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Un peu d’histoire...

» 1620 : Synthetisé pour la premiere fois
par J-B Van Helmont
Cu + HNO3 - Cu?* + NO + H20

» 1867 : le nitrite d'amyl permet de diminuer la
pression sanguine

Jan-Baptista Van Helmont > 1914?19.18 . remplir les canons de nltrc_)glycerlne
1580-1644 entrainait des chutes de tension! Premieres
pilules de nitroglycérine pour le traitement de
I'angine de poitrine.
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Un peu d’histoire...

Alfred Nobel
suffered from
angina pecktoris
and was
prescribed
nitroglycerine,
In a letter to a
friend he wrote:

"It sounds like the irony of fate that | hawe been prescribed
nitrodhycerine internally. They have named it Trinitrin in arder not to
upset pharmacists and the public.

Your affectionate friend,

A Mobel
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Un peu d’histoire...suite...

> 1992 : Le NO est déclaré « Molecule de 'année » par le magazine
scientifigue « Science »

»1998 : Le Prix Nobel est attribué aux Prs Furchgott, Ignarro et Murad

W

Nobel Prize for Physiology and Medicine

“For key discoveries regarding NO as a signal
molecule in the cardiovascular system"




NO/intro : 6

Furchgott's sandwich : «orsoneu - ST

« découverte d’un facteur relaxant libéré par I'endothélium: 'EDRF

Aorte sans endothélium Aorte avec endothélium intact

<« jauge jauge—»

X

contraction

contraction
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Ignarro’s spectral analysis

 découverte de I’identitie chimique de I’'EDRF : le NO

Abs. spectrum
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Murad’s enzyme activation

GTP Phosphate c¢GMP

— ﬂ/ — Myosin

(relaxation)

e découverte du mode d’action de
I'EDRF/NO:

I’activation de la guanylate cyclase
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NO': Propriétes physico-chimiques

e Le NO est un gaz (liquide a —152°C, solide & —164°C)

e Le NO est un radical (nombre impair d'électrons : 11e- >< 0, :12),
relativement instable

 Faible solubilité dans I'eau (1,7 mmol/l & 25°C)

o Compose lipophile (passage aisé a travers les membranes),
hautement diffusible
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eNOS

NNOS :

INOS :

Les NO synthases

NO synthase endothéliale ou NOS3

» constitutive,

> activée par le Ca2t et/ou par phosphorylations

» principalement dans I’endothélium vasculaire mais aussi dans
les myocytes cardiaques, les cellules mésangiales rénales, les
plaquettes,....

NO synthase neuronale ou NOS1
» constitutive, activée par le Ca?*
» principalement dans le systeme nerveux et le muscle squel.

NO synthase inductible ou macrophagique ou NOS2

» inductible par des agents proinflammatoires et des
endotoxines (LPS, interferon vy, (IL1B, TNFa, ...))

» principalement dans les macrophages et les cellules
musculaires lisses,...)
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Les NO synthases

Cofacteurs/Substrat : L-arginine

Calmoduline

FMN

FAD

NADPH

INOS (chrom. 17) :

eNOS (chromo.7) :

Myr,
Palm

Domaine a activité
oxygenase

Domaine a activité
réeductase

COOH
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La synthese du NO

H,N| NH2 B H.,N NHOH || 4N 0

Sous-unité 1 ..N”.—'L—* NH | =—p | NH |+

[ H N 00’ [l H,N c00°| | HiN o0’

L-Arginine N° hydroxyl-L-arginine citrulline +
nitric oxide

Sous-unité 2

v Homodimeére (PM monomeére :130-135 kD)

v' Chaque monomere comporte deux domaines: oxygénase et
reductase
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La synthese du NO

Substrat / Produits :
L-arginine , O,/ L-citrulline, NO

Cofacteurs et groupements
prosthétiques :
NADPH, FAD, FMN, Heme, THB, CaM

Inhibiteur compétitif endogene:
ADMA

N=0+L-citrulline

WU Nitric Oxide Synthesis
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Les inhibiteurs de la NO synthase

 Analogues méthylés de I'arginine:
 Manque de spécificité pour les différentes isoformes de la NOS

» Faux substrat — compétition avec la L-arginine

- Outils expérimentaux.

« ADMA (Asymetric DiMethylArginine) :
 Inhibiteur endogene

 L'ADMA est issue du métabolisme de protéines contenant des
arginines méthylees.
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Les inhibiteurs de la NO synthase

LDL NG
\ PRMT: Protein

arginine méthyl
transférase (H,

S-adénosyl-
methionine
S-adénosyl- Méthylation >
homocysteine localisation,
protéine-protéine
interaction,
désensibilisation, ¥
ADMA SDMA
+ L-NMMA + L-NMMA
CHj CH, CH, CH; CH,
I e I
HzN\I/NH HN\%\IH HN\KNH H\)H
NH NH NH NH
H,N~ “coo H,N~ “COO H,N~ “COoO H,N~ “COoO
ARGININE L-NMMA ADMA SDMA

Vallance and Leiper
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2004;24:1023.)
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L'’ ADMA

* Cibles : NOS synthase, (transporteur de

I’arginine?) e AN O
NH NH
NADPH +0,
‘ NO- +
« Métabolisee par la «dimethylarginine "~ A0 ) HA coo
dimethylaminohydrolase»: la  DDAH aronmne ) '|' &) P
(enzyme regulée par le NO)
Cly_CH HaNn 0
HN
o DDAH " on
—-— HN
« ADMA 1N si hypercholestérolémie, DMA
. , , : HN "COO:
hypertension, atherosclérose, ey
décompensation  cardiaque, atteintes
rénales chroniques...
- Participe a la dysfonction endothéliale
associée a ces pathologies.
 Le taux d’ADMA constituent un facteur ” |
. . . . , Vallance and Leiper
de risque cardiovasculaire Independant- Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2004;24:1023.)

- Nouvelle cible thérapeutique?
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L'’ ADMA

Pour augmenter la production de NO Pour limiter la production de NO

Supplémentation en Arginine Inhibiteurs de la DDAH

Supplémentation en antioxydants pour N
I’activité de la DDAH

Uprégulation transcriptionnelle de la DDAH
Activateurs de la DDAH

Thérapie génique pour M la DDAH

Therapeutic Strategies to Alter NO Production via Modulation of the DDAH/ADMA/NOS Pathway

Vallance and Leiper
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2004;24:1023.)



NO/Synthése/régulation/dégradation : 9

LLa NO synthase endothéliale: régulation

La régulation de eNOS est un processus qui se déroule a differents
niveaux :

e une régulation au niveau de I'expression (action sur le promoteur,
modulation de la stabilité de TARNm, ... ).

* une régulation post-traductionnelle qui implique :

* Translocation

 Changements de la concentration cytosolique en calcium

» (De)Phosphorylations : Ser 1177, Thr495, Ser 114

* Interactions protéines-proteines : cavéoline, Hsp 90, kinases,
dynamine, NOSIP, ...

» phosphatases

Pour en savoir plus : Fleming and Busse: Am. J. Physiol, 2003, 284, R1-R12
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LLa NO synthase endothéliale: régulation

Caveolae jﬁ" caveoin @ lOCalisation préferentielle :
ALY g Phospholipid

5? Sphingoliid dans les caveoles (invaginations de la
Cholestarol membrane plasmique) a proximite
d’autres acteurs des voies

signalétiques (recepteurs,...)
e la liaison a la caveéoline induit une

Inhibition tonique de I'enzyme

‘:aM

S
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LLa NO synthase endothéliale: régulation

o 'activité de eNOS est egalement dépendante d'une balance
de  phosphorylation-déphosphorylation  (favorisées  par
I'ancrage a la protéine chaperone Hsp 90).

P thr49s
W5 poser1177

AKT
Hsp90

—_— AKT

Hsp90
CaM Ca2+CaI\/I P
k=

Caz+
a o, 1D
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Dégradation du NO dans le sang...en qques secondes

NO,-

T

NO,~ RSNO RNNO
RS + RNH
OONO™ * 12% I‘ / HONO
\ /C)I'_I
+H,0~ N

O OONO —>N02__>
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Dégradation

2 NO + 0, > N,O,
N,O, + H,0 > NO, + NO, + 2H+
NO, + HBO > NO; + HB

| NO-+0, > oNoO

| NO + HB > HbSNO
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Effets du NO : aspects biochimiques

e en se combinant a I’lhéme de la guanylate cyclase
o> activation de I’enzyme 2> augmentation du cGMP
o> activation de PKG-I (vasodilatation, diminution de I'adhésion
plagquettaire et leucocytaire, neurotransmission)

effet autocrine ou paracrine
e en se combinant a I’heme d’autres enzymes
> inhibition de la cytochrome oxydase (controle de la respiration
cellulaire)

* en nitrosylant proteines, lipides.

e en se combinant avec I'anion superoxyde
> formation de peroxynitrites (souvent cytotoxiques)
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Effets du NO

PIP2 eNOS inactive
Ca?*
Cam-Ca?* —pp eNOS active Cellule
/ }\ endothéliale
Cam | 4
N Ca?* NO + Citruline  Arginine

GTP
+ M LCP
. & ¥ PKG1 active €— CGMP‘)@@% CeIIuIe_
Relaxation musculaire

W [Ca?] \1// lisse
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Cibles de la PKG - rappel

NO endothélial,
dérivés nitrés

canal type L

& 2 ++
~pp2 Ca

= PLC \‘x PKG-l =&+ ~cGMP )
2 4 5 * Ins (1,4,5)-P3 ’ \
Prot. G \ |
e ?’x“ Ca+++ 0B contractio

.

- Fa 4 A
w A Y\ @)
p m_!ﬂ;\e

récepf(eur IP3

T réticulum

CELLULE MUSCULAIRE LISSE
Landry et Gies, 5.12
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Stimuli physiologiques de eNOS

e Shear stress :
) 2222 ).

Endothélium

e Agonistes :
Sérotonine
Histamine
Angiotensine Il
Acétylcholine

Vasopressine

ATP

Bradykinine Endothélium
 VEGF

Cellules musculaires

Cellules musculaires

e Insuline
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AShear Stress

Récepteurs VEGF
intégrines

Protéines G

Canaux ioniques (K*, Cl-,..)
Jonctions intercellulaires

D
Réponses Cellulaires €@ Mécano-senseurs

Phosphorvlati 4 Lipides membranaires
oS orviations: . .
I\/IAPKp/JN%/RhO GTPase. .. }Cascades intracellulaires

\ 4

Transcription spécifique de différents facteurs

v

Expression de genes et de protéines

A 4 Métabolique

Réponses Cellulaires Humorale
Structurelle
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Pour en savoir plus...

I. Fleming and R. Busse

Mitochondial complex | & Il

o . irati Glutathione reductase activity
(@ Tyrosine nitration of proteins (cell respiration) ©
(SOD, PGl, synthetase) T Storage form of NO ?
Binding to iron in Fe-S clusters /
g;?dt:it?&?H Reaﬁl%nN\s%h T Formation of dinitrosyl-iron (ll) complexes
/ Cytochrome P450 enzymes
Additional effects Biological effects (EDHF Synthase ?)
@ Kt channelsin VSMC < of NOinthe | ____ © Activity
@/® K- channels in EC cardiovascular (=) Expression
system
Binding to heme iron l \ Interaction with protein-SH
groups
© Cét(ci)dc:srgme C 4/1 Reaction with nucleotides oy . o oo ition factors
(=) NO synthase @ DNA strand breaks (= Caspases (apoptosis) |

sGC
® @ PTX-sensitive G proteins

/'AP\ @ p21Ras (Erk 112)

(= Platelet (= vsMC = Cel

activation contraction proliferation

Figure 3 Scheme indicating the multitude of effects of nitric oxide (NO) on the vascular system.
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Principales fonctions du NO

Neurones

Macrophages
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Effets cardiovasculaires du NO

« VVasodilatation

e Inhibition de I’adhésion plaquettaire

* Inhibition de I’adhésion leucocytaire

o Effet inotrope négatif

o \I prolifération cellulaire

* N ANQIOgENESE  mmn

» Controle de la pression sanguine
> Prévention de I’athérogenese
» Prévention de la thrombogenese
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NO et systeme nerveux

>

NO produit par nNOS
NO : neurotransmetteur de type NANC

Ne réepond pas aux caracteristiques des NT classiques : (c-a-d
machinerie de synthese et stockage, libération par exocytose,
action via réecepteurs membranaires spécifiques, existence de
mecanismes d’inactivation).

Localisation : SN central et peripherique
NNOS est présente dans ~2% des neurones, NNOS est
localisée dans les corps cellulaires, dendrites, axones
=la liberation du NO n’est pas restreinte aux zones
conventionnelles de libération des NT.
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NO et systeme nerveux

» 2 voies de signalisation :

ssActivation de la guanylate
cyclase (neurotransmission ou
action « physiologique » ).

% Formation de peroxynitrites
(neurotoxicité: hyperstimulation
des recepteurs NMDA par le
glutamate -cf. ischémie cérébrale,

. . , Glutamat -
maladie de Huntington, démence Rl N

transmltm
release{l TF)

sénile). /;
» Effets centraux : neurotransmission, T
Potentialisation a long terme — messager caz
rétrograde - Plasticité (mémoire, appétit, o—f—g—-

nociception).

> Effets péeriphériques :
neurotransmission (vidange gastrique,
érection).

Rising [Ca™"],

MO synthase
D

Retrograde
messenger
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NO et mécanismes de déefenses

L’expression de iNOS est induite notamment dans:
* les cellules participant a la réaction inflammmatoire
o ’épithélium bronchique (si asthme)
 la muqueuse du colon (si colite ulcérative)
* les synoviocytes (si maladie inflammatoire articulaire)

Production de NO ~» ~

Effets pro-inflammatoires:
 vasodilatation / » permeabilité vasculaire
 production de prostaglandines
« effets cytotoxiques/ cytostatiques contre
bactéries, champignons, virus,....

Effets déléteres si production en exces: choc septique, effets cytotoxiques sur
les cellules de I'hGte.
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Dualité NO produit par eNOS
NO produit par INOS

eNOS ﬁ INOS

v NO \ v NO 2 2

v Vasodilatation bénéfique v Vasodilatation excessive
— Choc

v" Anti-inflammatoire par : v" Action pro-inflammatoire

“*Diminution agrégation plaquettaire
“*Diminution adhésion leucocytaire
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NO et pathophysiologie

{ NO A NO

> « dysfonction endothéliale » | » maladies neurodégénératives
hypercholestérolémie

diabete > choc septique

> sténose hypertrophique du
pylore du nouveau-né




NO - Monoxyde d’azote

1. Introduction.
2. Synthese, regulation, dégradation.
3. Les effets du NO:
a) Aspects biochimigues et cellulaires.
b) Effets cardiovasculaires.
c) NO et systeme nerveux.
d) NO et réponses inflammatoires.
4. Approche des cibles thérapeutiques.



NO/cibles : 1

Approches des cibles thérapeutiques

* NO : forme gazeuse

mp Syndrome de detresse respiratoire,
hypertension pulmonaire chez le prématuré

e Donneurs de NO : dérivés nitrés

mp Maladie coronarienne (anti-angoreux)
mp crise hypertensive aigué

Y = g ”
. 3 SRR
- AR C\CHc:|-120H20|~10 HC——0™—NG,
; B )|§ HyC nitrite d'amyle HC O0—NO;
-, -- H2 Hzc_O'_' NO2
s nitroglycérine
& HC—O—NO, & ou trinitrine
L R 0
: N
| e P ch N Q
2 NO,—O—CH N//_>\NJJ\
. ,%ﬁ | S 5 /\CH3
A CH
I b Ermions GF lREs il )

dinitrate d'isosorbide molsidomine
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Approches des cibles thérapeutiques

I EmeTion CF LR prsie)

% i .| * Potentialisateurs du NO : inhibiteurs sélectifs de PDE5

(PDE5 - hydrolyse du cGMP) N cGMP

® Impuissance

* Inhibiteurs de la NO synthase : recherche d’inhibiteurs
sélectifs des différentes isoformes

mpContrble du choc septique (premiers essais cliniques
utilisant des inhibiteurs non-slectifs décevants : P mortalité
cardiovasculaire!!!)

« ADMA/DDAH (nouvelle cible?):

m prévention de la dysfonction endothéliale associee
a l'atherosclérose, I’'hypertension, ...
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