littérature 2-CI-IB-MECA se comporte toujours
comme un agoniste; en fait, ’efficacité intrinseéque du 2-CI-IB-MECA sur le récepteur A; de

I’homme est de 99 % (Gao et al., 2004).
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Fig. 4.12 Ces résultats représentent les changements de la sensibilité de la 5-HT dans les
expériences présentées dans la Publication 3, Fig. 4, qui montrent les effets du 2-CI-IB-
MECA sur la réponse a I’adénosine, dans les bandes de parenchyme de poumons prélevées
sur des rats BN AS et provoqués avec I’OA (0.3 mg kg™'; i.t.) 3 h avant d’étre sacrifiés. La
réponse a la 5-HT (0.01 mM) provient de la courbe concentration-réponse a la 5-HT et est
submaximale. Les réponses sont exprimées en fonction de la réponse au béthanéchol (0.1
mM). Les valeurs moyennes (% s.e.m) représentées sont celles de 4 expériences individuelles.

De nouvelles évidences démontrant un réle du récepteur As ont été obtenues en utilisant
I’inosine, un agoniste faible mais sélectif du récepteur As (Jin et al., 1997; Fredholm et al.,
2001b; Gao et al, 2001). L’inosine n’a aucun effet sur les tissus prélevés d’animaux
provoqués avec une solution saline mais induit une contraction concentration-dépendante sur
les bandes de parenchyme prélevées de poumons de rats AS et provoqués avec ’allergene
(Publication 3, Fig. 5). La réponse contractile a I’inosine a été significativement inhibée par le
disodium cromoglycate (un agent stabilisateur des mastocytes), le méthysergide ou le 2-ClI-

IB-MECA (Publication 3, Fig. 5). Ceci soutient la théorie d’une médiation de la réponse par
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la 5-HT libérée des mastocytes apres I’activation du récepteur Aj présent sur ces derniers. La
réponse résiduelle qui apparait en présence du méthysergide peut étre éliminée par le DPCPX,
indiquant qu’il existe une composante induite par le récepteur A; dans la réponse a I’inosine,
comme a 1’adénosine. Les valeurs contréles obtenues avec la 5-HT supporte cette

interprétation (Fig. 4.13).
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Fig. 4.13 Ces résultats représentent les changements de la sensibilité de la 5-HT dans les
expériences présentées dans la Publication 3, Fig. 5, qui montrent premiérement (A) les effets
de I’inosine sur les bandes de parenchyme de poumons prélevées sur des rats BN AS et
provoqués avec I’OA (0.3 mg kg'; it) ou le véhicule 3 h avant d’étre sacrifiés, et
deuxiemement (B) les effets du DPCPX, du 2-CI-IB-MECA, du disodium cromoglycate et du
méthysergide sur la réponse a I’inosine, dans les bandes de parenchyme de poumons
prélevées sur des rats BN AS et provoqués avec ’OA (0.3 mg kg'; i.t.) 3 h avant d’étre
sacrifiés. La réponse a la 5-HT (0.01 mM) provient de la courbe concentration-réponse a la 5-
HT et est submaximale. Les réponses sont exprimées en fonction de la réponse au béthanéchol
(0.1 mM). Les valeurs moyennes (+ s.e.m) représentées sont celles de 3 a 9 expériences
individuelles. ***P<0.001 montre que la valeur est significativement différente a celle
équivalente au groupe provoqué avec le véhicule.
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La conclusion de ces études avec de hautes concentrations de CPA et de 2-CIl-IB-MECA,
utilisé comme un antagoniste, est que la réponse contractile augmentée a 1’adénosine, sur les
bandes de parenchyme de poumons prélevées d’animaux AS et provoqués avec I’OA, est
produite par 1’activation d’un récepteur A; et d’un autre récepteur partageant beaucoup de
similitudes avec Aj; mais pour lequel 1’agoniste du récepteur As, le 2-CI-IB-MECA, se

comporte comme un antagoniste.
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4.2.4 Effets des antagonistes des récepteurs de ’adénosine

4.2.4.1 Publication 4

Antagonist pharmacology of adenosine Az
receptors from rat guinea pig and dog

J.R. Fozard, F. Baur, C. Wolber

European Journal of pharmacology 475, 79-84 (2003)
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Résumé

Nous avons cherché des preuves des différences au niveau des récepteurs Arg entre
différentes especes en comparant la puissance de huit antagonistes des récepteurs de
I’adénosine, provenant de quatre classes chimiques différentes, sur le récepteur A,p qui induit
la relaxation du muscle lisse dans le colon de rat, dans ’aorte de cochon d’Inde et dans la
veine saphéne de chien. Dans les trois essais, les antagonistes ont déplacé vers la droite les
courbes de concentration—réponse au NECA; de plus on n’a observé aucune diminution de
I’effet maximum de ces réponses. Il existe des corrélations tres significatives entre les valeurs
du pKg de chacun des trois récepteurs. Toutefois, les valeurs du pKg de 8-SPT, XAC, CGS
15943 et de CGH 2473 pour le récepteur du chien excédent d’au moins 0.5 unité
logarithmique les valeurs du pKg pour le rat et le chien au méme site. Nos valeurs indiquent
une différence entre les récepteurs A,p du rat et du cochon d’Inde et ceux du récepteur A, du
chien, respectivement aux analyses pharmacologiques.
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4.2.4.2 Existe t’il des différences pharmacologiques entre les récepteurs A,
suivant les espéces ?

Au commencement du travail décrit dans cette section, le récepteur A,g était connu pour
induire la réponse bronchoconstrictive a I’adénosine dépendante des mastocytes chez les
asthmatiques (Fozard et Hannon, 2000). Tout cela était bas¢ sur la présence du récepteur Asp
sur les mastocytes de ’homme et le blocage sélectif de la réponse bronchoconstrictive a
I’adénosine chez les asthmatiques par la théophylline a des doses correspondantes aux
concentrations plasmatiques adéquates pour bloquer le récepteur Ajs. Les analyses
pharmacologiques de la réponse a I’adénosine ou aux agonistes des récepteurs a I’adénosine
in vitro sur les mastocytes de ’homme révelent également un réle pour le récepteur Asp dans
I’activation de ces cellules (Hughes et al., 1984; Peachell ef al., 1991; Feoktistov et Biaggioni,
1997; Feoktistov et al., 1998; Feoktistov et al., 2001) (voir section 4.2.3.2).

Au début de mon projet, il est apparu que 1’analyse effectuée avec les agonistes sur la réponse
a I’adénosine sur les bandes de parenchyme de poumons, montre I’implication des récepteurs
A,p, mais que les résultats préliminaires obtenus avec les antagonistes ne soutiennent pas cette
conclusion (voir section 4.2.4.3; Publication 2). De ce fait, il était nécessaire de connaitre
I’affinité des antagonistes utilisés pour le récepteur A,g du rat. Comme il n’existait pas
d’informations sur 1’affinité¢ des antagonistes pour le récepteur A, de rat (Fredholm et al.,
2001a), il a été nécessaire de mesurer ces valeurs nous méme. Ainsi, nous avons utilisé le
muscle longitudinal du colon de rat, dont la contraction induite par le béthanéchol est relaxée
via D’activation du récepteur Az (Peachey et al, 1999). On a aussi considéré que les
différences pharmacologiques entre les récepteurs A, de diverses especes pourraient étre un
facteur qui peut compliquer I'interprétation des résultats précédents. Comme il existe peu
d’informations sur la différence des divers récepteurs A,p entre les espéces dans la littérature,

on a étendu les analyses en comparant la puissance de huit antagonistes provenant de quatre
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classes chimiques différentes sur les récepteurs A,g de l’adénosine, qui induisent une
relaxation sur le colon de rat (Peachey et al., 1999), dans I’aorte de cochon d’Inde (Martin,
1992) et dans la veine saphéne de chien (Hargreaves et al., 1991). Le chien est considéré
comme trés important car il est la seule espéce chez qui, comme chez I’homme, les
mastocytes portent le récepteur A,p (Auchampach et al., 1997). Ces résultats ont été¢ comparés
avec ceux obtenus dans la littérature pour le récepteur A, de I’homme.

La plupart des résultats ont été publiés dans European Journal of Pharmacology 475, 79-84
(2003) (Publication 4). Ma contribution a ces résultats comprend les expériences sur le muscle
longitudinal du colon de rat et une partie des expériences sur la veine saphéne de chien. Les
autres résultats ont été obtenus grace a Mr. Frangois Baur.

Toutes les substances se comportent comme des antagonistes, dont ’effet est surmontable,
dans les trois tissus (Fig. 1-3), et la gamme des affinités s’étend sur trois unités logarithmiques
(Table 1). Ces conditions sont appropri¢es pour décrire pharmacologiquement le site d’action
d’un récepteur et les différences avec les autres récepteurs devraient étre détectées s’il y en a
(Furchgott, 1972; Fredholm et al., 2001a). En pratique, les valeurs de pKp des antagonistes
sont assez similaires entre les différents essais et on obtient des coefficients de corrélation
hautement significatifs entre les trois tissus. L explication logique de ces valeurs indique que
la pharmacologie des antagonistes du récepteur A, de I’adénosine est similaire entre les trois
especes.

Une ¢étude plus approfondie des valeurs révéele toutefois que la corrélation entre les affinités
pour le récepteur A, du rat et du cochon d’Inde est clairement supérieure a celle entre le
récepteur du chien et celui du rat ou du cochon d’Inde. Le fait qu’il n’y ait pas de différence
significative entre les valeurs de pKg des récepteurs A,g pour les différents antagonistes entre
le rat et le cochon d’Inde (Publication 4, Table 1) indique que les récepteurs sont quasi-

similaires, si pas identiques, si ’on s’en tient a I’analyse pharmacologique. Au contraire, les
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valeurs de pKp du récepteur du chien pour 8-SPT, XAC, CGS 15943 et CGH 2473 dépassent
d’au-moins 0.5 unité logarithmique (a une exception pres) les valeurs de pKg aux autres sites
d’action (Publication 4, Table 1). Furchgott (1972) a suggéré qu'une différence de 0.5 unité
logarithmique de la valeur du pKp obtenue avec un antagoniste compétitif dans différents
essais peut étre considérée comme une premicre évidence de I’implication d’un récepteur ou
d’un sous-type de récepteur dans les réponses. Le fait que dans notre étude quatre substances
qui représentent trois classes chimiques différentes produisent une valeur de pKp pour le
récepteur A,p de chien plus grande de 0.5 unité logarithmique que celle pour le récepteur du
rat et du cochon d’Inde, indique que le sous-type du récepteur Az de 1’adénosine pour le

chien doit étre différent pharmacologiquement de celui des deux rongeurs.

Il était toutefois important de comparer les valeurs du pA; ou du pKg des antagonistes que
nous avons utilisés avec celles tirées de la littérature pour le récepteur Ag humain. Les
valeurs de six d’entre eux étaient disponibles (Publication 4, Table 2). Il y a de grandes
similarités entre les valeurs du pKg pour les six substances sur ’humain, le rat et le cochon
d’Inde. Cependant comme c’était le cas pour les récepteurs du rat et du cochon d’Inde, les
valeurs du pKp du 8-SPT, XAC et CGS 15943 pour le récepteur humain sont inférieures d’au
moins 0.5 unité logarithmique comparées a celle du chien. Ainsi, le récepteur A,z humain
présente les mémes analyses pharmacologiques aux antagonistes que celui des récepteurs du
rat et du cochon d’Inde. Nos valeurs suggerent également que le récepteur du chien est quant

a lui différent d’un point de vue pharmacologique.

En conclusion, les valeurs présentées suggerent que les différences pharmacologiques entre le
récepteur Arg de ’homme et du rat sont minimes et ne peuvent expliquer la différence
pharmacologique qui émerge entre les mécanismes de la réponse a I’adénosine (dépendante

des mastocytes) dans les voies respiratoires du rat et de I’homme.
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4.2.4.3 Effets des antagonistes sélectifs et non sélectifs aux récepteurs a
I’adénosine

Nous avons utilis¢ une gamme d’antagonistes avec différentes sélectivités pour les récepteurs
de ’adénosine afin de définir le(s) récepteur(s) induisant la réponse contractile a 1’adénosine
sur les bandes de parenchyme. Voici les antagonistes non-sélectifs pour les récepteurs a
I’adénosine Aj, Aza, Azp, le 8-SPT (Jacobson et al., 1999), la théophylline (Fredholm et al.,
2001a) et le CGS 15943 (Kim et al., 1998), les antagonistes sélectifs du récepteur A;, le XAC
(Jacobson et al., 1986) et le DPCPX (Bruns et al., 1986; Jacobson et al., 1999), I’antagoniste
sélectif des récepteurs Ai/Azp, le MRS 1754 (Kim et al., 2000) et les antagonistes sélectifs du
récepteur Az, le MRS 1523 et le MRS 1191 (Mueller, 2003). Les résultats préliminaires ont
été publiés dans British Journal of Pharmacology 135, 685-696 (2002) (Publication 2) et dans
Drug Development Research (2003) (Publication 5, en annexe dans la section 7). L’analyse
complete a été publiée dans Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology (2005)
(Publication 3). Bien que les valeurs clés sont présentées dans la Publication 3, Fig. 8 et Table
I, je les ai incluses dans ce résumé pour faciliter la discussion. Des expériences
complémentaires a celles publiées seront décrites plus en détail dans ce résumé.

Toutes les analyses ont été effectuées a partir de bandes de parenchyme de poumons de rats
BN AS et provoqués avec I’OA in vivo. Le fait que de hautes concentrations d’adénosine sont
nécessaires pour induire la contraction des bandes de parenchyme et qu’on observe une rapide
tachyphylaxie (voir section 4.2.2), s’apparente a une approche classique, basée sur un
déplacement des courbes concentration-réponse permettant de définir la puissance de
I’antagoniste. Cependant, 1’activit¢ des antagonistes peut aussi étre mesurée en utilisant
différentes concentrations d’antagonistes contre une seule concentration submaximale

d’adénosine.
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Les tissus ont été incubés pendant trente minutes, avant d’ajouter 1’adénosine, avec le 8-SPT,
le CGS 15943, le XAC, le MRS 1754, le DPCPX et la théophylline, qui aux concentrations
utilisées inhibent les récepteurs A; Aza et/ou Ayp du rat et ont une affinité négligeable avec le
récepteur Az de rat. Tous ces antagonistes induisent un blocage significatif de la réponse
contractile a I’adénosine. Toutefois, le blocage n’était évident que pour de concentrations
relativement ¢élevées et limité dans son effet (sauf dans le cas de la théophylline, 100 uM). Le
degré d’antagonisme ne dépasse approximativement pas les 30 % avec aucun des composés
(Publication 3, Fig. 8; Fig. 4.14). Bien qu’une tendance a I’inhibition ait été¢ observée avec le
MRS 1754, il n’y a aucune différence statistique significative. MRS 1523 et MRS 1191 ne
montrent aucun effet antagoniste sur 1’adénosine a des concentrations allant jusqu’a 10 pM
(Fig. 4.14).

Parce que la réponse a I’adénosine est induite par la 5-HT (Hannon et al, 2001), il est
important qu’il n’y ait pas de changement de sensibilité¢ au niveau des préparations a la 5-HT
avec les antagonistes. La Fig. 4.15 montre qu’aucun des composés n’affecte significativement
la réponse a la 5-HT, a I’exception de la théophylline & une concentration de 100 uM. Ainsi et
a part dans le cas de la théophylline, les effets des antagonistes ne peuvent pas €tre attribués a
un blocage des effets de la 5-HT.

Les caractéristiques de la majorité des antagonistes sur la réponse a 1’adénosine, sont qu’ils
induisent tous un blocage partiel et forment un plateau utilis¢ a de hautes concentrations. Il
existe diverses explications possibles pour ce phénomene.

Premiérement un blocage partiel peut étre dii a un temps d’incubation trop court avec les
antagonistes pour atteindre un blocage maximum. Pour tester cette hypothése, j’ai doublé le
temps d’incubation avec ’un des antagonistes, le 8-SPT, sur la réponse a 1’adénosine. Les
résultats présentés dans la Fig. 4.16 montrent que le blocage n’était pas plus grand apres

soixante minutes d’incubation. Dans une des expériences, la concentration de 8-SPT dans le
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bain a été mesurée par chromatographie (LC/MS) au début de I’incubation et immédiatement
avant que la réponse a 1’adénosine ne soit établie (grace a I’aide du Dr. Thomas Buhl,
Novartis). Le 8-SPT était stable dans les conditions de I’expérience; les concentrations a 30 et
60 minutes prélevées dans les bains étaient respectivement de 100 et 116 % de la

concentration préparée initialement.
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Fig. 4.14 Les effets des antagonistes des récepteurs a I’adénosine, 8-SPT, CGS 15943, XAC,
MRS 1754, DPCPX, théophylline, MRS 1523 ou MRS 1191 en réponse a 1’adénosine (1 mM)
sur les bandes de parenchyme de poumon prélevées de rats BN AS et provoqués 3 h avant
leur mort avec I’OA (0.3 mg kg™ i.t.). Les réponses sont exprimées relativement a la réponse
maximale au béthanéchol (100 uM). Seule une concentration d’antagoniste a été testée par
tissu. La courbe concentration réponse a 1’adénosine est représentée sur la gauche. Les
résultats représentent les moyennes (£ s.e.m) du nombre d’expériences individuelles
apparaissant sur le haut des histogrammes. Les comparaisons ont été effectuées avec des
valeurs contrdles sur des tissus provenant du méme animal et de facon simultanée. Les valeurs
des contrdles représentés sur la figure ont été cumulées afin d’en faciliter la lecture. Les
colonnes hachurées indiquent une différence significative (P < 0.05) par rapport a la réponse a
I’adénosine (1 mM) mesurée en absence d’antagoniste dans la méme expérience.

Nous avons ensuite considéré la possibilité que certain des composés n’ont pu étre totalement
dissous dans le cas des concentrations ¢élevées. Un nouvelle fois, en collaboration avec le Dr.

Thomas Buhl, nous avons pu tester cette hypothése en mesurant la concentration des
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antagonistes incubés dans les bains, avec le GGS 15943, qui présente un plateau trés net
lorsqu’il est utilisé a de fortes concentrations. Les résultats ont montré que les concentrations
de CGS 15943 mesurées dans les bains censés contenir 0.1, 1 et 10 uM du composé étaient
identiques. Ainsi, une limite de la solubilité ne peut pas étre une explication valable pour

définir I’existence d’un plateau dans le cas du CGS 15943.
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Fig. 4.15 Les effets des antagonistes des récepteurs a I’adénosine, 8-SPT, CGS 15943, XAC,
MRS 1754, DPCPX, théophylline, MRS 1523 ou MRS 1191 en réponse a la 5-HT (0.01 mM)
sur les bandes de parenchyme de poumon prélevées de rats BN AS et provoqués 3 h avant
leur mort avec I’OA (0.3 mg kg™’ i.t.). Les réponses sont exprimées par rapport 4 la réponse
maximale au béthanéchol (100 uM). Seule une concentration d’antagoniste a été testée par
tissu. La courbe concentration réponse a la 5-HT est représentée sur la gauche. Les résultats
avec la 5-HT (0.01 mM) sont présentés car cette concentration donne une réponse
qualitativement similaire a 1’adénosine (I mM). Les résultats représentent les moyennes (£
s.e.m) du nombre d’expériences individuelles apparaissant sur le haut des histogrammes. Les
comparaisons ont été effectuées avec des valeurs controles sur des tissus provenant du méme
animal et de facon simultanée. Les valeurs des controles représentés sur la figure ont été
cumulées afin d’en faciliter la lecture. La colonne hachurée indique une différence
significative (P < 0.05) par rapport a la réponse a la 5-HT (0.01 mM) mesurée en absence
d’antagoniste dans la méme expérience.
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Fig. 4.16 Les effets de la durée d’incubation avec le 8-SPT sur la réponse a I’adénosine sur les
bandes de parenchyme de poumon prélevées de rats BN AS et provoqués 3 h avant leur mort
avec I'OA (0.3 mg kg™ it). Le 8-SPT était mis a incuber durant 30 ou 60 minutes. Les
réponses sont exprimées relativement a la réponse maximale au béthanéchol (100 uM). Les
résultats représentent les moyennes (+ s.e.m) de 5 expériences individuelles. *P<0.05 indique
que la valeur differe significativement de la valeur contrdle équivalente.

Nous avons alors voulu savoir si le plateau était di a 1’utilisation exclusive de 1’adénosine ou
s’il était également présent avec un autre agoniste. Une fois de plus nous avons utilisé¢ le CGS
15943, et mesuré les effets de son blocage sur une gamme de concentrations du NECA, qui
comme 1’adénosine a une forte activité sur tous les sous-types de récepteurs a 1’adénosine.
Ces valeurs ont ensuite ét¢ comparées a celles obtenues contre 1’adénosine. Ces résultats
présentés sur la Fig. 4.17 montrent que le blocage partiel et I’apparition d’un plateau ont lieu

sur I’adénosine et le NECA.
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Fig. 4.17 Les effets du CGS 15943 sur la réponse a I’adénosine (I mM) ou celle au NECA
(100 uM) sur les bandes de parenchyme de poumon prélevées de rats BN AS et provoqués 3 h
avant leur mort avec I’OA (0.3 mg kg i.t.). Les réponses sont exprimées relativement 4 la
réponse maximale au béthanéchol (100 uM). Seule une concentration de CGS 15943 a été
testée sur chaque tissu. Les courbes concentration réponse a 1’adénosine et au NECA sont
¢galement représentées. Les résultats représentent les moyennes (£ s.e.m) du nombre
d’expériences individuelles apparaissant sur le haut des histogrammes. Les comparaisons ont
été effectuées avec des valeurs controles sur des tissus provenant du méme animal et de fagon
simultanée. Les colonnes pleines indiquent une différence significative (P < 0.05) par rapport
a la réponse a 1’adénosine (1000 pM) ou au NECA (100 uM) mesurée en absence
d’antagoniste.

Le fait d’avoir démontré que le temps d’incubation et que la solubilité n’étaient pas une
explication pour le blocage incomplet de la réponse a l’adénosine et que des effets
qualitativement similaires au CGS 15943 ont été observés sur un large spectre de
concentrations a I’adénosine et au NECA, étaient trés importants, car cela nous a permis de
nous pencher sur le réle des différents sous types de récepteurs sur la réponse a I’adénosine.

Ceci a conduit a I’analyse des effets de hautes concentrations de CPA et de 2-CI-IB-MECA
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(voir section 4.2.3.4) qui fournissent des preuves de I’implication du récepteur A; et d’un
second récepteur ayant des similitudes avec As. La question a été alors de savoir comment
concilier les valeurs des analyses effectuées avec les antagonistes avec celles effectuées avec
les agonistes.

De maniére a faciliter la discussion sur la significativité des valeurs obtenues avec les
antagonistes, j’ai volontairement assumé le fait que ces analyses effectuées sur la réponse
contractile a I’adénosine impliquent le récepteur A, et un récepteur ayant des similitudes avec
Aj; qui contribuent, respectivement a hauteur de 20 et 80 %, a la réponse a I’adénosine 1 mM.
Dans la Table 4.1 nous avons comparé la gamme de concentrations des antagonistes
suffisantes pour induire un blocage significatif de la réponse a 1’adénosine avec les affinités

des antagonistes pour les divers sous-types de récepteurs trouvées dans la littérature.

A Aop Aop As Bande de poumon

KinM) | KinM) |KsmM)°| KinM) (nM)*
8-SPT 4200° n.d. 1680 | >100000 | 100000-300000
Théophylline 11000 32000 7874 | >100000 10000-30000
CGS 15943 16 2.5 70 >100000 100-300
XAC 3 37 74 >100000 100-1000
DPCPX 0.3 340 247 >100000 <1000
MRS 1754 17 610 19 n.d. >1000
MRS 1523° 15600 2050 n.d. 316 >10000
MRS 1191° 40100 >100000 n.d. 1420 >10000

Table 4.1 Affinités des antagonistes pour les sous-types de récepteurs a 1’adénosine du rat et
leur efficacité comme antagonistes sur la réponse a 1’adénosine sur les bandes de parenchyme
de poumons prélevées chez des rats BN AS et provoqués 3 h avant d’étre sacrifié avec ’OA.
Les valeurs de K; proviennent des résultats d’études de liaison provenant de Fredholm et al.
(2001a) a ’exception de * Jacobson ef al. (1999), ® Mueller (2003). “Valeurs obtenues & partir
du muscle longitudinal du colon de rat (Section 4.2.4.2). 4 Gamme de concentration dans
laquelle on observe le premier blocage significatif de la réponse a 1’adénosine sur les bandes
de parenchyme. n.d. = valeur non définie.
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La premiére chose a observer est qu’a I’exception de MRS 1523 et de MRS 1191, aucun des
antagonistes n’a d’activité sur le récepteur A; de rat aux concentrations utilisées. On s’attend
alors a ce que 80 % de la réponse soit résistante au blocage par ces agents. Ceci est le cas dans
les limites des variations expérimentales (I’activité relativement forte de la théophylline et le
blocage concomitant de la réponse a la 5-HT peuvent refléter 1’effet relaxant sur le tissu da a
I’inhibition non sélective des phosphodiestérases aux concentrations utilisées) (Fozard, 2003).
D’un autre coté, si un blocage est observé, il doit avoir lieu a des concentrations adéquates
pour bloquer le récepteur A;. A partir des informations de la Table 4.1, tous les composés
doivent bloquer le récepteur A; a des concentrations qui inhibent I’adénosine. La raison pour
laquelle on a besoin de fortes concentrations d’antagonistes pour bloquer est peut-étre due au
fait que la concentration d’adénosine, 1 mM, est supramaximale pour induire ’activation du
récepteur A;. Des expériences complémentaires seraient nécessaires pour vérifier cela.

Nous avons utilisé des antagonistes sélectifs, mais relativement faibles, du récepteur A; de rat,
MRS 1523 et MRS 1191, dans le but d’obtenir de nouvelles évidences de 1’implication de ce
récepteur dans la réponse contractile a I’adénosine. Les résultats ont été surprenants car aucun
des composés n’a été en mesure de bloquer la réponse a 1’adénosine malgré ’utilisation d’une
concentration de 10 uM qui excéde respectivement de 30 et 7 fois le K; pour le récepteur As.
A cause des contraintes dues a la solubilité, aucun des composés n’a pu €tre utilisé a des
concentrations supérieures a 10 uM. Le manque d’effet ne peut pas étre expliqué par le fait
que la réponse a 1’adénosine était supramaximale car il a déja été démontré lors de courbes
concentration-réponse a 1’adénosine (Fig. 4.2.8), qu’un blocage d’au-moins de 3 fois peut étre
observé. De plus dans la littérature des concentrations similaires ou inférieures de MRS 1523
et de MRS 1191 a celles utilisées dans mes expériences se sont montrées capable de bloquer
une variété¢ de réponses impliquant le récepteur Az de rat (Schneyvays et al., 2000; Jacobson,

2001; Hentschel et al., 2003). Ainsi, les valeurs des analyses antagonistes sont en accord avec
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le fait que le récepteur A; contribue a la réponse contractile a 1’adénosine. Toutefois, ces
analyses ne soutiennent pas I’implication du récepteur A; comme cela a été sous-entendu

apres les analyses effectuées avec les agonistes.

4.2.5 Les effets de la toxine pertussique

Les analyses antérieures des effets des agonistes et des antagonistes des récepteurs de
I’adénosine nous ont amené a conclure que la réponse contractile augmentée a 1’adénosine sur
les bandes de parenchyme de poumons de rats BN AS et provoqués avec I’OA, implique
I’activation du récepteur A; et d’un site ayant des similitudes pharmacologiques avec le
récepteur Ajz. Le récepteur A; et le récepteur Az sont tous les deux couplés a des protéines de
la famille des Gj, (Ralevic et Burnstock, 1998; Fredholm et al, 2001a; Table 1.1). Les
protéines Gj et G, sont des cibles de la toxine pertussique qui induit une ADP-ribosylation de
la sous-unité¢ a de Gy, et la découple des récepteurs (Nurnberg, 2000). En conséquence, les
effets biologiques induits par les récepteurs A; et A; sont généralement bloqués par la toxine
pertussique (Ralevic et Burnstock, 1998). De ce fait nous avons effectué¢ des expériences pour
définir si la réponse augmentée a I’adénosine pouvait étre bloquée par la toxine pertussique.

De maniére générale, afin de définir I’effet de la toxine pertussique dans les expériences in
vitro, la substance est ajoutée dans le milieu d’incubation (Marquardt et al., 1988; White et
al., 1993) a une concentration couramment utilisée de 100 ng ml™ et ’effet qui en résulte est
observé 24 h aprés. Une période d’incubation aussi longue n’est pas évidente avec des
organes isolés comme les bandes de parenchyme car on a besoin d’effectuer de nombreux
ringages et rajout de toxine pertussique. Cependant, nous avons incubé les tissus avec de la
toxine pertussique 100 ng ml™" durant 1 h (n=1), 4 h (n=1) ou 8 h (n = 1). Aucun signe de
blocage de la réponse a 1’adénosine sous de telles conditions expérimentales n’a pu étre

obtenu. Sur les bases de cette expérience, nous avons décidé de traiter les animaux avec la
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toxine pertussique de fagon in vivo en utilisant la méthode qui a été établie et validée dans le
laboratoire auparavant (Carruthers et Fozard, 1993). Dans cette approche, les animaux
recoivent une injection intraveineuse de toxine pertussique (15 pg kg™) et le résultat du
traitement est évalué environ 48 h plus tard.

Les résultats ont été publiés dans Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology (2005)
(Publication 3, section 4.2.3.3). Deux expériences ont été réalisées. Dans la premicre, des
animaux AS ont été prétraités avec la toxine pertussique (15 pg kg™, i.v.) ou le véhicule 45 h
avant la provocation avec I’OA. Les réponses a 1’adénosine (0.1 et 1 mM) ont été totalement
¢liminées chez les animaux prétraités avec la toxine pertussique. Les réponses a la 5-HT ont
¢été légerement réduites (environ 30 %) mais de manicre significative (Publication 3; Fig. 6).
Ces résultats sont consistants avec le fait que la réponse a 1’adénosine est induite par des
récepteurs couplés a des protéines G sensibles a la toxine pertussique. Toutefois, il reste une
autre alternative, méme s’il s’agit d’une explication peu probable. Ainsi, bien que 1’activation
des mastocytes au travers du récepteur de haute affinité aux IgE, FceRI, est censée ne pas étre
affectée par la toxine (Saito et al.,, 1987; Bronner et al., 1990; Apgar, 1994), il est possible
que I’effet inhibiteur observé sur la réponse a 1’adénosine refléte un blocage par la toxine
pertussique de 1’étape de sensibilisation due a la provocation allergique 3 h avant de prélever
les tissus des animaux.

Pour éliminer cette possibilité, nous avons effectu¢ une seconde série d’expériences dans
lesquelles les bandes de parenchyme de poumons ont été prélevées chez des rats AS et traités
depuis 48 h avec la toxine pertussique. La provocation allergique a alors été effectuée
entierement in vitro (voir section 4.1.2). Sous ces conditions, la réponse biphasique a ’OA
(qui reflete la libération de 5-HT et des leucotrienes suite a 1’activation des mastocytes — voir
section 4.1.2) n’a pas été affectée alors que la réponse a 1’adénosine (1 mM), augmentée apres

la provocation a I’allergene, a été éliminée (Publication 3; Fig. 7). La réponse a la 5-HT n’a
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pas été affectée par le prétraitement avec la toxine pertussique. Ces résultats démontrent que
la réponse contractile des bandes de parenchyme in vitro est transmise par un récepteur (ou
des récepteurs) couplé a une protéine G sensible a la toxine pertussique.

Etant donné le réle établi de Gi/G, dans la voie de signalisation lors de l’activation du
récepteur A, (voir ci-dessus) les résultats avec la toxine pertussique supportent le réle de ce
site dans la réponse de la bande de parenchyme a 1’adénosine. Ils démontrent aussi un autre
point commun entre le récepteur qui induit la composante mastocytaire dans la réponse a
I’adénosine et le récepteur Aj, Ils sont tous deux sensibles a la toxine pertussique. Dans ce
contexte, la dégranulation des mastocytes pulmonaires du rat et de la souris induite par le
récepteur Az de I’adénosine est éliminée par la toxine pertussique (Beaven et Ozawa, 1996;

Zhong et al., 2003).
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Les résultats présentés dans cette thése apportent de nouveaux éléments concernant le
mécanisme de I’augmentation de la réponse bronchoconstrictive a I’adénosine suite a une
provocation allergique chez les rats BN AS. Les aspects fondamentaux des résultats et leurs

apports significatifs sont discutés ci-dessous.

5.1 Chez le rat BN, est-ce que la réponse contractile a
I’adénosine sur la bande de parenchyme in vitro reflete la
réponse bronchoconstrictive a I’adénosine in vivo ?

Pour le type d’étude envisagé, il a été décidé d’utiliser une préparation in vitro du poumon et
nous avons alors considéré la possibilité d’utiliser la trachée ou la bande de parenchyme.
Selon la littérature, la réponse de la trachée de rat a la 5-HT aurait une composante
cholinergique prononcée (Joos et al., 1997) qui serait non représentative de la réponse
bronchoconstrictive a la 5-HT (et a I’adénosine) dans le rat in vivo qui n’en a pas (Hannon et
al., 2001). Au contraire, les réponses a la 5-HT dans les bandes de parenchyme sont affectées
de maniére minimale par I’atropine a une concentration qui abolit la réponse au béthanéchol
(J. Fozard, observations non publiées). De plus, dans des expériences préliminaires, la
préparation de bandes de parenchyme des poumons prélevées de rats BN AS et provoqués
avec l’allergéne imite les résultats obtenus in vivo en montrant des réponses contractiles
robustes et accentuées a 1’adénosine comparées au contrdles (Hannon et al., 2001). De ce fait,

la bande de parenchyme a été adoptée comme la préparation in vitro pour mes études.

Une augmentation de la résistance des voies respiratoires a ’adénosine ou a d’autres
bronchospasmogeénes chez le rat BN anesthésié, refléte la contraction des muscles lisses du
tractus respiratoire. Le site d’action majeur semble se situer au niveau des voies respiratoires
supérieures mais il y a également une contribution de la partie distale des voies respiratoires

(Dreshaj et al., 1994). La bande de parenchyme représente, par définition, exclusivement la
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partie distale des voies respiratoires. Elle contient plusieurs éléments qui pourraient contribuer
a la réponse contractile aux spasmogenes et inclut de petites voies respiratoires, de petits
vaisseaux et des murs alvéolaires (Goldie ef al., 1982). La contribution relative de ces
¢léments a la réponse contractile a 1’adénosine (ou a la 5-HT) dans les expériences n’est pas
connue. Toutefois, la 5-HT est un constricteur puissant des bronchioles terminales des
poumons de rat si elle est libérée par les mastocytes suite a une activation par 1’allergeéne, ou
si elle est ajoutée directement sur le tissu (Wohlsen et al, 2001). Il est cependant
vraisemblable que les petites voies respiratoires de la bande de parenchyme apportent une
contribution significative a la composante induite par les récepteurs a la 5-HT sur la réponse a
I’adénosine.

Toutefois, il est important d’insister que dans la plupart de mes études, il n’est pas crucial de
connaitre précisément tous les éléments qui contribuent & la contraction induite par la 5-HT
ou I’adénosine. Ainsi, la réponse contractile peut étre considérée comme un «essai
biologique» de la libération de 5-HT des mastocytes, par 1’activation des récepteurs a
I’adénosine. Toutefois, le récepteur A; joue un rdle sur les ¢€léments vasculaires qui
contribuent a la réponse contractile a I’adénosine sur la bande de parenchyme (voir ci-
dessous). Il y a cependant, une remarquable similitude entre les observations basiques
effectuées in vivo et celles faites sur la bande de parenchyme. Dans les deux cas, 1’adénosine
est potentialisée par une provocation allergique, la réponse augmentée présente une
tachyphylaxie et est bloquée par le méthysergide et le disodium cromoglycate (Fozard et
Hannon, 2000; Hannon ef al., 2001). Ainsi, au commencement de ces études, la réponse de la
bande de parenchyme in vitro reflétait la réponse bronchoconstrictive in vivo. Les similitudes
et les différences sont devenues plus évidentes au fur et a mesure de la progression de mon

travail (voir section 5.7 qui suit).
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5.2 Est-ce que les mastocytes des poumons induisent la
réponse augmentée a I’adénosine ?

Le role des mastocytes dans la réponse bronchoconstrictive augmentée a 1’adénosine suite a
une provocation allergique a été établi par Hannon ef al. (2001). Des évidences histologiques
ont montré que 1’adénosine donnée en intraveineuse a I’animal entier induit une dégranulation
limitée mais significative des mastocytes des poumons associés a la réponse
bronchoconstrictive. En plus les réponses a I’adénosine ont été potentialisées dans des études
ex vivo sur les bandes de parenchyme découpées dans des poumons prélevés d’animaux AS et
provoqués avec I’0OA (Hannon et al., 2001). Ces résultats indiquent que les mastocytes des
poumons sont impliqués dans 1’augmentation de la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine.
Toutefois, il est possible que d’autres cellules inflammatoires, qui pénétrent rapidement dans
les tissus suite a une provocation allergique identique a celle utilisée dans mes expériences
(Ellis et al., 2004), contribuent aussi a la réponse en étant la source de libération de la 5-HT
par I’allergéne (Csaba et al., 2003) et/ou créant les conditions qui sensibilisent les mastocytes
a I’adénosine. Pour tester cela expérimentalement, j’ai évalué I’interaction entre 1’allergéne et
I’adénosine sous conditions enti¢rement in vitro.

L’OA induit une réponse biphasique enti¢rement dépendante des mastocytes sur les bandes de
parenchyme prélevées sur des animaux sensibilisés et augmente fortement la réponse a
I’adénosine. Comme dans les études in vivo et ex vivo, le méthysergide bloque la plupart de la
réponse a 1’adénosine impliquant la 5-HT. Comme les poumons sont perfusés avant de
découper les bandes, les cellules présentent dans le sang comme les plaquettes ou les
basophiles ne peuvent pas étre les sources de la 5-HT. De plus, depuis que la provocation est
effectuée in vitro, il n’y a plus la possibilité pour les cellules inflammatoires, attirées dans les

poumons par la provocation allergique, d’étre la source de la 5-HT ou simplement de jouer un
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role dans la potentialisation de la réponse a 1’adénosine. Les expériences établissent la preuve

que les mastocytes des poumons sont les cellules ciblées par 1’adénosine.

5.3 Est-ce que Pactivation (ou «priming») des mastocytes
est le mécanisme de la potentialisation de I’adénosine par
I’allergene ?

Le concept de «priming» des mastocytes n’est pas bien défini et le terme est utilisé de
manicre interchangeable avec «activation». Dans I’intérét de cette discussion, le terme de
«priming» sera utilisé pour indiquer un état de réactivité intensifié du mastocyte avec une
dégranulation et une libération minimale de ses médiateurs. Cette définition est bien illustrée
par I’action du facteur de croissance neuronal qui a de modestes capacités d’activation mais
induit un «priming» de la réponse des mastocytes aux autres sécrétagogues (voir Shimizu et
Schwartz, 1997). Le terme d’«activation» sera utilisé pour indiquer une dégranulation avec la
libération de médiateurs. Ce qui est important dans cette discussion c’est le concept que des
stimuli comme I’allergéne, qui active le récepteur FceRI, ou le composé 48/80 qui active G;,
peuvent, selon la puissance du stimulus, induire le «priming» et/ou [’activation des
mastocytes (voir Fig. 5.1).

Une autre considération importante est le fait que la dégranulation des mastocytes en réponse
a DP’activation par I’OA ou le composé 48/80 n’est pas du type «tout ou rieny». Suite a
I’activation, la majorité des mastocytes libére uniquement une partie de leur médiateurs, alors
qu’une minorité de mastocytes libére tous leurs médiateurs (Galli et al., 1984; Fozard et al.,
1996; Peters, 1997). Ainsi, méme un mastocyte déja activé a la capacité de libérer des
médiateurs granulaires en réponse a un autre stimulus et une potentialisation peut alors avoir

lieu.
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Fig. 5.1 Schéma illustrant la différence entre le «priming» et 1’activation des mastocytes
représentant une explication possible pour 1’augmentation de la réponse a 1’adénosine suite a
une provocation avec I’OA ou le composé 48/80 sur les bandes de parenchyme de poumons
de rats BN AS. Pour plus de détails voir le texte.

Hannon et al. (2001) ont suggéré qu’une activation directe des mastocytes des poumons était
la base de la potentialisation de la réponse a 1’adénosine induite par I’allergéne. Pour vérifier
ce mécanisme, j’ai étudié dans le paradigme in vitro I’interaction entre 1’adénosine et le
compos¢ 48/80, un activateur des mastocytes tres sélectif mais non-immunologique qui active
directement la protéine G; couplée au GTP (Aridor et al., 1990). Les résultats ont montré que
le composé 48/80 contracte la bande de parenchyme, par le biais d’un mécanisme sensible au
méthysergide, et potentialise la réponse a 1’adénosine qui est aussi sensible au méthysergide.
Le blocage par le méthysergide indique I’implication de la 5-HT (Hannon et al., 2001).
Toutefois, la potentialisation de la réponse a 1’adénosine ne se produit pas a cause de la
libération de 5-HT induite par le composé 48/80 (ou I’OA), car si I’on applique de la 5-HT de

manicre exogene on n’observe aucune potentialisation de la réponse a 1’adénosine. En accord
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avec la sélectivité du composé 48/80 pour les mastocytes, ces résultats supportent le fait que
I’activation et/ou le «priming» des mastocytes constitue le mécanisme qui induit la

potentialisation de la réponse a 1I’adénosine.

Tandis que le dénominateur commun de la potentialisation de la réponse a I’adénosine par
I’allergéne et le composé 48/80 semble étre 1’activation ou le «priming» du mastocyte, le
mécanisme qui induit tout ceci reste inconnu. La réponse augmentée a I’adénosine est sensible
a la toxine pertussique (voir section 4.2.5) et de ce fait les récepteurs impliqués sont liés a une
protéine G; couplée au GTP. L’activation de la voie de signalisation de G;j résulte en une
inhibition de 1’adénylate cyclase et en une activation de la PLC conduisant a une
augmentation du DAG et de I’IP3. Le DAG stimule la PKC et I’[P; augmente la concentration
de calcium dans la cellule (Fig. 5.2). Les récepteurs couplés a G; stimulent 1’activation des
MAP (mitogen activated protein) kinases par I’intermédiaire de Ras. Le composé 48/80, qui
active Gj directement, recouvre la méme voie de signalisation (Shefler et Sagi-Eisenberg,
2001). La voie de signalisation qui débute apres I’activation du récepteur a haute affinité aux
IgE, le FceRI, par ’OA est différente (Fig. 5.2). La stimulation de FceRI active les MAP
kinases (MEK1/MEK?2) via I’activation des tyrosines kinases, Lyn et Syk qui activent aussi la
PLC, résultant en une formation de DAG et d’IPs. L activation de la PLC active également les
MAP kinases via Ras/Raf. De plus, on observe une augmentation du Ca®" cytosoliques dont la
majeure partie provient d’un influx de calcium extracellulaire (voir Fig. 5.2).

Il y a plusieurs exemples dans la littérature ou I’activation par les récepteurs d’une voie de
signalisation particuliere résulte en une amplification dans la méme cellule d’une réponse
produite par un signal séparé convergeant (voir Selbie et Hill, 1998). Les différentes voies de
signalisation activées par I’adénosine et I’antigéne offrent la possibilité a de telles interactions
synergétiques d’induire une augmentation de la réponse a 1’adénosine. Avec le composé

48/80, qui agit au méme niveau que 1’adénosine sur la protéine G; sensible a la toxine
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pertussique, les voies de signalisation sont similaires (Selbie et Hill, 1998; Senyshyn et al.,
1998; Shefler et Sagi-Eisenberg, 2001) et la possibilité que la potentialisation refléte les
interactions entre des voies de signalisation parall¢les mais séparées est moins évidente. Dans
ce cas, une explication possible est que le synergisme se manifeste au niveau de la sous-unité
de la protéine G impliquée dans la réponse a 1’adénosine et celle au composé 48/80.

Toutefois, les explications pour la potentialisation de la réponse a 1’adénosine par I’allergéne
ou le composé 48/80 doivent prendre en compte une observation surprenante: le composé
48/80 n’est lui pas potentialisé par la provocation avec I’OA dans des expériences réalisées
sous les mémes conditions que celles ot 1’on observe une réponse augmentée a 1’adénosine.
Les résultats rappellent les observations de Hannon et al. (2001), qui montraient que la
réponse bronchoconstrictive au composé 48/80 chez le rat AS suite & une provocation
allergique était beaucoup plus faible que celle a 1’adénosine. Comme nous en avons déja
discuté, apres 1’activation de Gi, les voies de signalisation pour 1’adénosine et le composé
48/80 sont similaires. Donc, la conclusion logique est que I’effet de 1’activation de FceRI ne
se manifeste pas au dela de G; ce qui contredit la conclusion qui a été apportée respectivement
apres la potentialisation de 1’adénosine par I’allergéne. En effet, cette observation suggere que
I’interaction se produit au niveau du récepteur et/ou de son couplage a Gj;. Une explication
toute simple serait d’imaginer une augmentation du nombre de récepteurs apreés une
provocation allergique. Toutefois, ceci semble assez improbable car la potentialisation a
I’adénosine se produit 30 min aprés 1’administration de 1’allergene sous des conditions in
vitro. Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour clarifier ces résultats

inattendus.
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Fig. 5.2 Représentation schématique des voies de signalisations intracellulaires couplées aux
récepteurs A; ou FceRI et activées par le composé 48/80. Le récepteur Az représente le
récepteur ayant des similitudes avec As défini dans mes études et qui est aussi couplé a une
protéine Gj. Pour plus de détails voir le texte. (Basé sur Beaven et Ozawa, 1996; Fredholm et
al., 2001a; Shefler et Sagi-Eisenberg, 2001; Siraganian, 2003).
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Un dernier élément intéressant de ces expériences est que contrairement a la réponse a I’OA,
les réponses de la bande de parenchyme au composé 48/80 et a I’adénosine sont
monophasiques. Ainsi, I’activation des mastocytes via le couplage avec G; imite la premiére
phase de la réponse a I’OA qui est induite par la 5-HT. Toutefois, le stimulus couplé a G; ne
peut apparemment pas générer de synthése de novo de leucotriénes qui induisent la seconde
réponse & ’OA dans cette préparation. Il y a des exemples dans la littérature de libération
préférentielle de médiateurs préformés avec le composé 48/80 dans les mastocytes de rat

(Hagmann et al., 1992), de chien (Goetzl et al., 1983) et d’homme (Benyon et al.,1989). De




Section 5; Page 147

plus, comme expliqué dans la section 4.1.2, la réponse bronchoconstrictive a I’adénosine chez
les asthmatiques posséde une petite composante due aux leucotriénes qui est toujours
présente. D’autres études effectuées avec de plus fortes concentrations d’adénosine et de
composé 48/80 seraient nécessaires pour établir si la différence entre le rat et I’asthmatique

est plutot qualitative que quantitative.

5.4 Est-ce que le(s) récepteur(s) induisant la réponse a
I’adénosine est(sont) intracellulaire(s) ?

Dans une premiére étape visant a définir le mécanisme du(es) récepteur(s) responsable(s) de
la réponse contractile a 1’adénosine sur la bande de parenchyme, j’ai étudié si le site d’action
de I’adénosine était intracellulaire. L approche usuelle a cette question dans la littérature se
fait en utilisant un bloqueur du transport facilit¢ de I’adénosine, comme le NBTI, afin
d’empécher 1’adénosine de pénétrer a D’intérieur de la cellule (Hertz, 1991). Le NBTI
potentialise la réponse a 1’adénosine sans altérer la sensibilité de la 5-HT. Ceci apporte une
preuve que le site d’action de 1’adénosine n’est pas intracellulaire. Cette conclusion est
appuyée par le fait que la réponse au NECA, un analogue de 1’adénosine qui ne pénétre pas
dans la cellule (Balvierzack et al, 1989; Mun et al., 1998) et qui imite la réponse a
I’adénosine, n’est pas potentialisé par le NBTI. La conclusion basée sur ces études est que
I’adénosine active un(des) récepteur(s) situé(s) dans la membrane et accessible(s) de

P’extérieur de la cellule.

5.5 Est-ce qu’un récepteur atypique induit la réponse a
I’adénosine ?

Les récepteurs peuvent étre définis pharmacologiquement en établissant I’ordre de puissance

des agonistes ou des antagonistes. Les résultats d’une premicre série d’expériences réalisées
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in vivo (études de J.P. Hannon et B. Tigani) et in vitro (mes résultats) ont été publiés

(Publication 2) avec pour conclusion:

“Le récepteur induisant la réponse bronchoconstrictive a l’adénosine suite a la provocation
avec un allergene chez le rat BN AS ne peut étre catégorise comme l’'un des quatre sous-types

de récepteurs connus de [’adénosine”.

Les bases de cette conclusion étaient que sur les séries des agonistes, uniquement 1’adénosine
et le NECA, qui activent les récepteurs A, Asa, Azp et Aj, mais pas CPA, CGS 21680 ou 2-
CI-IB-MECA, des agonistes sélectifs pour respectivement les récepteurs A, Axa ou As, ont
été capables d’induire une bronchoconstriction in vivo et une contraction de la bande de
parenchyme in vitro. La conclusion logique de ces résultats serait de dire que le récepteur
impliqué dans la réponse a 1’adénosine est le récepteur A,g. Toutefois, les études
préliminaires in vivo et in vitro effectuées avec les antagonistes ne supportent pas cette
conclusion. Par exemple dans mes analyses in vitro, la réponse a 1’adénosine n’as pas pu étre
antagonisée par le 8-SPT ou le MRS 1754 malgré I’utilisation de concentrations supérieures a
50 fois leurs affinités pour le récepteur A,g de rat. D’autres études seraient clairement
nécessaires pour clarifier la situation comme cela était suggéré dans la derniere phrase de la

publication 2 :

“Il reste un challenge pour I’avenir, définir ce récepteur (atypique) et établir si le récepteur

qui induit la réponse a l’adénosine chez les asthmatiques est le méme.”

5.6 Déméler le mystére du récepteur atypique de
I’adénosine

En révisant les résultats apportés par cette derniere conclusion, il était frappant de constater

que les concentrations de NECA et d’adénosine nécessaires pour contracter les tissus, étaient
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trés élevées en comparaison de leurs affinités pour les différents sous-types de récepteur a
I’adénosine. Par exemple, nous utilisons couramment une concentration d’adénosine de 1
mM qui excéde de 14000 fois la valeur du K; pour le récepteur A; de rat et de 150 fois la
valeur du Kj pour le récepteur Az de rat (Mueller, 2003). Dans le cas du NECA, les gammes
de concentrations comprises entre 3 et 100 uM sont respectivement supérieures de 10 a 300
fois la valeur du K; pour le récepteur A; et de 400 a 14000 fois la valeur du K; pour le
récepteur A; (Fredholm et al., 2001a). Sur ces bases, nous avons décidé de re-évaluer les
effets du CPA et du 2-CI-IB-MECA a de plus fortes concentrations que celles employées
précédemment. Cette stratégie conduit a une étape majeure dans la compréhension des

mécanismes du(es) récepteur(s) qui contribue(nt) a potentialiser la réponse a 1’adénosine.

Lorsqu’il est utilisé en plus fortes concentrations, le CPA se comporte qualitativement comme
I’adénosine en induisant de petites contractions de la bande de parenchyme de poumons
prélevée de rats BN AS et provoqués avec le véhicule. Ces contractions sont potentialisées
chez les rats provoqués avec I’OA. A cause de la sélectivité du CPA pour les récepteurs Aj,
nous avons €tudi¢ les effets du DPCPX, un antagoniste sélectif du récepteur A, sur le CPA et
I’adénosine. Les réponses des deux agonistes ont ét¢ partiellement supprimées par le DPCPX
seul et totalement éliminées par une combinaison entre le DPCPX et le méthysergide, un
antagoniste des récepteurs 5-HT,. Ceci suggére une contribution du récepteur A; et d’un
second site qui résulte de la libération de la 5-HT des mastocytes.

D’apres la littérature le récepteur Az induit la libération des médiateurs mastocytaires chez les
rongeurs (Fozard et al., 1996; van Schaick et al., 1996; Reeves et al., 1997, Zhong et al.,
2003). De ce fait on est en droit de se demander pourquoi dans ce cas 1’agoniste prototype du
récepteur As, le 2-CIl-IB-MECA n’imite pas 1’adénosine et ne produit pas de contraction de la
bande de parenchyme méme utilis¢ a de fortes concentrations. L’explication est devenue

¢vidente lorsque le 2-CI-IB-MECA a été testé en tant qu’antagoniste de 1’adénosine; le
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composé a bloqué la composante sensible au méthysergide de la réponse a 1’adénosine et la
réponse résiduelle a été éliminée par le DPCPX. Les concentrations de 2-Cl-IB-MECA qui
produisent un blocage soutiennent une interaction avec un récepteur As. Bien que la valeur
rapportée du K; est de 0.33 nM (Gao et al., 2004), les concentrations requises pour activer les
récepteurs Aj; de rat dans des expériences fonctionnelles sont supérieures a celles-ci
(Laudadio et Psarropoulou, 2004; Schneyvays et al., 2004) et du méme ordre que celles
utilisées pour bloquer 1’adénosine sur la bande de parenchyme (10-100 nM). Ainsi, le blocage
par le 2-CI-IB-MECA implique le récepteur As dans la composante sensible au méthysergide
de la réponse a I’adénosine. Ceci est supporté par I’observation de 1’inosine, un agoniste du
récepteur Az de 1’adénosine, dont la réponse contractile qu’il produit sur les bandes de
parenchyme des animaux AS a été substantiellement réduite par le méthysergide, 2-CI-IB-
MECA et le DSCG, un agent stabilisateur des mastocytes. La raison pour laquelle I’inosine se
comporte comme un agoniste mais le 2-CI-IB-MECA comme un antagoniste reste a définir.

A cette étape de mon projet, les résultats supportaient I’hypothése que la réponse a
I’adénosine, 1 mM, sur la bande de parenchyme des animaux AS et provoqués avec ’OA
implique deux mécanismes : une composante mineure (= 20 %) qui implique le récepteur A,
et une composante majeure (= 80 %) qui implique un récepteur avec des similitudes pour le
récepteur As. Les effets des antagonistes ont été évalués en accord avec ce scénario.

Six des huit antagonistes ont été utilisés a des concentrations qui sont actives pour le récepteur
A1, Asa et Axg mais qui n’ont pas d’effet sur le récepteur Az (Publication 3, Table 1). Comme
nous en avons déja discuté, le blocage des récepteurs Aa et Ag ne semble pas pouvoir
affecter la réponse. Compte tenu de ces hypothéses de travail, ces composés devaient bloquer
la réponse a 1’adénosine mais le blocage devait se limiter a approximativement 20 %. Dans les
limites des erreurs expérimentales cela fut a peu prés le cas. La seule exception fut la

théophylline qui a produit une inhibition supérieure a 50 % de la réponse a I’adénosine a une
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concentration de 100 uM. Comme dans ce cas, la réponse a la 5-HT a également été réduite,
I’effet peut étre attribué a un antagonisme physiologique résultant de I’inhibition des
phosphodiestérases qui se manifeste a cette concentration (Fozard, 2003).

Deux composés qui ont une activité antagoniste pour le récepteur A; de rat, le MRS 1523 et le
MRS 1191, ont été utilisés a des concentrations respectivement 30 et 7 fois supérieures a leurs
affinités pour ce récepteur (Mueller, 2003). De maniére surprenante, aucun compos¢ n’a
produit de blocage de la réponse a I’adénosine. Aux concentrations utilisées, MRS 1523 et
MRS 1191 ne sont pas capables de bloquer le récepteur A; (Mueller, 2003); en conséquence
un effet sur la composante A; ne peut étre attendu. L’absence de blocage ne peut étre attribué
au fait que la réponse a I’adénosine était supramaximale car d’apres la courbe concentration-
réponse un blocage d’au moins 3 fois aurait ét¢ facilement détecté. Toutefois, d’apres la
littérature, des concentrations similaires ou inférieures de MRS 1523 et de MRS 1191 a celles
utilisées dans mes expériences ont montré une efficacité a bloquer une variété de réponses
induites par le récepteur Az de rat (Schneyvays et al., 2000; Jacobson, 2001; Hentschel et al.,
2003).

Les résultats de cette analyse pharmacologique étendue ont apporté un nouvel apercu du
récepteur atypique qui induirait la contraction de la bande de parenchyme a 1’adénosine. La
réponse résulte d’une combinaison des effets de 1’adénosine sur le récepteur A; et un
récepteur avec des similitudes pour le récepteur A; mais sur lequel 2-CI-IB-MECA se
comporte comme un antagoniste et MRS 1523 et MRS 1191 sont inactifs a des concentrations

qui excédent leur affinités pour le récepteur Az de rat.
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5.7 La localisation cellulaire du récepteur A; qui induit
une partie de la réponse augmentée a I’adénosine sur la
bande de parenchyme

Il est intéressant de spéculer sur la localisation du récepteur A; qui contribuent a la réponse
contractile a I’adénosine. Comme le méthysergide ne bloque pas la composante du récepteur
A dans la réponse, il n’y a pas de doute que le récepteur A; n’est pas localisé¢ sur le
mastocyte. Dans le cochon d’Inde et le lapin, les récepteurs A; sont présent sur les muscles
lisses des voies respiratoires, ce qui conduit a une bronchoconstriction quand ils sont activés
(Farmer et al., 1988; Ali et al., 1994b; El-Hashim et al., 1996; Nyce et Metzger, 1997). Ainsi,
les cellules du muscle lisse bronchique sont des candidates pour la localisation du récepteur
A, bien que cela n’ait pas été établi pour le rat. Les récepteurs A; sont également localisés sur
les fibres pulmonaires de type C des poumons de rats et peuvent contribuer a la réponse
bronchoconstrictive. Meade et al. (1996) ont suggéré que I’activation du récepteur A; était
capable d’induire une bronchoconstriction dans la lignée de rats de I’espece BDE par un
mécanisme qui est indépendant de I’activation des mastocytes mais peut étre bloqué par une
bivagotomie et par I’atropine. Ceci semble peut probable car les réponses a 1’adénosine sur la
bande de parenchyme n’ont pas été affectées par ’atropine utilisée a une concentration qui
¢limine la réponse au béthanéchol (J. Fozard, observations non publiées). Finalement dans ce
contexte, le récepteur A; pourrait étre présent dans les €léments vasculaires de la bande de
parenchyme. L’activation des récepteurs A; induit la vasoconstriction dans le systéme
vasculaire pulmonaire d’une variété d’espéces (Lippton et al., 1992; McIntyre et al., 1994;
Broadley et Maddock, 1996). 1l est intéressant de noter, que la réponse bronchoconstrictive a
I’adénosine in vivo, qui ne peut pas €tre une conséquence de la vasoconstriction pulmonaire,

n’a pas de composante induite par le récepteur A; malgré une indication claire due a la
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bradycardie que les récepteurs A sont activés par I’adénosine dans ces animaux (Hannon et

al., 2001; voir ci-dessous).

5.8 Les similarités et les différences entre la réponse
contractile a I’adénosine sur la bande de parenchyme in
vitro et l1a réponse bronchoconstrictive a I’adénosine in vivo

A ce niveau je reviens sur les similarités et les différences entre les analyses in vitro actuelles
et les résultats des analyses in vivo de la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine
potentialisée suite a une provocation allergique chez des rats AS (Hannon et al., 2001;
Publication 2, voir section 5.1). Comme mentionné précédemment et contrairement a la bande
de parenchyme, il n’y a pas de composante résistante au méthysergide dans la réponse
bronchoconstrictive a 1’adénosine dans 1’animal entier (Hannon et al, 2001). De plus, la
réponse bronchoconstrictive n’est pas affectée par le DPCPX ce qui suggére que pour la dose
d’adénosine utilisée la réponse doit étre entierement induite par le récepteur qui posséde des
similitudes avec le récepteur As;. Le 2-CI-IB-MECA a une activité bronchoconstrictive
minimale malgré le fait que les effets cardiovasculaires qui se manifestent aux concentrations
utilisées indiquent une activité agoniste via le récepteur A; sur les autres tissus (Hannon et al.,
2001). Toutefois, une différence importante est que la réponse a I’adénosine in vivo, qui est
complétement sensible au méthysergide, est sélectivement bloquée par le 8-SPT et le CGS
15943 malgré des concentrations plasmatiques de ces antagonistes insuffisantes pour bloquer
le récepteur Az (Publication 2). Beaucoup de facteurs, incluant le métabolisme, la distribution
tissulaire et la liaison aux protéines du plasma, peuvent compliquer I’interprétation des
analyses pharmacodynamiques in vivo. C’est principalement pour cette raison que j’ai utilisé
une préparation in vitro de bande de parenchyme pour mes études. Cependant, il y a une

différence importante entre les résultats in vivo et in vitro si I’on regarde le blocage par le 8-
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SPT et le CGS 15943 de la composante mastocytaire qui induit la réponse bronchoconstrictive

a I’adénosine; d’autres études seraient nécessaires pour clarifier la situation.

5.9 Est-ce que I’hyperréactivité bronchique a I’adénosine
induite par une provocation allergique chez le rat est un
bon modéle pour la réponse bronchoconstrictive a
I’adénosine dans I’asthme ?

J’ai résumé dans la Table 5.1 les principales caractéristiques de la réponse a 1’adénosine (ou a
I’AMP) chez les asthmatiques et celles qui sont semblables dans la bronchoconstriction a
I’adénosine (in vivo) chez le rat BN et dans la réponse contractile (in vitro) a 1’adénosine sur
la bande de parenchyme. Le lien vers 1’état allergique, la dépendance mastocytaire et la
manifestation d’une tachyphylaxie sont de remarquables similitudes entre la réponse clinique
et celle chez le rat. Toutefois, bien que ce soient les produits dérivés de I’activation des
mastocytes qui induisent la réponse bronchoconstrictive chez I’homme et chez le rat, les
médiateurs ne sont pas les mémes; I’histamine et les leucotriénes induisent la réponse chez
I’homme et la 5-HT chez le rat. Mais la différence la plus importante se situe sans doute au
niveau des récepteurs qui induisent la réponse. Chez I’homme c’est le récepteur Ay qui est
connu pour induire la réponse clinique a 1’adénosine ou a I’AMP inhalé. Dans le cas de la
réponse bronchoconstrictive ou contractile a 1’adénosine chez le rat, le récepteur Ay a été
définitivement €liminé. Sur la bande de parenchyme la composante mastocytaire est induite
par un récepteur ayant des caractéristiques semblables a As. Le récepteur qui induit la réponse
bronchoconstrictive a la 5-HT in vivo peut étre différent de celui-ci. Ces différences ne
doivent pas empécher d’utiliser le rat BN pour modéliser certains aspects de la réponse a
I’adénosine dans les voies respiratoires de I’homme. Elles suggerent toutefois, d’étre prudent

avec le choix des hypothéses expérimentales que I’on formule.
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Lerat BN in Les bandes de
vivo® parenchyme in vitro®

Un modéele de bronchoconstriction a 1’adénosine
dans I’asthme présente :

e Une augmentation de la réponse associée avec
une inflammation pulmonaire allergique

AN
AN

e Une dépendance mastocytaire

e Une médiation par I’histamine et les leucotriénes

x
x

e Une tachyphylaxie

v
x

¢ Un blocage sélectif par la théophylline

ANERNERN

e Un blocage aigu par les glucocorticoides n.t.

e Une implication des récepteurs Asp % %

“Les valeurs sont tirées de Hannon et al., 2001; 2002 (Publication 2); Tigani et al., 2003. ®Les
valeurs sont tirées de Hannon ef al., 2001 et de cette thése. n.t. = non testé. v’ = présent; ¥ =
absent.

Table 5.1 Comparaison des principales caractéristiques de la bronchoconstriction induite par
I’adénosine dans 1’asthme avec les réponses bronchoconstrictives a 1’adénosine chez le rat BN
(in vivo) et les réponses contractiles a 1’adénosine sur les bandes de parenchyme de poumons
(in vitro).

5.10 Quelles études pour ’avenir ?

Comme cela a été indiqué dans la discussion précédente, il y a un grand nombre
d’observations qui se sont produites durant mes expériences qui nécessiteraient des études
complémentaires. Les plus importantes sont:

e Définir pharmacologiquement le récepteur ayant des similitudes avec As et qui induit
la réponse contractile a 1’adénosine, dépendante des mastocytes, sur la bande de
parenchyme. L’ utilisation d’autres agonistes sélectifs pour le récepteur A;, surtout les
dérivés du 2-CI-IB-MECA (Klotz, 2000), pourrait clarifier pourquoi le 2-CI-IB-

MECA se comporte exclusivement comme un antagoniste. La gamme des antagonistes
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du récepteur Aj pourrait étre élargie pour inclure et MRS 1220 et MRS 1334 (Klotz,
2000).

Etudier la possible différence entre I’animal entier et la bande de parenchyme, en
¢tudiant le récepteur qui induit la  composante, de la  réponse
bronchoconstrictive/contractile a ’adénosine, dépendante du mastocyte. Dans les
études in vivo, le 2-CI-IB-MECA pourrait étre étudié comme un antagoniste et
I’inosine comme un agoniste. Les relations concentration-réponse au 8-SPT et au CGS
15943 doivent étre redéfinies afin de confirmer la puissance et la sélectivité¢ de leur
blocage.

Identifier la localisation cellulaire du récepteur A; qui induit une partie de la réponse
sur les bandes de parenchyme. En particulier, I’hypothése selon laquelle le récepteur
est sur les éléments vasculaires devrait étre vérifiée. Une approche serait d’observer la
réponse a 1’adénosine de la composante A; sur la trachée ou les éléments contractiles
vasculaires ne peuvent contribuer a la réponse contractile.

Définir les messagers secondaires des voies de signalisation impliquées dans
I’augmentation de la réponse de la bande de parenchyme a 1’adénosine suite a une
provocation allergique. En particulier, il faudrait explorer le role des PKC, des Pls
kinases et des protéines tyrosines kinases de la famille des src en utilisant
respectivement des inhibiteurs sélectifs comme le GF109203X, la wortmannine et
PPI.

Etudier les différences entre la potentialisation de 1’adénosine et du composé 48/80 sur
des tissus sensibilisés avec I’OA. En effectuant une comparaison avec d’autres
activateurs directs de Gj, comme la substance P et les polyamines présentes
naturellement, ce qui devrait indiquer s’il s’agit d’un phénomeéne spécifique au

composé 48/80.
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7.1 Abréviations

Abréviation Description

% Pourcentage

< Plus petit que

> Plus grand que

+ Plus ou moins

~ environ

ug Micro gramme

uM Micro (X10°) Molaire

2-CI-IB-MECA  2-chloro-N°-(3-iodobenzyl)-9[5-méthylcarbamoyl)-B-D-
ribofuranosyl] adénineribofuranosyl] adénine

5’-AMP Adénosine 5’-monophosphate

5-HT Sérotonine (5-hydroxytryptamine)

8-SPT 8-(p-sulphophényl)théophylline

AC Adénylate cyclase

ADA Adénosine déaminase

ADO Adénosine

ADP Adénosine 5’-diphosphate

AMP Adénosine 5’-monophosphate

AMPc Adénosine 3’°, 5’-monophosphate cyclique

APNEA N®-[2-(4-aminophényl)éthyl] adénosine

ARNm Acide ribonucléique messager

AS Activement sensibilisé

ATP Adénosine 5’-triphosphate

BIE Bronchoconstriction induite par I’exercice

BN Brown Norway

Ca*" Calcium intracellulaire

CaCl, Chlorure de calcium

CGS 15943 9-chloro-2-(2-furyl[1,2,4]triazolo[ 1,5-C]quinazolin-5-amine

CGS 21680 2-[P-(2-carboxyéthyl) phénéthylamino]-5'-N-éthylcarboxamido
adénosine hydrochloride

CHA N°-Cyclohexyladénosine

CO, Dioxyde de carbone

CPA N°-Cyclopentyladénosine

DAG Diacylglycérol

DMSO Diméthyle sulfoxyde

DPCPX 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine

DSCG Cromoglycate de soude

EPO Peroxydase éosinophilique

ERK Extracellular-Signal Regulated Kinases

et al. Et Alia; et autres

FceR1 Récepteurs de haute affinité pour les IgEs

FceRII Récepteurs de faible affinité pour les IgEs

Fig. Figure

g Gramme

GM-CSF Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor
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Abréviation

GTP

h

HRB

H,0O
IPDX

L.p.

1.t.

Lv.
I-ABOPX

Ig
IL-
INF
IP;
KCl

MgSO4
MBP
MEK

MHC-1
MRS 1191

MRS 1523
MRS 1754

mg
min
ml
mm
mM

n
NacCl
NaHC03
NBTI
NECA
ng

nm
nM

OA

Description

Guanosine 5’-triphosphate

Heure

Hyperréactivité bronchique

Eau

3-isobutyl-8-pyrrolidinoxanthine

Par voie intrapéritonéale

Par voie intratrachéale

Par voie intraveineuse
3-(3-iodo-4-aminobenzyl)-8-(4-oxyacétate)phényl-1-
propylxanthine

Immunoglobuline

Interleukine-

Interféron

Inositol (1,4,5) trisphosphate

Chlorure de potassium

Phosphate de potassium

Potassium

Kilogramme

Litre

Lipopolysaccharide

Metre

Metre carré

Molaire

Sulfate de magnésium

Protéine basique majeure

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase/Extracellular Signal
Regulated Kinase Kinase

Mastocyte de ’homme
3-Ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-(+)-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate
3-propyl-6-ethyl-5-[(ethylthio)carbony]-2 phenyl-4-propyl-3-
pyridine carboxylate
N-(4-cyano-Phenyl)-2-[4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,4,5,6,7-
hexahydro-1H-purin-8-yl)-phenoxy]-acetamide
Milligramme

Minute

Milli (X107) litre

Milli (X10) métre

Milli (X107*) molaire

Nombre d’animaux

Chlorure de sodium

Hydrogénocarbonate de sodium
S-(p-nitrobenzyl)-6-thioinosine
N-éthylcarboxamidoadénosine

Nano (X107) gramme

Nano (X10”) métre

Nano (X10”) molaire

Oxygene

Ovalbumine
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Abréviation
°C

PAF

PBS

PG

PKC

PLC

PMA

PTX

S

s.C.

S.e. m.
SAH

SCH 58261

Th

THP-1

TNF

TXA2
VEMs
XAC

ZM 241385

o
B
Y

[*H]-NECA

Description

Degrés Celsius

Platelet Activating Factor

Phosphate buffured saline
Prostaglandine

Protéine kinase C

Phospholipase C

Phorbol myristyl acetate

Toxine pertussique

Seconde

De maniére sous-cutanée

Erreur standard sur la moyenne
S-adénosinehomocystéine
5-amino-7-(phényléthyl)-2-(1-furyl)pyrazolo[4,3-E]-1,2,4-
triazolo[1,5-C]pyrimidine
Lymphocyte T helper

Monocyte de I’homme

Tumour Necrosis Factor
Thromboxane A2

Volume expiratoire maximal seconde
Xanthine Amine Congener
4-(2-[7-amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo[2,3-A][1,3,5]triazin-5-Y1-
amino]éthyl) phénol

Alpha

Béta

Gamma

Récepteur de type A;
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7.3 Publication 5
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Résumé

Nous avons décrit un nouveau modele animal qui imite les effets bronchoconstricteur
de D’adénosine chez les asthmatiques. Les rats BN sont sensibilisés avec 1’OA.
Consécutivement la provocation avec I’OA induit une hyperréactivité sélective et tres
marquée a 1’adénosine. La réponse augmentée a 1’adénosine a été bloquée par le disodium
cromoglycate, le méthysergide et la théophylline. La réponse s’accompagne d’une
augmentation de la concentration plasmatique en histamine et en 5-HT et d’une dégranulation
des mastocytes des voies respiratoires. Un agoniste non sélectif des récepteurs a 1’adénosine,
le NECA, induit également la bronchoconstriction chez les animaux AS et provoqués avec
I’OA, alors que les agonistes sélectifs pour les récepteurs Aj, Asa et As, n’induisent que des
effets minimaux. MRS 1754, qui a une affinité similaire pour les récepteurs A, et Aj, ne
parvient pas a bloquer la réponse a I’adénosine, malgré le fait qu’il bloque le récepteur A; qui
est impliqué dans la bradycardie induite par le NECA. Le 8-SPT et le CGS 15943, les
antagonistes des récepteurs Aj;, Aza et Apg mais pas Aj, inhibent la réponse
bronchoconstrictive a 1’adénosine. Toutefois, le degré de ce blocage ne refléte pas les
concentrations plasmatiques, qui sont respectivement 139 et 21 fois plus grande que la valeur
du Kp au récepteur A,p de rat. L’adénosine et le NECA, mais pas le CPA, ni le CGS 21680 ou
le 2-CI-IB-MECA, induisent une contraction des bandes de parenchyme de poumons
prélevées de rats BN AS sensibilisés et provoqués avec ’OA. Les réponses a 1’adénosine
peuvent étre inhibées par le 8-SPT ou le MRS 1754 a des concentrations >50 fois leurs
affinités pour le récepteur A, de rat. La régulation par I’activation allergique, la dépendance
des mastocytaire, et le blocage sélectif par la théophylline présente des similitudes frappantes
entre la réponse bronchoconstrictive a 1’adénosine chez le rat BN et celle dans les voies
respiratoires des asthmatiques. Toutefois, le récepteur induisant la réponse
bronchoconstrictive chez le rat, ne peut €tre classé comme 1’'un des quatre sous-types de
récepteurs connus de I’adénosine.
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Summary

Parenchimal strips prepared from Brown Norway (BN) rats, actively sensitised to ovalbumin
(OA) and challenged with OA 3 h before death show a marked increase in the contractile
response to adenosine. The aim of my project was to better understand the mechanism of this
potentiation.

To provide further evidence that the interaction between OA and adenosine involves the mast
cells of the lung, studies were carried out under entirely in vitro conditions. The results
confirm that activation of the mast cells of the lung following either an immunological (OA)
or a non-immunological (compound 48/80) stimulus is the basis of the potentiation of
adenosine. Pretreatment with NBTI, an inhibitor of the facilitated transport of adenosine,
potentiated the response to adenosine which indicates that the receptor(s) which mediate(s)
the augmented response are not located within the cell. A range of adenosine receptor agonists
was used to define the receptor subtype which mediates the augmented contractile response to
adenosine on parenchymal strips removed from actively sensitised, OA-challenged animals.
Adenosine and NECA (A}, Aza, Azgand Aj receptor agonists), but not CPA (A;-selective), CGS
21680 (Aza-selective) and 2-CI-IB-MECA (Aj selective) induced contraction of the strip; The
response to adenosine exhibits cross tachyphylaxis with NECA which suggests a common
mechanism of action. The results from the agonist analysis suggested a major role for the Asp
receptor in the augmented response to adenosine. In contrast, a preliminary analysis of the
effects of the broad spectrum (A;, Aza, Azp) antagonists, 8-SPT and CGS 15943, and the
A1/A,p receptor selective antagonist, MRS 1754, indicated that the A,g receptor was not
involved. A study of the effects of high concentrations of CPA and 2-CI-IB-MECA provided
important insight into the receptors involved in the augmented response to adenosine. CPA
contracted parenchymal strips removed from sensitised animals challenged with OA. The
response was partially blocked by DPCPX a selective A; receptor antagonist, and
methysergide, an antagonist of 5-HT, receptors, and abolished by a combination of the two. A
similar analysis of the response to adenosine indicated mediation in part by the A; receptor
(ca. 30%) and by a mechanism sensitive to methysergide and hence mast cell dependent (ca.
70%). 2-CI-IB-MECA blocked the methysergide-sensitive component of the response to
adenosine consistent with this Az receptor agonist behaving as an antagonist at this site. A
second selective Az receptor agonist, inosine, contracted tissues from animals challenged with
allergen through Aj receptor activation. An extended antagonist analysis was carried out. The
selective Aj receptor antagonists, MRS 1523 and MRS 1191, showed no antagonist effects
towards adenosine despite the use of concentrations up to respectively, 30- and 7-fold their
affinities for the A; receptor. Augmented responses to adenosine were abolished by pertussis
toxin which blocks signaling pathways coupled to Gi.

Overall the results obtained during this project add significantly to our understanding of the
mechanism of action of the adenosine-induced contractile response of the lung parenchymal
strip augmented after allergen challenge. Potentiation of adenosine is dependent on activation
of mast cells in the lung which can be by either immunological or non-immunological stimuli.
The augmented response arises from activation of two Gi-protein coupled receptors One is the
A receptor which is not mast cell located and which contributes to only a minor extent to the
contractile response. The second is a receptor which is present on the mast cells of the lung
and which shows pharmacological similarities to the Az receptor but CI-IB-MECA behaves as
an antagonist and MRS 1523 and MRS 1191 are inactive at concentrations which
substantially exceed their affinities for the rat Az receptor.




Résumé

Les bandes de parenchyme de poumons prélevées sur des rats Brown Norway (BN)
activement sensibilisés (AS) et provoqués avec 1’ovalbumine (OA) 3 h avant d’étre sacrifiés,
montrent une augmentation marquée de la réponse contractile a 1’adénosine. Le but de mon
projet a été¢ de mieux comprendre le mécanisme induisant cette augmentation.

Afin de confirmer que ’interaction entre OA et 1’adénosine implique exclusivement les
mastocytes pulmonaires, des études sous condition entieérement in vitro ont été réalisées.
L’ensemble de nos résultats montre que I’activation des mastocytes dans les poumons par un
stimulus immunologique (OA) ou non immunologique (composé 48/80), est a 1’origine de
I’augmentation de la réponse contractile a 1’adénosine. Un prétraitement par le NBTI, un
inhibiteur du transport facilité de I’adénosine, conduit a une augmentation de la réponse a
I’adénosine qui suggere que le(s) récepteur(s) impliqué(s) dans cette potentialisation n’est (ne
sont) pas intracellulaire(s). De plus, il existe une tachyphylaxie croisée entre 1’adénosine et le
NECA, impliquant qu’ils agissent sur un mécanisme commun. Le(s) récepteur(s) induisant
I’augmentation de la réponse a 1’adénosine a été défini en utilisant des agonistes et des
antagonistes. L’adénosine et le NECA (actifs au niveau des récepteurs Aj, Asa, Ao et Ajz)
induisent une contraction de la bande; en revanche, ni CPA (sélectif pour A;), CGS 21680
(sélectif pour Az4) ou 2-CI-IB-MECA (sélectif pour As), seuls ou en combinaison, n’induisent
de contraction. Ces résultats suggerent un réle majeur pour les récepteurs A,p dans la réponse
augmentée a 1’adénosine. Contrairement aux conclusions apportées par les agonistes, une
analyse préliminaire de 1’effet des antagonistes, 8-SPT, CGS 15943 et MRS 1754, exclut qu’il
puisse s’agir des récepteurs Azg. Une étude des effets de fortes concentrations de CPA et de 2-
CI-IB-MECA permet de clarifier les récepteurs impliqués dans la réponse augmentée a
I’adénosine. CPA contracte les tissus des animaux provoqués avec ’allergéne. La réponse
contractile est partiellement inhibée par 1’antagoniste du récepteur A;, le DCPCX, ou par
I’antagoniste du récepteur 5-HT,, le méthysergide, et ¢liminée par une combinaison des deux
composés. Une analyse similaire de la réponse a 1’adénosine indique aussi une médiation par
un récepteur A; (= 30 %) et par une autre composante sensible au méthysergide (= 70 %) et
dépendante des mastocytes. 2-CI-IB-MECA bloque la composante sensible au méthysergide
dans la réponse a 1’adénosine, ce qui supporte le fait que cet agoniste du récepteur Aj se
comporte comme un antagoniste. L’agoniste sélectif du récepteur Az, I’inosine, contracte les
tissus des animaux provoqués avec I’allergene. Ces réponses sont réduites de fagon tres
marquée par le méthysergide, le disodium cromoglycate et le 2-Cl-IB-MECA, indiquant un
role pour le récepteur Aj sur les mastocytes dans la réponse. En se basant sur ces résultats,
nous avons testé les effets des antagonistes des récepteurs Az, MRS 1523 et MRS 1191 sur la
réponse a I’adénosine; de maniere surprenante aucun d’eux n’a causé de blocage. La réponse
a I’adénosine a été éliminée par la toxine pertussique qui interfére avec les systeémes de
transduction du récepteur couplé a Gi/G,.

En conclusion, la réponse contractile augmentée a 1’adénosine est dépendante de 1’activation
des mastocytes pulmonaires suite a un stimulus de type immunologique ou non
immunologique. Cette augmentation ne résulte pas d’une action intracellulaire, mais de
I’activation de deux types de récepteurs couplés a des protéines Gi. L’un est le récepteur A,
qui n’est pas localisé sur le mastocyte et qui contribue uniquement a une petite partie de la
réponse contractile. L. autre est un récepteur qui est présent sur les mastocytes pulmonaires et
qui induit la majeure partie de la réponse contractile a 1’adénosine. Ce récepteur montre des
similarités avec le récepteur A en répondant a 1’adénosine, au NECA, a I’inosine et aux fortes
concentrations de CPA, mais aussi des différences car le 2-Cl-IB-MECA se comporte comme
un antagoniste et ni MRS 1523, ni MRS 1191 ne sont actifs malgré 1’utilisation de
concentrations excédant substantiellement leurs affinités pour le récepteur A; de rat.
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