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SOMMAIRE



Le calcitonin gene-related peptide (CGRP) est un peptide ubiquitaire
de 37 acides aminés, majoritairement localisé au niveau des vaisseaux et
des nerfs. Ce peptide est un neurotransmetteur. A 'heure actuelle, deux
sous-types de récepteurs ont été caractérisés, soit les sous-types | et Il. Le
CGRP a un effet de vasodilatation qui est trés bien documenté dans la
littérature scientifique. |l a également un effet gastro-intestinal qui, semble-t-
il, induirait une relaxation musculaire. Cependant, peu détudes se sont
penchées sur cet effet et celles-ci ont été faites majoritairement chez le rat.
Le CGRP est antagonisé par un peptide de synthése, le CGRP8-37. Ce
dernier a la méme structure primaire que le CGRP1-37 a I'exception des sept

premiers acides aminés qui ont été enlevés.

L'action du CGRP chez dautres mammiferes, tels le chien ou
I'hnomme, demeure peu connue. Notre étude a pour but de clarifier le réle du
CGRP chez le chien conscient en explorant I'effet de son antagoniste, le
CGRP8-37, 1) sur la motricité gastro-intestinale, interdigestive et post-
prandiale et 2) sur le systéme vasculaire. Nous avons émis deux hypothéses:
d'abord, le CGRP a un effet moteur digestif tout comme vasculaire puis, ces

deux actions pourraient étre mediées par des récepteurs différents.



Notre étude a eté effectuée chez des chiennes éveillées de races
croisées. On a dabord estimé [lactivité motrice interdigestive par
I'enregistrement manométrique de la motricité gastro-duodénale et par la
quantification de la motiline plasmatique a laide d'un essai
radioimmunologique. Puis, nous avons évalué la vidange gastrique d'un
repas solide par le dosage de I'acétaminophene plasmatique ingérée lors du
repas via une meéthode spectrophotométrique. Finalement, nous avons
mesuré les parameétres hémodynamiques, c'est-a-dire la fréquence
cardiaque et la tension artérielle, a 'aide d'un sphygmomanometre brachial

automatique.

En ce qui concerne l'effet digestif, le CGRP1-37 et le CGRP8-37 n'ont
pas modifié la durée du complexe moteur migrant ni la relache ou I'action
motrice de la motiline plasmatique. Le CGRP1-37 a, par ailleurs, diminué la
vidange gastrique, et cet effet était bloqué par 'antagoniste, le CGRP8-37.
Quant a l'effet vasculaire, le CGRP1-37 a diminué la tension artérielle et
augmenté la fréquence cardiaque, mais ces effets n'étaient pas bloqués par

I'antagoniste, le CGRP8-37.

En conclusion, chez le chien, le CGRP ne change pas la motricité

interdigestive. Par contre, le CGRP peut influencer la motricité post-prandiale
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en retardant la vidange gastrique d'un repas via une action modulée par le
récepteur de sous-type |, le CGRP8-37 étant spécifique pour ce sous-type.
Les effets hémodynamiques du CGRP ne sont pas bloqués par le CGRP8-37
ce qui nous améne a penser qu’ils sont médiés par le récepteur de sous-type
ll. Le développement d’outils pharmacologiques spécifiques pour chacun des
sous-types de recepteurs du CGRP sont d'une importance cruciale pour
focaliser sur une activité biologique désirée. Ainsi, ces outils seront utiles
pour developper des applications cliniques pour des pathologies ou le CGRP
pourrait jouer un réle tel qu'une gastroparésie postopératoire et les

problemes d’'hyperalgésie viscérale.
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CHAPITRE I: CGRP1-37

Les premiers indices de I'existence du calcitonin gene-related peptide
(CGRP) sont arrivés en 1981. A cette époque, il était connu que dans
certains cas dhyperplasie des cellules C de la thyroide, les niveaux de
calcitonine (CT) passent d'un état élevé a bas. En analysant la biosynthése
de la CT dans les tumeurs, Rosenfeld et al. (1981), a 'aide d'une sonde
d’acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc) spécifique au
messager de la CT, détecterent la présence de transcrits de tailles plus
grandes. lls en ont alors conclu que la chute de production de CT par les
cellules C est associée a I'expression altérée du géne de la CT. Plus tard,
soit en 1982, le méme groupe (Rosenfeld et al) a démontré que les
nouveaux transcrits produisent une protéine d’'environ 16 kDa (kiloDaltons) a
laquelle ils ont donné le nom de CGRP. lls ont ensuite démontré que les
acides ribonucléiques messagers (ARNm) de la CT et du CGRP sont les
produits d'un méme gene, qu’ils dérivent d’'un transcrit primaire commun et
que le point de divergence entre les deux correspond a une jonction
d’épissage (Amara ef al.; 1982). |l fut ensuite demontré que I'expression de
FARNm du CGRP est specifique au tissu neural (Amara et al.; 1982), dans

les systemes nerveux central et périphérique (Rosenfeld et al.; 1983). Enfin,
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en 1984, Morris et al. sont parvenus a isoler et a caractériser la forme

humaine du CGRP.

Le CGRP est un des premiers exemples de peptide biologiquement
actif identifi¢ par une approche relevant de la biologie moléculaire et en
'absence d'information concernant les effets biologiques. Ce fut aussi la
premiére démonstration de I'épissage alternatif d’'un géne selon le tissu. Ce
premier chapitre présente la molécule d'intérét, le CGRP, selon les divisions
suivantes: biologie moléculaire, structure, localisation, récepteurs et

I'antagoniste du CGRP: le CGRP8-37.

1.1 Biologie moléculaire

Il existe deux formes moléculaires du CGRP: le CGRP-I («CGRP) et le
CGRP-Il (BCGRP). Tous deux sont des peptides de 37 acides aminés (AA)
qui, chez 'humain, ne different que par 3 AA. Les deux formes de CGRP
sont produites par deux génes specifiques, soit les genes calcitonine/o-
CGRP et B-CGRP pour les formes | et Il du CGRP, respectivement. Ces

deux genes sont situés sur le chromosome 11.

Le gene calcitonine/a-CGRP est composé de six exons avec un site

de polyadénylation aux exons 4 et 6. Un transcrit primaire, recopiant toutes
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les portions du géne, c’est-a-dire exons et introns, est d’abord produit. Celui-
ci subit ensuite une maturation menant a I'élimination des introns (épissage)
et a la formation de l'un ou l'autre des messagers: calcitonine ou CGRP. Si
les exons 1-2-3-4 sont associés, il y a formation de la calcitonine. Par contre,
l'association des exons 1-2-3-5-6 donne naissance au CGRP (figure 1; p.20).
L'épissage alternatif est donc un mecanisme utlisé par les cellules
eukaryotes pour permettre de diversifier les produits géniques. Suite a une
maturation post-traductionnelle, trois peptides matures sont obtenus: la
calcitonine, la katacalcine et le CGRP. Alors que la calcitonine est
essentiellement synthétisée par les cellules C de la thyroide, la synthése du
CGRP-I s’effectue principalement dans les neurones du systéme nerveux
central et périphérique. La katacalcine est cosécrétée avec la calcitonine par
les cellules C de la thyroide (Ittner ef al.; 1985). Ces deux peptides ont des

propriétés hypocalcémiantes.

La sélection d'un épissage entre la calcitonine et le CGRP dépend
probablement de facteurs propres a certains tissus. Par exemple, il a été
démontré que deux polypeptides cerébraux (extraits de cerveaux de rats) se
lient au site accepteur d’épissage spécifique a la calcitonine, empéchant
Iinclusion de I'exon 4 dans le transcrit mature (régulation trans) (Roesser ef

al., 1993). De plus, la séquence du transcrit primaire semble importante dans
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ce processus (régulation cis). En effet, il a &té montré que la formation d'une
tige-boucle thermodynamiquement stable dans I'exon 4 est necessaire pour
un épissage adéquat. Deux roles hypothétigues sont proposés pour cette
structure, soit assurer une orientation optimale des signaux d'épissage pour
une reconnaissance adéquate par la machinerie effectuant I'épissage et/ou
réduire |la distance entre les sites d'épissage pour accomplir le bon épissage

(Coleman et Roesser; 1998).

CT-CGRF Gene

Ezons pely A poly A
1 il i1} v i v vty
5 3

S-comman _Signal  Netemmimal T & KC CGRP F.CGRP
non-coding $Equsnce  peplide coding coding non-coding
common coding

Primary tranieript

pely A poly A
i b m
j‘—_———_—M—_—_7

comman coding
1
Mature miNA polvadenylation  splicing 5|.l" palyadenylaion

+- slis

[_commen | M fAAA { comman '--L—
cT ERI.NA GRP -..LP._‘JA
Precursor peprides Al ¢
7 an 4 a3 I?EIGH .\II‘H F San N Haa
MM commaon | | T | | KC | | esmmen | | CGRP| | FCOQH
15 32 * 32aa’ 1laa 75 2a AT p 4=
Maiure peptides / \ |
A
12 aa 21 aa 37 aa
B e SRR e R
NH,{_©r _}COOH NH,[ K€ JCOOH NH;__CGRF _-CCOH

Clevage sites: *-Lys-Arg-, 3-Gly-Lys-Lys-Arg- ;-G]}'-A:g-:k:g-. Ig=AEe

A sehematie reprasantation of tha siructural grgarszalion el ihe ruman a-CTASERP gera, Two
diferent mAMAs may ze sreduzed fram the allernalive grocessing ol the singls pimary iranscrip! anc vee 3 fwo
palysdenylasion sies—one caging lar the CT precursar ang ihe cther for the CGRAP pregusor, Positransiataral
madificalions include inramoiacular disullite bridge lormation &1 the M-terminus and amedation af the Jtarmunal
residue, (T = caleibamn, 4G = katacalcin, CGAP = calcilonin gans-ralaled pealide).

FIGURE 1: Epissage alternatif du géne humain calcitonine/a-CGRP.
(Wimalawansa S. J.; Crit. Rev. Neurobiol. 11(2&3): 167-239, 1997)
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1.2 Structure

Comme mentionné précédemment, le CGRP est un peptide de 37 AA
ou, chez 'hnumain, le CGRP-I et le CGRP-II se différencient par trois AA aux
positions 3, 22 et 25. La structure primaire du CGRP a été conservée au
cours de I'évolution et ce, chez différentes espéces tel qu'illustré par la figure

2 (p.22).

Les structures secondaire et tertiaire du CGRP humain (hCGRP) sont
présentées a la figure 3A (p.23). Elles se distinguent par un pont disulfure
entre les cystéines en positions 2 et 7 et une hélice-a amphiphiliqgue
impliquant les résidus 8 a 18. Des études conformationnelles rapportées par
Van Rossum et al. (1997) indiquent la présence possible de deux coudes B
(résidus 17-21 et 29-34) et d’'un segment en hélice irréguliére (résidus 23-
29). Suite a une caractérisation structurelle de divers fragments du hCGRP-
dont, entre autres, le CGRP8-37 (figure 3B; p.23), Mimeault et al. (1993)
proposent que les résidus 1-7 et le pont disulfure jouent un rdle dans la
stabilisation de I'hélice-o.. De plus, la position sept du pont disulfure permet
au CGRP d'adopter une conformation et une topographie spécifiques
cruciales pour sa liaison avec le récepteur, d'activer ce dernier, et

subséquemment, de produire un effet biologique (Saha et al. ; 1998). Il est a
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souligner que les AA 9 a 37 sont importants pour une reconnaissance

appropriée du récepteur (Dennis ef al.; 1989).

Amino acid sequences of nine calcitonin gene-related peptides (CGRP)

AA  Human Human  Fat Rat Porcine Chicken Frog  Habbit Bavine
Ne CGRP-x CGAP-§ CGAP-¢ CGAP-} CGRP CGAP CGRP CGRP CGRF

1 Ala Ala Ser Ser Ser - - GLy Ser

42 Cys - - - - - - - -

3 asp Asn Az=n Asn Asn Asn Asn Asn Asn

4 Thr - = = - = - - =

5 Ala = - = - = - - =

6 Toar = - - - = = =

7  Cys - = = = = - -

8 Wal - - - - - = - -

9  Thy - - - - - - - -
10 His - . # “ = - - -
11 Arg - - d o i s - =
12 Leu - - - - - - - -
13 Ala = - = = - - - -
14 Gly - - - - Asp AsSp - £
15 Leu - - - - Phe Fhe = =
16 Leu - - = = - - = =
17T Zer " - = - = = ™ x
18  Arg - - - = - - - -
13 Ser = = " - n - - =
20  Gly - = - - - = - -
21 Gly = - - - = e . -
22 Wal Met = - = - Met Met
23 val = - = - Gly Ala -
24 Lyvs - - - - o - - -
25 Asn Ser Asp Asp Ser - - Ser  Ser
26  Asn N - - - - = = =
27 Fhe - - - - - - - =
28 wval - H = = = % = =
29 Pro & = = = = = c =
g0 Thr - = - - = = - -
31 Asn - - A Asp = » - -
3z val = - - - - - - -
33 Gly - - - - - - -
24 Ser = = = = = L o -
35 Lys - Glu - Glu - - Glu Glu
16 Ala - = = - = = = "
37 Phe - = = - - E - =

Primary amino acid sequance comparnsons of nine calcitonin gene-related peptidas (CGRP) showing
remariable conservation of the aming acid residues throughout the species studied.

FIGURE 2: Structure primaire du CGRP comparée entre neuf especes.
(Wimalawansa S. J.; Cri. Rev. Neurobiol, 11(2&3). 167-238, 1997)
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FIGURE 3: Structures secondaire et tertiaire du hCGRP (A) et du hCGRP8-
37 (B) par résonance magnétique nucléaire et modélisation moléculaire.
(Boulanger Y. et al.; Peptide Res. 8(4):206-213, 1995)

CGRP receptors in human &) Brain B) Cardiovascular system
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FIGURE 4: Distribution des récepteurs du CGRP dans les systemes (A)
nerveux et (B) cardio-vasculaire chez I'humain.

(Wimalawansa S. J.; Crit. Rev. Neurobiol. 11 (2&3): 167-239, 1997)
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1.3 Localisation (distribution tissulaire)

Le CGRP et ses récepteurs spécifiques sont omniprésents dans
Forganisme; ils abondent particulierement dans les systémes nerveux et
cardio-vasculaire. |l est a noter que la distribution tissulaire des récepteurs du
CGRP coincide généralement avec celle du CGRP lui-méme. Cette section
abordera la localisation du CGRP dans les systémes nerveux, cardio-

vasculaire et digestif.

l.3a systéme nerveux

D’abord, rappelons que le CGRP est un neuropeptide synthétisé de
fagon prédominante dans le systéme nerveux. Il est un neurotransmetteur
ayant, entre autres, une action importante au niveau des afférences,
notamment au niveau du systéme nerveux entérique. D’ailleurs, Grider
(1994) a clairement démontré son réle sensoriel en ce qui concerne le
reflexe peristaltique intestinal. En réponse & la distension intestinale ou a
I'activation des recepteurs muqueux sérotoninergiques, le CGRP est sécrété
des afférences entériques pour enclencher la réponse efférente motrice
impliquant la contraction intestinale d’amont (via I'acétylcholine (Ach) et les
neurokinines) et la relaxation segmentaire d'aval (via le peptide vasoactif

intestinal (VIP) et 'oxyde nitrique (NO)).
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Chez plusieurs especes, la localisation du CGRP a été mise en
évidence par des méthodes immunologiques et pharmacologiques. La plus
grande densité de récepteurs du CGRP se retrouve dans le cervelet et la
corne dorsale de la moélle épiniére (figure 4A; p.23). Selon une étude
comparant la distribution des récepteurs entre cing especes animales, la plus
grande densité a été observée dans le cerveau de porc suivi par le rat,
I'humain, le mouton et le bovin (Wimalawansa et EI-Kholy; 1993a). Il s’avéere
que le CGRP est abondant dans les terminaisons nerveuses des nerfs
sensitifs et présent, en quantité moindre toutefois, au niveau des nerfs
moteurs ainsi qu'au niveau du systéeme nerveux autonome. De plus, en
utilisant une méthode de tragage rétrograde, on démontre que plusieurs
voies nerveuses manifestent une immunoréactivité pour des fibres riches en
CGRP. C’est le cas, par exemple, des fibres situées entre le noyau
thalamique ventromédian et le cortex insulaire ou entre I'hypothalamus et
I'aire septale latérale. Le CGRP est fréquemment colocalisé avec d'autres
neuropeptides, dont la substance P (SP). En immunohistochimie, par double
marquage, il a été démontré que le CGRP et la SP coexistent dans les
neurones sensitifs cutanés, vasculaires ou viscéraux (Gibbins et al.; 1985).
Aussi, il est intéressant de noter qu'Henke et al. (1987), en comparant la
distribution du CGRP-I et Il chez 'humain, ont observé les deux formes du

peptide dans le systéme nerveux central, le coeur ou la rate (tableau |; p.26).
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Au niveau du systeme nerveux central, ils ont trouvé des différences
significatives entre les deux formes du peptide a deux endroits seulement, &
savoir le colliculus inférieur et le cervelet. Bref, le CGRP est présent en
abondance dans le systéme nerveux, avec certaines variations quantitatives
selon la région étudiée (pour des revues: Van Rossum ef al.; 1997 et Ishida-

Yamamoto et Tohyama; 1988).

Regronad disnuiss of ‘U LCGRR. anal HICORPT binding
10 0 Gh by comsrad veouE TeRem, Ao aed apleen

Wasued acn ihe meaas z3E ML ol 1< 5 enperimenas. £acn posst
wid devermeadd in dupicae, Tha binding was messwncd sEib
30 pM "S1CGRP| sad -1 in membrands cesused lpam 1= 11
mig o e e ias e,

Hafiin Sprcyfic Binding | fralimy wel miue)
3 CGRP BLoGRRT

Cerebial coriex (aread) JEE = 0.12 ain=0.13
Cawtaic nuelzuy 343 =0.28 048 =013
Hi prpsescaim e, it =0.09 0.20 %00
Thitasea LR =004 GiE£0I0
Hypestalamus 050 =010 0.57 e
Segerior a:ilicula 1.3 =007 LR
Lpdarice cosiculus .80 = .10 a5l =l
Cerepeilum L0l =0 125 =4.28"
Ipunal oo

(vace-lorial Ll =0.20 Load =043
Sgaal cond,

- wenrra L8 = L1 LAl =038
Spinal gangiia =il =10
Haan acnum 014 £004 BLI =00a
Feast vaninca <00 <0.10
Spern L3 2 dm AR =dl

*Fe s

TABLEAU I: Distribution des sites de liaison du '*I-CGRP-I et '*I-CGRP-II
dans le systéme nerveux central, le coeur et la rate chez I'humain.

(Henke et al.; Brain Res. 410: 404-408, 1987)

l.3b systéme cardio-vasculaire

Le CGRP et ses récepteurs sont largement distribués dans le systeme
cardio-vasculaire, ou la plus importante densité de récepteurs est retrouvee
dans les artéres coronaires et la rate (figure 4B; p.23). Le CGRP se trouve
en abondance dans les nerfs périvasculaires, olU ces fibres nerveuses

sensorielles ont leurs corps cellulaires, principalement dans les ganglions
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spinaux et le ganglion trijumeau. D'ailleurs, il a été suggéré que le CGRP
présent dans la circulation sanguine n'a pas dorigine endocrine, mais
deriverait plutét des terminaisons nerveuses périvasculaires (Zaidi M. ef al.;
1985). Dans le plasma humain, on estime que le CGRP est présent & une
concentration variant entre 0.4 et 100 pmol/L (picomoles par litre), selon la
techniqgue de dosage utilisée. Wimalawansa (1991) a montré que la
concentration moyenne plasmatique chez 'homme alimenté trois fois par jour
est de 7.3+0.28 pmol/L, alors qu'a jeln cette valeur est significativement
réduite (environ 6.5 pmol/L). Sa demi-vie est de huit a neuf min (minutes) et
sa durée d'action est de 20 min (Cohen et al.; 1992). Il est a souligner que la
sécrétion de CGRP suit un rythme nycthéméral, ou la concentration
maximale est atteinte durant la nuit (Trasforini ef al.; 1991). Les formes « et B
du CGRP sont, semble-t-il, présentes en quantités approximativement égales

dans le plasma humain (Wimalawansa et al.; 1989).

La majorité des études concernant la distribution du CGRP dans le
systeme cardio-vasculaire ont été effectuées chez le rat et le cobaye (pour
une revue: Bell et Mcdermott; 1996). Les fibres nerveuses contenant du
CGRP, toutes formes confondues du peptide, semblent davantage associées
aux arteres qu'aux veines. Dans les vaisseaux sanguins, des varicosités et

des fibres immunoréactives au CGRP ont été observées a la jonction de
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I'adventice et de la média et passent dans la couche musculaire. Au niveau
du coeur, le CGRP est présent dans les oreillettes (davantage que dans les
ventricules), dans les noeuds sino-auriculaire et auriculo-ventriculaire, ainsi
que dans le systeme de conduction. Le CGRP coexiste avec la SP dans les
fibres innervant le coeur, entre autres. Donc, le CGRP est omniprésent dans

le systeme cardio-vasculaire.

1.3¢ systeme digestif

Le CGRP est distribué dans toutes les régions du systéme digestif ou
il innerve tant les organes de ce systeme que leur vascularisation. Par
exemple, la figure 5 (p.29) met en évidence une coupe d’iléon de cobaye ou
le CGRP est détecté dans le plexus nerveux sous-muqueux et dans les
vaisseaux sanguins. |l existe des différences de distribution tissulaire selon
I'organe étudié, I'espéce et aussi entre les formes moléculaires du CGRP («
et B). Pour le systéme digestif, les sources neuronales de CGRP sont
intrinséques (entériques) et extrinséques (afférences sensitives). Les fibres
nerveuses extrinseques afférentes et intrinséques entériques expriment
preferentiellement le CGRP-I et le CGRP-II, respectivement (Mulderry et a/,;
1988). Gates et al. (1989) ont montré la présence de sites de liaison au

hCGRP-l dans le tractus gastro-intestinal chez le chien. Le CGRP est
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colocalisé avec la SP dans les fibres extrinseques afférentes (Sternini C.;

1991).

Whole-mount
preparation of guinea pig ileum
\\\\ : : submucosa. showing the rich

t o CGRP innervation of blood ves-
sels (bv) and CGRP-tmmunoreac-
tive fibers and ganglion cells
(arrows)in the submucous plexus.

FIGURE 5: Sous-muqueuse d'iléon de cobaye démontrant Finnervation riche

\‘

en CGRP dans les vaisseaux sanguins (BV), les fibres nerveuses et les
cellules ganglionnaires (fleches) dans le plexus sous-mugqueux.

(Sternini C.; Ann. NY Acad. Sci. 657: 170-186, 1992a)

Par immunohistochimie, chez le chien, Sternini et al. (1992b) ont
resumé la densité dinnervation par le CGRP de la fagon suivante:
intestin>>pancréas = vésicule biliaire>antre>cardia>corps gastrique =
oesophage distal. Voyons plus en détail la contribution de chacune des
régions du systéme gastro-intestinal quant au contenu en CGRP. Dans
'oesophage et I'estomac, le CGRP est confiné aux fibres nerveuses ayant
une source extrinséque, alors que pour le petit et le gros intestins le CGRP a
une origine mixte (fibres extrinséques et intrinséques). Les fibres afferentes
d'origine extrinséque innervent, généralement parlant, les vaisseaux

sanguins, les mugueuses, les muscles lisses et les plexus nerveux



30

entériques. Les fibres intrinseques forment la composante sensorielle du
systéme nerveux entérique, impliqué, entre autres, dans le réflexe
péristaltique tel que discuté précédemment a la p.24. L'intestin humain
(principalement dans I'épithélium des cryptes de la partie proximale de
Fintestin gréle; Timmermans ef al.; 1992) et le pancréas de rat (cellules D
des ilots de Langerhans; Holzer P.; 1994) sont les seuls endroits ou on a pu

identifier des cellules endocrines exprimant le CGRP.

RESUME
En conclusion, le CGRP est un peptide ubiquitaire dans I'organisme,
mais surtout localisé dans les systémes nerveux et cardio-vasculaire. Dans le
tube gastro-intestinal, les CGRP-I et -ll sont majoritairement exprimés dans
les neurones extrinseques afférents et le systeme nerveux entérique,
respectivement. La quasi omniprésence de ce neuropeptide laisse entrevoir
son importance physiologique et ce, pour différents aspects. Le chapitre |

développera certains réles spécifiques au CGRP.

1.4 Récepteurs
L’identification moléculaire d’'un récepteur specifigue au CGRP s’est
avérée assez difficile. A la lumiére des études récentes a ce sujet, le

récepteur du CGRP serait un récepteur a sept passages transmembranaires
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couplé aux protéines G, traduisant surtout les signaux extracellulaires via
'AMPc (adénosine monophosphate cyclique), posseédant des sites de
glycosylation et associé a une protéine membranaire appelée RAMP ’
(receptor activity modifying protein). De plus, il est probable que plusieurs
sous-types de récepteurs existent. La figure 6 (p.31) présente un apergu de

la structure que pourrait adopter le récepteur du CGRP.
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Proposad structural model for the canine RDC1/CGRP-1 receptor. N-terminal domain 18 located
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FIGURE 6:Modéle structural proposé pour le récepteur canin RDC1/CGRP-I.
(Wimalawansa S. J.; Crit. Rev. Neurobiol. 11 (2&3): 167-239, 1997)

l.4a pharmacologie

Une grande partie des travaux portant sur la pharmacologie des
récepteurs du CGRP a été accomplie par le groupe du Dr Quirion a
FUniversité McGill de Montréal. Celui-ci divise les récepteurs du CGRP en

sous-types | et |l, tel que nous les classons depuis le début de cet ouvrage.
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Cette division est basée sur le fait que le fragment C-terminal tronqué du
CGRP-I, le CGRP8-37 (la derniére section de ce chapitre lui est consacrée)
est un antagoniste démontrant une haute affinité pour le récepteur de sous-
type l, alors que  l'agoniste linéaire  [Cys(ACM*")JnCGRP
([acétaminodométhyl-cystéine® hCGRP) se lie préférentiellement au
recepteur de sous-type Il. Méme si ceci est un modeéle de travail valable, il
faut évidemment étre critique a l'effet que le CGRPB-37 et le [Cys (ACM®')]
hCGRP sont relativement spécifiques pour leur sous-type de récepteur
respectif, mais certes pas exclusifs. Pour illustrer cet énonceé, a titre
d'exemple, notons que le CGRP8-37 est un antagoniste puissant [pA;
(constante d'affinite) jusqu'a 7.8 dans les oreillettes de rat ou de cobaye]
pour le recepteur CGRP-I, de méme qu'il est un antagoniste faible [pA; 6.0
(parfois inactif), dans le canal déferent de rat ou de cobaye] pour le récepteur

CGRP-II (Quirion et al.; 1992).

En référence a ce qui vient d'étre énonce, il est important de souligner
que le CGRP-I et le CGRP-Il s'apparient aux récepteurs de sous-type | et Il
respectivement. Les deux sous-types de recepteurs décrits ci-dessus sont
exprimés differemment dans plusieurs tissus de l'organisme. On peut trés
certainement s'attendre a ce que des travaux futurs méneront a la

découverte dautres sous-types de récepteurs homologues. D'ailleurs,
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Dennis ef al. (1991) avaient proposé l'existence d'un troisiéme sous-type,
identifie dans le noyau accumbens, gui ne partage pas les proprigtés

pharmacologiques des deux autres sous-types.

Comme specifie précédemment, tout au long du présent document,
nous avons opté pour la classification de Quirion et al.. Par consequent, les
informations pharmacologiques elaborées dans cette section font référence a
sa plus récente revue sur le CGRP (Van Rossum et al.; 1997). Par ailleurs, le
tableau Il (p.33) résume les caractéristigues pharmacologiques des trois

sous-types de récepteurs du CGRP (le troisieme est moins bien détaillé).

FHARMACOLOAICAL CHARACTERISTICS OF PUTATIVE CSRP AND RELATED PEFTIDES ARCCEFTUR SUBTYPES
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TABLEAU II: Caractéristiques pharmacologiques des sous-types de
récepteurs du CGRP.
(Van Rossum et al.; Neurosci. Biobehav. R. 21 (5): 649-678, 1997)

D'abord, précisons que [‘affinité apparente ou constante de
dissociation (Kp) pour les sous-types de récepteurs du CGRP varie

considérablement selon le tissu (responsable majeur de l'amplitude) et
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I'espéce (tableau lIl; p.35). Les études de liaison du CGRP a ses sous-types
de récepteurs montrent deux états d'affinité, a savoir une haute (Kp,) et une
basse (Kp,) affinité. L'explication de ces deux états d'affinité n'est pas
connue a I'heure actuelle. Les effets biologiques du CGRP sont dépendants
de sa concentration, tel qu'illustré par la différence des ECsy (concentration
efficace pour atteindre 50% de la réponse maximale) pour obtenir une
réponse chronotrope versus inotrope dans loreillette droite de cobaye
(tableau Ill: p.35). La liaison de CGRP radiomarqué est réversible et
saturable et dépend du temps et de la température (Zaidi et al.; 1990). Enfin,
a concentration élevée, le CGRP peut se lier au récepteur de la calcitonine

par un processus de réaction croisée.

En référence aux travaux de Chatterjee et al. (1991), le récepteur du
CGRP peut subir un processus de désensibilisation homologue. L’incubation
de cellules exprimant le récepteur du CGRP dans un milieu contenant du
CGRP atténue la réponse cellulaire lors d'un deuxiéme contact avec le
peptide. Ce processus de désensibilisation est di a une perte de réponse
maximale (efficacite) et a une diminution des sites de liaison. De plus,
Foulkes et al. (1991) ont montre gu'une exposition prolongée d'anneaux
d’'artéres coronaires de petits diametres au CGRP8-37 provoquait une

désensibilisation au CGRP-I s’expliquant par une perte de puissance.
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TABLEAU lll: EC5y des effets du CGRP et les K, des deux sous-types de
récepteurs.

ECsg=concentration efficace pour atteindre 50% de la réeponse maximale
Kpi=constante de dissociation (haute affinité)

Kpo=constante de dissociation (basse affinité)

|.4b caractérisation moléculaire

La caractérisation moléculaire d'un récepteur spécifique au CGRP a
été, jusqu'a présent, trés controversée. Les premiéres études sur ce sujet
portaient sur lidentification et la caractérisation d'un récepteur du CGRP
provenant de différents tissus. Par exemple, Foord et Craig (1987)
rapportaient la purification partielle d’'un récepteur de 62-68 kDa (par
électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de dodécyle sulfate
de sodium), a partir de placentae humains, liant préférentiellement le CGRP-
Il. Aussi, Wimilawansa ef al. (1993b) ont isole, a partir de membranes
neurales de porcs, un récepteur de CGRP de 66 kDa (par chromatographie

sur gel perméable).

Le développement des techniques de clonage moléculaire & permis
d’identifier des séquences d’ADN qui s’apparentent a des récepteurs a sept
passages transmembranaires et 'absence de ligands connus pour certains

de ces récepteurs permet de les qualifier de récepteurs orphelins. Kapas et
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Clark (1995) ont accolé I'étiquette de récepteur de CGRP a l'un de ces
récepteurs orphelins appelé RDC1 (putative dog CGRP-l receptor).
Lorsqu’exprimé dans des cellules COS-7, RDC1 présente la pharmacologie
d'un récepteur de CGRP de sous-type |. Par contre, lorsque RDC1 est
exprime dans des cellules endothéliales vasculaires lisses, la perte compléete
de 'ARNm du récepteur dans ces cellules, induite par I'angiotensine Il ou a
l'aide d'oligonucléotides anti-sens, n'affecte pas ['élévation dAMPc
provoquée par le CGRP. Ceci suggéere que RDC1 n’est pas un récepteur
spécifigue au CGRP (Hall et Smith; 1998). Un autre récepteur orphelin a été
proposé par Aiyar et al. (1996) comme récepteur de CGRP. Cette protéine,
appelée CRLR (calcitonin receptor-like receptor), lorsqu’'exprimee de fagon
hétérologue dans les cellules HEK293, a la capacité de faire augmenter la
concentration intracellulaire dAMPc suite a une stimulation par le CGRP.
Cependant, cette caractéristique n'est pas observée dans les cellules COS-7.
L’existence d'un co-facteur, présent dans les cellules HEK293, mais absent
des cellules COS-7, a donc été postulée (Hall et Smith; 1998). Recemment,
I'équipe du Dr Foord (Glaxo-Wellcome, Royaume-Uni) a cloné une proteine a
un seul passage transmembranaire de 148 AA abréviee RAMP1 (McLatchie
et al.; 1998). RAMP1, seule, n'est pas un récepteur de CGRP. Toutefois, en
s'associant avec CRLR, elle rend le récepteur de CGRP fonctionnel. Le réle

de RAMP1 serait d'effectuer le transport de CRLR vers la membrane
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plasmique et de le présenter a la surface cellulaire sous sa forme mature
(glycosylée), lui permettant ainsi d'agir comme recepteur de CGRP. La figure
7 (p.38) schematise cette hypothese. Ce récepteur de CGREP, RAMP1 plus
CRLR, présente des caractéristiqgues pharmacologiques qui s'apparentent au
CGRP-l. Il est de plus intéressant de noter que 'ARNm de RAMP1 est

retrouvé dans plusieurs tissus, dont le systeme gastro-intestinal.
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FIGURE 7: Le role de RAMP1 et CRLR pour la formation du récepteur du

CGRP.
(McLatchie et al.; Nature 353:333-339, 1998)

l.4c transduction
Il n'y a aucun doute que les récepteurs de CGRP sont en mesure
d'activer I'adénylate cyclase et de produire 'AMPc comme second messager.

Par exemple, il a été décrit que le CGRP pouvait induire [l'activation de
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Fadénylate cyclase et/ou une augmentation en AMPc intracellulaire dans
plusieurs préparations tissulaires, comme les cellules endothéliales de rat,
les muscles lisses de vaisseaux bovins (Hirata et al; 1988), les muscles
lisses longitudinaux et circulaires d’iléon de cobaye (Rekik et al.; 1997) ou les

muqueuses fundiques d’estomac canin (Chiba et al.; 1989).

Le CGRP peut induire une vasorelaxation dépendante ou
indépendante de I'endothélium, selon le type de lit vasculaire. Holzer et al.
(1995) ont proposé que les seconds messagers AMPc et GMPc (guanosine
monophosphate cyclique) seraient impliqués dans l'action dilatatrice du
CGRP (indépendant et déependant de I'endothélium, respectivement) ou I'NO
agirait comme intermédiaire vasorelaxant du CGRP dans la microcirculation
gastrigue, mais non pas cutanée. Aussi, I'etude de Quayle et al. (1994)
suggére que le CGRP agirait sur les canaux K'atp dans les cellules
musculaires lisses artérielles (lapin). Le CGRP aurait une action indirecte sur
ces canaux, c’est-a-dire via une élévation de 'AMPc qui, grace a la protéine
kinase A, activerait les canaux K'arp. Egalement, une population de
récepteurs de CGRP couplés au second messager inositol triphosphate (IPa)
a eté detectée dans le muscle squelettique (Laufer et Changeux; 1989). Le

mécanisme physiologique demeure incertain, mais le CGRP semblerait agir
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indirectement en induisant une augmentation dAMPc qui, a son tour,

stimulerait la formation d'lP; en activant la phospholipase C.

RESUME
Bref, le réle précis de 'AMPc dans les effets relaxants du CGRP
demeure obscur. Une chose est certaine: le CGRP peut activer plusieurs
voies de signalisation intracellulaires. Peut-étre cela réflete-t-il 'existence de

plusieurs sous-types de récepteurs capables d'interconnexions?

1.5 Antagoniste du CGRP1-37: CGRP8-37
Nous insistons ici sur le CGRP8-37, puisqu’il a un rdle central dans

etablissement des paradigmes de travail de notre étude.

I.5a structure

Le CGRP8-37 est un peptide de synthese ayant la méme structure
primaire que le peptide original (CGRP1-37) a I'exception des sept premiers
AA qui sont absents. La portion N-terminale n’'est pas essentielle pour
linteraction du CGRP avec son récepteur, ce qui explique que le segment 8-
37 peut effectuer un contact spécifique avec celui-ci. La portion C-terminale
du segment hCGRP8-37 semble étre critique pour l'activité antagoniste du

récepteur de sous-type | (Boulanger et al; 1996). Mimeault et al. ont
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démontré que les résidus 9-12 N-terminaux sont les plus importants pour
stabiliser I'hélice-o. amphiphilique et assurer laffinité du hCGRP8-37 pour
son récepteur (1991 et 1992). Par contre, des travaux récents de Rist et al.
(1998) ont montré que des fragments contenant certains des 10 résidus C-
terminaux du CGRP se comportent comme des antagonistes de haute

affinité pour le récepteur de sous-type | du CGRP.

I.5b propriétés antagonistes

Rappelons qu’en référence a la classification du Dr Quirion, le
CGRP8-37 est un antagoniste puissant pour le récepteur de sous-type |,
mais non pas exclusivement pour ce sous-type. En effet, il présente une
affinité trés faible, parfois nulle, pour le sous-type Il. Il a été démontré que le
hCGRP8-37 a une grande affinité pour le site de liaison du [125I]—hCGRP—I K
(constante d’inhibition) inférieur & 1 nM] (Quirion ef al.; 1992). A I'heure
actuelle, le CGRP8-37 représente 'outil pharmacologique de référence pour
caractériser les réles physiologiques du CGRP, spécialement ceux qui sont
médiés via I'activation des récepteurs de sous-type |. Récemment, une série
d’antagonistes CGRP-I non-peptidiques ont été développés par une société

pharmaceutique (R. Quirion, communication personneile).
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Le CGRP8-37 a des propriétés antagonistes puissantes et
compétitives envers l'action du hCGRP-I dans des préparations auriculaires
et iléales de cobaye ainsi que dans le systéme nerveux central médiant la
satiété alimentaire (Dennis et al.; 1990). Par conséquent, le CGRP8-37 a la
capacité d'antagoniser certaines actions induites par le hCGRP-I in vitro. I
est a noter que le prochain chapitre abordera les activités biologiques du

CGRP et de son antagoniste, le CGRP8-37.

RESUME

En conclusion, le chapitre | a mis I'emphase sur les faits suivants: le
CGRP est un peptide de 37 AA, obtenu par épissage alternatif, ubiquitaire
(particulierement localise au niveau des vaisseaux et des nerfs), ayant deux
sous-types de récepteurs (ou les CGRP-I et Il s'associent aux récepteurs de
sous-type | et I, respectivement) et dont le CGRP8-37 est un antagoniste
spécifique pour le récepteur de sous-type |. Le développement de nouveaux
outils pharmacologiques (agonistes et antagonistes) pour chacun des sous-
types de récepteurs du CGRP permet une meilleure compréhension de
'hétérogénéité des récepteurs de CGRP. De plus, le développement des
recherches concernant le clonage de récepteurs présentant les

caractéristiques pharmacologiques d'un des sous-types documentés par
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Quirion et al. devrait nous permettre de confirmer les résultats recueillis

jusgu’a maintenant.
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CHAPITRE II: ACTIVITE BIOLOGIQUE (CGRP1-37 ET 8-37)

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que le CGRP est un
peptide ubiquitaire, ce qui laisse entrevoir qu'il pourrait jouer plusieurs réles
physiologiques. Le tableau IV (p.45) résume ses effets biologiques connus.
L’activation des recepteurs du CGRP induit habituellement une vasodilatation
et/ou une relaxation musculaire, mais ses effets chez le chien (espéce
utilisée dans notre étude) et sur la motricité gastro-duodénale sont encore
peu caractérisés. La majorité des études ont éte effectuées chez le rat et ses
effets hémodynamiques sont les mieux documentés dans la littérature

scientifique.

L’activité biologique du CGRP via ses divers sous-types de récepteurs
reste a étre définie précisément. Cependant, il semble y avoir une tendance
des données accumulées jusqu’a maintenant a confirmer que les effets
cardio-vasculaires du CGRP sont médiés par le récepteur de sous-type |,
mais dépendamment du lit vasculaire et de 'espéce. En ce qui concerne les
effets du CGRP sur linhibition de la sécrétion d'acide gastrique et la
relaxation des muscles lisses intestinaux, ceux-ci seraient majoritairement
effectues par l'intermédiaire du recepteur de sous-type |, mais la variabilité

entre les espéces est tres importante.
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Specifions que, pour le present chapitre, nous avons choisi de nous
attarder uniguement sur I'activité biologique du CGRP et de son antagoniste,
le CGRPB8-37, dans les systemes cardio-vasculaire et digestif, car 'étude que
nous avons accomplie concerne uniqguement ces systemes. Mentionnons
que le CGRP a, généeralement parlant, un effet bioclogique inhibiteur, alors
que son antagoniste peut bloguer cet effet, Peu d'etudes relatent |'utilisation
du CGRPB8-37 in vivo, probablement parce gu'une dose pharmacologique
cent a mille fois supérieure a celle de son agoniste est habituellement utilisee
pour bloquer l'effet du CGRP1-37, ce qui représente une quantité prohibitive

d'un peptide de synthése de cout élevé.

Summary of Bloiegical Effecta of CGRP

Blologicad affect CGAP

Vasodilatation
Chronotropic

Inotrepic

Inhibit bone resarpiien
Stimuiate bona jormation
Calchum—towerng affect
Srowth lactor-fika affect
Neural regenaration
Thermoreguiation
[nflammation

Sastric mucosal protection
Ellecis on § cails
Skeletal musca

Glucoss metabodsm
Anorectic affact
Analigesic affact

TABLEAU IV: Résumé des effets biologiques du CGRP.

|++++¢t+:|:i-il1r12[£

+ effet biologique - aucun effet biologique
(Wimalawansa S. J.; Crit. Rev. Neurobiol. 11 (2&3): 167-239, 1997)
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Avant de débuter la section concernant 'hémodynamie, rappelons
que, chez 'homme, la demi-vie du CGRP in vivo est de huit & neuf min
(Cohen et al; 1992) Le catabolisme du CGRP-l, qui abolit son activité
biologique, semble médié par 'endopeptidase neutre (NEP), une peptidase
liée a la membrane cellulaire (Le Greves et al., 1989; Katayama et al., 1991).
Quatre sites possibles de clivage du CGRP-I ont été identifiés. La NEP clive
également la SP, mais comparativement au CGRP-I, elle le fait 88 fois plus
rapidement. Sachant que le CGRP est souvent colocalisé avec la SP, il a
donc été suggéré que le CGRP compétitionne avec la SP pour son hydrolyse
enzymatique. Ceci engendrerait une augmentation et une prolongation de
I'action de la SP. Le ou les sites ou se produit la dégradation du CGRP ne
sont pas connus avec exactitude, mais il semblerait que ce soit la ou la NEP
et le CGRP sont colocalisés. Cependant, puisque la NEP clive le CGRP
lentement, il se pourrait que dautres enzymes protéolytiques modulent

egalement I'action du CGRP.

1.1 Systéme cardio-vasculaire

Le CGRP est abondamment distribué dans le systéme cardio-
vasculaire. L'activation des récepteurs du CGRP induit une vasodilatation et
des effets chronotropes et inotropes positifs qui sont trés bien définis chez le

rat, mais qui demeurent obscurs chez d'autres mammiféeres, tels le chien et
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'homme (pour une revue voir Bell et McDermott; 1996). Il a méme été

avance que le CGRP serait le plus puissant vasodilatateur jusqu’alors connu.

L’infusion intraveineuse (iv) de CGRP engendre une diminution de la
pression artérielle moyenne et de la résistance vasculaire systémique, en
plus d’augmenter la fréquence et le débit cardiaques chez le rat (Lappe ef a/;
1987) et le chien (Wang et al; 1989) conscients. Chez I'homme,
l'administration iv de CGRP engendre une tachycardie et une baisse des
pressions artérielles, tant systolique que diastolique (Gennari et Fischer;
1985). Franco-Cereceda et al. (1987) ont également trouvé une action
inotrope positive sur le coeur humain. De plus, chez 'homme, [l'injection
intradermale de CGRP induit un érytheme qui persiste pendant plusieurs
heures (Brain ef al.; 1986). Aussi, le CGRP (iv) cause une redistribution du
flux sanguin vers le cerveau et la peau, aux dépens du tube gastro-intestinal,

chez des sujets normaux (Jager ef al.; 1990).

Avec des préparations de tissus humains, il a eté démontré que le
CGRP cause une relaxation des arteres cérebrales (Jansen et al.; 1992), des
arteres mesenteriques (Miyauchi T. et al.; 1996) et des petites artéres des
muscles squelettiques (Franco-Cereceda et al.; 1987). Dans cette derniére

étude, les auteurs ont egalement démontré que le CGRP induisait des effets
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inotropes positifs dans des morceaux de loreillette droite humaine. Les
résultats de Marshall et al. (1986) ont relaté des effets chronotropes positifs
pour les organes isolés suivants: coeur et oreillette droite de rat ainsi
gu'oreillette droite de cobaye. De plus, le CGRP semble étre un facteur
hypertrophique pour les cardiomyocytes de rat en culture (lto et al.; 1997).
Effectivement, lors d'une incubation de 48 heures avec 100pM ou 1nM de
CGRP, la surface cellulaire des cardiomyocytes a pratiquement doublée. lis
ont également observé, par buvardage de type Northern, une augmentation
de l'expression des ARNm de deux marqueurs génétiques de I'hypertrophie
cardiaque, a savoir l'a-actine squelettique et le peptide natriurétigue de

l'oreillette.

I a eté rapporté que le CGRP-l causait des changements
hémodynamiques plus importants que le CGRP-Il chez le rat (Gardiner et a/;
1989) et le chien (Nakamura ef al.; 1996) conscients. L'étude de Gardiner et
al. (1991), chez le rat conscient, suggére que les effets hémodynamiques
carotidiens produits par le hCGRP-I sont majoritairement dus a 'activation du
recepteur de sous-type |, puisque le CGRP8-37 a complétement aboli la
tachycardie ainsi que I'hypotension causées par le hCGRP-I exogéne. /n
vitro, le CGRP8-37 est également capable d'atténuer la vasodilatation

induite, dans ce cas-ci, par le CGRP dans un lit vasculaire mésentérique



49

isolé et perfusé de rat (Han et al.; 1990). Ces résultats démontrent que le
récepteur de sous-type | du CGRP, pour certaines especes, est impliqué

dans la physiologie cardio-vasculaire.

RESUME
Bref, le CGRP a une action tant vasculaire (vasodilatation) que
cardiaque (effets chronotropes et inotropes positifs) et ce, tant in vivo que in
vitro. Il semblerait que, chez le rat, le récepteur de sous-type | du CGRP
médierait les effets cardio-vasculaires du CGRP. Le développement de
nouveaux outils pharmacologiques aideront a cerner l'implication du CGRP

au niveau de différents lits vasculaires et ce, chez differentes espéces.

1.2 Systéme digestif

Le réle physiologique du CGRP au niveau du systeme gastro-intestinal
est trés peu documenté et la majorité des études ont eté effectuées chez le
rat. Cependant, il est connu que le CGRP inhibe la sécrétion d'acide
gastrique. La motricité gastro-intestinale est un domaine ou tout est a définir
quant a l'implication éventuelle du CGRP. Il est connu que le CGRP a un
effet tant au niveau des muscles que des nerfs. L'action du CGRP sur la
motricité digestive a été étudiée presqu’exclusivement chez le rat. Chez ce

rongeur, 'administration centrale ou périphérique du CGRP inhibe l'activité
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motrice digestive, tandis que l'administration simultanée du CGRP et d’'un

antagoniste de ce dernier bloque cet effet inhibiteur.

Il.2a effets sur la sécrétion

L’administration de CGRP-I dans le liquide cérébrospinal (ventricule
cérébral latéral ou grande cisterne) ou iv engendre une inhibition de la
sécrétion d’acide gastrique chez le rat éveillé, avec une ligature du pylore
(Lenz et al. et Taché et al.; 1984 et 1984a). L'effet inhibiteur a été confirmé
chez le rat anesthésié, ou [injection périphérique de CGRP-| inhibe la
sécrétion d'acide stimulée de fagon exogene par la pentagastrine,
Phistamine, le bethanecol ou [lactivation vagale induite par le TRH
(thyrotropin-releasing hormone) injectée par voie intracisternale (ic) (Taché et
al.; 1984b). Chez le chien éveillé, l'injection intracérébroventriculaire (icv) de
hCGRP diminue significativement la sécrétion d’acide gastrique stimulée par
la pentagastrine (Lenz et al.; 1986) ou un repas (Lenz et Brown; 1987).
Toujours chez le chien, 'administration iv d’'h- ou de r-(rat) CGRP-I a inhibé
de 60 a 75% les effets sécrétoires d'un repas, d'un repas simulé ou de la
bombésine, mais la sécrétion induite par 'histamine ou le bethanecol n'a pas
été modifiée, ni la sécrétion basale d'acide gastrique (Pappas et al.; 1986).
Chez 'homme, l'injection systémique de r-CGRP a provoqué une diminution

de la sécrétion d'acide stimulée sous-maximalement par la pentagastrine
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(Kraenzlin et al.; 1985). Chez 'homme (Beglinger et al.; 1988) ou chez le
lapin anesthésie (Bauerfeind et al.; 1989), la sécrétion d'acide gastrique
stimulée par la pentagastrine (mais non pas la sécrétion basale) a été
inhibée par le hCGRP-II (iv), tandis que le hCGRP-I (iv) n'a pas eu d'effet
chez 'homme et a méme augmenté la sécrétion d'acide stimulée par la
pentagastrine chez le lapin anesthésie. Ces résultats suggeéerent que le
CGRP-II serait plus efficace que e CGRP-I a déployer une activité biologique

dans difféerents systemes.

Quant aux mécanismes relatifs a I'inhibition d'acide gastrique par le
CGRP, il a été proposé que le CGRP induirait une relache de somatostatine
par l'estomac et, trés certainement, dautres facteurs pourraient étre
impliqués, comme une inhibition de la transmission cholinergique dans le

systéme nerveux enterique (voir la revue suivante: Taché Y.; 1992).

Il est intéressant de noter que Lawson ef al. (1994) ont démontré chez
le chien que [linfusion iv de hCGRP8-37 a augmenté de 100%,
comparativement au contréle salin, la réponse acide a un repas
intragastrique suggérant ainsi que le CGRP8-37 bloque I'effet inhibiteur sur la
secrétion d’'acide gastrique par le CGRP endogéne et que le CGRP joue un

role clé dans le contrbéle de la sécrétion acide basale chez le chien. Donc, le



52

CGRP8-37 semble étre un antagoniste actif des récepteurs du CGRP au

niveau de I'estomac canin.

Chez le chien conscient, 'administration iv de hCGRP-I ne modifie pas
les sécrétions pancréatiques (bicarbonates et protéines) stimulées par un
repas (Pappas et al.; 1986), mais il inhibe significativement ces sécrétions
lorsque stimulées par la pentagastrine (Helton et al.; 1989). Dans cette
derniére étude, les auteurs ont obtenu une augmentation de la somatostatine
plasmatique en paralléle a I'effet inhibiteur du CGRP, ce qui laisse croire que
la somatostatine serait un médiateur potentiel de l'effet inhibiteur du CGRP.
L’etude de Reasbeck et al. (1988) suggere également que la somatostatine
endogene serait impliqguée dans 'action inhibitrice du CGRP. En effet, ils ont
trouvé que 'administration iv de hCGRP-I, chez le chien conscient, diminuait
I'absorption jéjunale, en paralléle a une augmentation concomitante de la

libération de somatostatine.

I1.2b effets sur la motricité
Le CGRP relaxe le sphincter oesophagien inférieur de fagon dose-
dépendante chez le chat anesthésié (Parkman ef al; 1989) et chez

I'opossum (Rattan et al.; 1988). Cet effet semble di a une action a la fois sur
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le muscle lisse et sur les nerfs, puisque la relaxation a été partiellement

inhibée par la tétrodotoxine (TTX) qui bloque la conduction nerveuse.

Chez le mouton éveillé, I'injection icv de CGRP avant 'ingestion d'un
repas a un effet inhibiteur sur la fréquence des contractions gastriques
(Bueno et al.; 1986). L'administration iv et ic de CGRP-I retarde la vidange
gastriqgue d'une solution non-calorique chez le rat non-anesthésié (Raybould
et al.; 1988). Par contre, chez le chien, le CGRP (iv) ne module pas la
vidange gastrique d'une solution saline (Pappas et al.; 1986). Le CGRP8-37
blogue l'inhibition de la vidange gastrique induite par l'injection iv de CGRP-I
chez le rat conscient (Plourde et al.; 1993a). Donc, le récepteur de sous-type
| semble étre impliqué dans l'action motrice du CGRP-l sur la vidange

gastrique.

Le CGRP inhibe I'activité motrice de |la vesicule biliaire. En effet, chez
le cobaye anesthésié, le CGRP (iv) relaxe, de fagcon dose-dependante,
l'activité contractile de la vésicule biliaire stimulée par le CCK-8 (octapeptide
de la cholécystokinine) (Hashimoto ef al.; 1988). Chez le chien éveillé, Lenz
et al. (1993) ont démontré que le r-CGRP-I (icv) inhibe la contraction de la
vésicule biliaire induite par le CCK-8 ou un repas. Les études de tension in

vitro ont montré que le CGRP inhibe la contraction de la vésicule biliaire
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induite par le CCK-8, la SP, 'Ach ou le KCI (chlorure de potassium)
(Hashimoto T. et al.; 1988) (Kline ef al.; 1991). Cette derniere étude suggeére,
a la lumiere des resultats obtenus avec le TTX, que le CGRP agirait

directement sur le muscle lisse.

Le CGRP est en mesure de relaxer une bandelette stimulée de muscle
lisse longitudinal (Bartho et al.; 1987) (Sun et Benishin; 1991) ou circulaire
(Bartho L.; 1991) (Holzer ef al.; 1989) d'intestin gréle de cobaye. Le groupe
de Rekik et al. (1997) a démontré que le hCGRP8-37 renverse la relaxation
dose-dépendante induite par le rCGRP-I dans le muscle lisse circulaire
d’iléon de cobaye. Ce résultat laisse supposer que la relaxation implique le
recepteur de sous-type | du CGRP. Quant au mecanisme expliquant
comment le CGRP engendre cette relaxation, les opinions divergent. |l agirait

sur les nerfs et/ou les muscles.

Le CGRP cause une relaxation d'une bandelette musculaire lisse du
cblon de souris (Cadieux ef al.; 1990), de cobaye (Maggi et al.; 1996) ou de
lapin (Mayer et al.; 1990). Encore une fois, il 'y a pas consensus a savoir si
I'action du CGRP est directe ou non sur le muscle, mais il semble y avoir une

certaine tendance a ce que l'action soit directe.
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Le CGRP exerce aussi une action inhibitrice sur la partie plus distale
du systeme digestif. Effectivement, Chakder et Rattan (1991) ont rapporté,
chez I'opossum, qu'une baisse de la tension musculaire basale du sphincter
anal interne pouvait étre induite par les CGRP-I et —lI, et inhibée de fagon
dose-dépendante par le hCGRP8-37. En conséquence, ceci suggére que les

hCGRP-I et -l agiraient sur le méme récepteur a ce niveau.

Nous aimerions terminer en abordant deux études tout a fait
intéressantes chez le rat éveillé. Nous insistons sur ces études, car elles
sont, au meilleur de notre connaissance, parmi les rares exemples a établir
un lien entre l'effet du CGRP et les profils de motricité (interdigestive et
postprandiale) ainsi que les transits intestinaux. D'une part, Fargeas ef al.
(1985) ont appronfondi les effets de I'administration icv, it (intrathécale) et iv
de CGRP sur la motricité intestinale grace a un enregistrement myoélectrique
chez le rat conscient. L'injection icv de CGRP, suite a un repas, permettait de
rétablir le profil de motricité interdigestive d'une maniere dose-dépendante.
L'injection it de CGRP induisait également un profil de motricité de jelne,
mais avec 30 min de délai comparativement a 'administration icv. Par contre,
'administration systémique du peptide a une dose pourtant efficace n'a
apporté aucun changement a la motricité intestinale, suggérant ainsi que les

effets observés sont médiés centralement. D’'autre part, 'étude de Lenz
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(1988) a montré que le r-CGRP administré icv inhibe le transit de lintestin

gréle, mais n’affecte pas le transit colique chez le rat normal et non contraint.

RESUME

D’'une part, pour le systeme cardio-vasculaire, le CGRP a une action
tant vasculaire que cardiaque et ce, tant in vivo que in vitro. En référence aux
etudes effectuées chez le rat, les effets hémodynamiques du CGRP
semblent étre médiés par le récepteur de sous-type | du CGRP. D'autre part,
pour le systéme digestif, le CGRP a une action inhibitrice, tant sur la
secrétion que la motricité et ce, encore une fois, aussi bien in vivo qu’in vitro.
Chez le rat, le récepteur de sous-type I du CGRP semble associé a
inhibition de la seécrétion gastrique et aux effets moteurs du CGRP, mais
tout reste a &tre défini pour d’autres espéces. Nous aimerions souligner que

la majorité des études ont été effectuées in vitro.
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CHAPITRE Ill: MOTRICITE

Le chapitre Il a pour but de clarifier les profils de motricité digestive se
produisant en période de jeGne (motricité interdigestive) et aprés I'ingestion
d'un repas (motricité postprandiale). De plus, le laboratoire du Dr Poitras a
une expertise reconnue internationalement dans le domaine de la motiline. [I
nous apparaissait donc opportun de présenter cette hormone, qui a un role
régulateur de la motricité et qui, par ailleurs, a fait I'objet d’'un des volets de

notre étude qui sera détaillée ultérieurement.

lll.1 Profils de motricité digestive
lIl.1a motricité interdigestive

Il existe deux profils de motricité digestive. L'un dentre eux,
caractérisé par une activité motrice intermittente, mais réguliere, ayant lieu
pendant une période de jelne (période interdigestive), est appelé le
‘complexe moteur migrant’” (CMM). Le CMM est composé de trois phases
principales: la phase | est caractérisée par son activité motrice quasi
quiescente, la phase Il se reconnait par son profil moteur modéré et irrégulier
et, finalement, la phase Ill est particulierement distincte des autres, par une
augmentation soudaine de contractions tres puissantes, qui se terminent

abruptement. Les phases | et Il ont chacune une durée de 20 a 40 min et Ia
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phase lll a une période de 5 a 10 min. Par conséquent, la sommation des

trois phases donne une durée totale moyenne du CMM de 90 a 120 min.

La figure 8 (p.59) résume les trois phases du CMM observées en
conditions de jelGne chez un chien conscient. L’activité myoélectrique
digestive est enregistrée sur une période de six hres, au moyen d’électrodes
implantées de l'estomac a liléon. Si nous portons notre attention sur les
boites foncées (phase lll), nous constatons qu'il y a un déplacement de
celles-ci horizontalement, mais aussi verticalement. En effet, 'occurence du
CMM est un phénomene répétitif et ce, a toutes les 90 a 120 min tel que
mentionné précédemment, d’ou I'observation d'un mouvement horizontal.
Quant a la migration verticale (caudale), elle s'explique par le fait que le
CMM nait dans I'estomac (et méme le sphincter oesophagien inférieur) et le
duodénum, migre le long du tube digestif et meurt dans l'iléon terminal
(quelquefois le cbélon). Lorsquun CMM acheve sa course dans liléon
terminal, un autre commence dans l'estomac et le duodénum. Jusqu'a ce
gu’il y ait ingestion de nourriture, ces phénomémes récurrents ont lieu. Le
CMM a pour role de “nettoyer” le tube digestif des déchets (aliments non
digestibles, bactéries, enzymes, etc) qui pourraient s’accumuler et ainsi

altérer la muqueuse responsable de I'absorption des aliments.
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FIGURE 8: Trois CMM débutant dans 'estomac et le duodénum et migrant

dans l'iléon terminal pendant un enregistrement de six heures chez un chien

A e

a jelin. Les boites foncées correspondent a une phase 1.

(Code et Marlett; J. Physiol. 246: 289-309, 1975)

lll.1b motricité digestive

Le second profii moteur digestif est observé durant la période

postprandiale. Sous ces conditions, un profil moteur caracterisé par une

activité motrice modérée et irréguliére est adopté. Celui-ci a une durée de

deux & six hres (déterminée par la quantité et la qualité des calories

ingérées, entre autres) aprés la prise d'un repas.

La figure 9 (p.60) illustre la différence entre les deux profils d'activité

motrice observée dans le tube digestif, a savoir en période de jelne et aprés

un repas. On note que, pendant I'enregistrement de huit hres, un repas a été
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présenté au chien, approximativement a la mi-temps, ce qui a provoqué une
brusque transition, de la motriciteé interdigestive en motricité postprandiale.
Dong, l'ingestion d’'un repas détruit le profil moteur régulier et cycliqgue en un
profil désorganisé et aléatoire. Par conséquent, ces profils sont faciles a
reconnaitre visuellement sur un tracé d'enregistrement myoélectrique ou

manomeétrique.

Il est & souligner que les informations présentées dans cette section

sont également valables pour 'homme.
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FIGURE 9: Changement sur huit heures de I'activite contractile dans I'antre
gastrique et l'intestin gréle chez le chien conscient.

(toh Z. Hormones, peptides, opiods and protaglandins in normal gastric
contractions. Dans Gastric and Gastroduodenal Motility. Edité par

Akkermans, Johnson et Read, Praeger: 41-59, 1984)

I1.2 Motiline
Les contractions intestinales sont contrdlées par le systéme nerveux

ainsi que par des hormones, dont la motiline. Les études du Dr Poitras
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suggerent fortement que Ila motiline puisse étre responsable des
mouvements intestinaux observés entre les repas (période interdigestive). En
effet, en conditions de jelne, la motiline est relachée par les cellules
endocrines M de la muqueuse duodéno-jéjunale de fagon cyclique ou, a
'apogée de sa libération, elle engendre la phase Ill du CMM. La figure 10
(p.61) évoque la correlation existant entre une augmentation de la
concentration plasmatique de motiline (mesuree par RIA) en synchronisme
avec l'initiation d'une phase Il du CMM dans |'estomac chez un chien a jeln.

Ce phénomeéne se répéte a toutes les 90 & 120 min, comme pour le CMM.

s 0 0 i ] [
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Plasma moulin vanabona cunng an interdigesinve panod in one dog, Phasa s ara
incacaled by Iné emply squanes in the upper nall ol tha ligure Irom Poiras

FIGURE 10: Variations de la motiline plasmatique pendant la periode
interdigestive chez un chien. Les phases Ill sont indiquées par les carrés
vides dans la moitié supérieure de la figure.

(Poitras P. Motilin. Dans Gut Peptides: Biochemistry and Physiology. Edité
par Walsh J. H., Dockray G. J. New York, Raven Press: 261-304,1994)
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La motiline est un peptide de 22 AA qui est présent chez plusieurs
especes animales, dont 'lhomme. Cependant, la majorité des travaux de
recherche sur la motiline ont été effectués chez le chien. La motiline est
principalement distribuée au niveau de la muqueuse duodéno-jéjunale. Ses
récepteurs sont situés au niveau des cellules musculaires (récepteurs M) ou
des fibres nerveuses (récepteurs N) qui touchent les muscles. Les
récepteurs M et N semblent correspondre a des sous-types distincts de
récepteurs. Une des activités biologiques de la motiline est d’étre un stimulus
essentiel au contréle du CMM. Dr Poitras (1988) a proposé que les variations
cycliques de la motilinémie seraient régulées par une “horloge” biologique

intrinseéque, dont on ignore toujours la nature.

RESUME
Le présent chapitre a mis I'emphase sur les profils de motricité
digestive observés en période de jelne et suite a un repas. De plus, la
motiline a été abordée brievement puisque le laboratoire du Dr Poitras a
demontré qu'elle était une hormone impliquée dans la régulation de la
motricité interdigestive. Les concepts discutés seront utiles pour une

meilleure compréhension de notre étude.
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CHAPITRE IV: PROJET D’ETUDE

Dans le chapitre |, nous avons revu qu'il existait certains agents
pharmacologiques associés a la molécule CGRP, dont le fragment C-
terminal CGRP8-37. Ce dernier est un antagoniste spécifique pour le
récepteur de sous-type | du CGRP, mais présentant une affinité trés faible
(parfois nulle) pour le récepteur de sous-type I, tel qu’indiqué dans plusieurs
travaux, dont ceux du Dr St-Pierre, en association avec le Dr Quirion. Le
CGRP8-37, de méme que le CGRP1-37 (agoniste), peuvent étre synthétisés
en quantité suffisante pour en permettre I'étude pharmacologique, dans le

laboratoire du Dr St-Pierre.

Au chapitre ll, nous avons expliqué que le CGRP avait plusieurs effets
biologiques dans les systemes cardio-vasculaire (effets tres bien documentes
dans la littérature scientifique) et digestif (effets peu connus, mais il semble y

avoir des indications que le CGRP y exerce un effet musculaire inhibiteur).

Au chapitre lll, nous avons ouvert une parenthése a l'effet que le
laboratoire du Dr Poitras avait une expertise dans le domaine de la motiline

et tout ce qui touche la motricité gastro-intestinale.
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Enfin, on doit mentionner que Plourde et al. ont démontré, chez le rat,
que le CGRP8-37 était capable de bloquer l'action du CGRP endogéne.
Aussi, il a prouvé que le CGRP8-37 peut renverser I'inhibition de la motricité
gastrique geénérée par une chirurgie abdominale (Plourde et al.; 1993b) et
qu'il peut corriger I'hypersensibilité viscérale induite par Padministration
colique d'acide acétique (Plourde ef al.; 1997). Ces observations laissent
entrevoir la possibilité que le CGRP est impliqué dans des conditions
pathologiques, telles la gastroparésie postopératoire et/ou des problemes

nociceptifs comme le syndréme de l'intestin irritable.

L'action du CGRP chez des mammiféres autres que le rat, tels le
chien ou 'homme, reste tres peu caractérisée. Nous avons donc voulu
clarifier, au cours de ce projet de recherche, les effets digestifs moteurs et
les actions vasculaires du CGRP. Pour ce faire, nous possédions certaines
connaissances des effets biologiques du CGRP, nous avions a notre
disposition les outils pharmacologiques requis et nous pouvions bénéficier
d’une expérience de travail concernant la motricité digestive chez le chien.
Nous pouvions aussi entrevoir qu'une meilleure compréhension du CGRP

pourrait avoir des applications cliniques.
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IV.1 But

Notre etude a eu pour but de vérifier, chez le chien conscient:
— les effets digestifs moteurs (motricité interdigestive et postprandiale) du
CGRP et de son antagoniste, le CGRP8-37 et

— les effets vasculaires du CGRP et de son antagoniste, le CGRP8-37.

IV.2 Modéle animal

En vu d'atteindre ces objectifs, le modéle animal que nous avons
élaboré est décrit brievement ci-dessous.
— Nous avons utilisé des chiennes de races croisées pour I'administration iv
de salin, de haCGRP1-37 (200pmol/kg/hre) ou de haCGRP8-37
(2000pmol/kg/hre), specifique pour le récepteur de sous-type | du CGRP.

Choix _des doses: Le CGRP1-37 a été administré a une dose de 200

pmol/kg/hre (ou 0.757 ug/kg/hre ou 200 000 pM), puisqu’il a été démontré
qu'une telle dose permettait d'obtenir un effet maximal sur la sécrétion
d’acide gastrique chez le chien (Pappas et al.; 1986). Pour 'antagoniste, le
CGRP8-37, une dose dix fois supérieure a été utilisée (2000 pmol/kg/hre ou
6.25 ng/kg/hre ou 2 000 000 pM). Sachant que la concentration plasmatique
humaine de CGRP est de 0.4 a 100 pM (p.27) (chez ’homme a jeln: 6.5pM
et alimenté: 7.3 pM; p.27) et que l'affinité de I'antagoniste pour le récepteur

de sous-type | est tres forte (inférieure a 1 nM; p.41), 2000 pmol/kg/hre
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s'avere une dose efficace (pharmacologique) pour bloquer leffet de
I'agoniste endogéne et administré. Nous aurions pu choisir des doses
inférieures pour l'agoniste et l'antagoniste, mais I'étude de Pappas et al.
(1986) a eté notre outil de référence pour le choix de doses. Cette étude est
l'une des rares de la littérature scientifique & décrire un effet biologique suite
a l'injection du CGRP in vivo chez le chien. Nous avons opté pour un mode
d’administration systémique (perfusion iv) continue, car la demi-vie du CGRP
est courte (8 a 9 min;, p.27). Il est a souligner que lorsque nous avons
effectué des prélevement sanguins (de 3ml), nous avons comblé cette perte

avec un solute.

— EFFETS DIGESTIFS MOTEURS:

Activité_motrice interdigestive: enregistrement manométrique de la motricité

gastro-duodenale en permanence et prélévements sanguins aux 10 min pour

fins de quantification de |a motiline plasmatique par un RIA

| * temps

Phase IlI Phase Il 4 3 hres; 0.5 mli/min
Perfusion iv continue

Activité motrice postprandiale: mesure de la vidange gastrique d'un repas

solide (15g viande/kg) par la quantification de l'acetaminophéne plasmatigue
(préléevements sanguins aux 10 min) ingérée (975mg) avec le repas

(méthode spectrophotométrique basée sur la formation d'un complexe coloré
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suite a des modifications chimiques de I'acetaminophéne, dont I'absarbance

est traduite en unité de concentration en référence a un contrdle).

+ |l est a noter que I'acétaminophéne n'est pas absorbée dans I'estomac,
mais lest plutdt dans le duodenum. Par consequent, la concentration
plasmatique d'acetaminophéne corréle avec la vitesse de la vidange
gastrigue (Clements et al.; 1978).

« Nous avons verifié notre modele animal en perfusant de I'atropine sulfate
(15 uglkgfhre), puisgqu’il est connu gu'une telle dose ralentit la vidange

gastrique chez le chien (Katori ef al.; 1996).

Repas = rago(t de boeuf 15g/kg + 975 mg acétaminophéne

l temps
| I ¥
=30 0 120 {m"—l:]
1 Perfusion iv continue t
i |
— EFFETS VASCULAIRES:

Mesure des paramétres heémodynamiques (pressions arterielles et fréquence

cardiaque) avec un sphygmomanometre brachial automatique.

IV.3 Hypothéses
Nous avons emis deux hypothéses:
— le CGRP a un effet moteur digestif tout comme vasculaire et

—» ces deux actions pourraient &tre mediees par des recepteurs differents.



68

ARTICLE

PARTICIPATION DE L’ETUDIANT A L’ARTICLE
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décrit dans larticle ci-joint. En effet, jai fait la revue de la littérature
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techniques, analysé les résultats obtenus et rédigé l'article soumis pour fins

de publication.
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ABSTRACT

Calcitonin gene-related peptide (CGRP) is a 37 AA peptide localized in blood vessels
and nerves of the Gl tract. Activation of CGRP receptors (subtypes 1 or 2) usually induces
vasodilation and/or muscle relaxation, but its effects in dog and on gastroduodenal motility are
still unclear. This study looked for the effect of CGRP and the antagonist CGRP8-37, specific for
CGRP type 1 receptor, 1) on Gl metility (interdigestive and postprandial), and 2} on
hemedynamy, in conscious dogs. During the interdigestive pericd, the infusion of CGRP1-37
(200pmalfkg/hr) or CGRP8-37 (2000pmol/kg/hr) did not medify the duraticn of the MMC nor the
release nor the motor action of plasma motilin. The gastric emptying of a solid meal (15g
meat/kg) was reduced by the administration of CGRP1-37 (AUC: 21962288.6 vs. 3618£288.4
with saline or T%: 78+7.3 vs. 50+4.3 min; p<.01) and this effect was reversed by the antagonist
CGRP8-37. CGRP1-37 significantly (p<.01) diminished arterial pressures (118+1.6 / 64x1.4 vs.
125+1.4 / 75¢1.2 mmHg with saline) and accelerated the basal cardiac rhythm (110+1.4 vs.
83+1.6 beats/min). However, CGRPE-37 failed to biock the cardiovascular effects of CGRP1-37.
In dog, CGRP could influence digestive motility by slowing the gastric emptying of a meal
through an action on CGRP-1 receptors. Hemodynamic effects of CGRP were not blocked by

CGRP8-37 and appear therefore mediated by CGRP-2 receptor subtype.

KEYWORDS

Regulatory Peptides, Gastroduodenal motility, Gastric emptying, Motilin, Migrating Motor

Complex.
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INTRODUCTION

Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRPF) is a2 37 amine acids peptide expressad under
two molecular forms. The o form, derived from the alternative splicing of the a-CGRP/calcitonin
gene, and the p form, encoded by the B~CGRP gene, differ by 3 amino acids (position 3, 22 and
25) in human. Two CGRP receptor subtypes have now been identified, i.e. subtype 1 or 2. A

specific, competitive antagonist has been designed for the CGRP-1 receptor, CGRPB-37,

CGRP is ubiquitous in the organism, and is particularly abundant in blood vessels and in
nerves. The activation of CGRP receptors induces a vascdilation as well as chronotropic and
inotropic effects that are well defined in the rodent (for a review see ref. 3). In the
gastrointestinal tract, a-CGRP is expressed mainly in afferent neurons, while B-CGRP is
predominant in the enteric nervous system (16). According to studies mostly performed in rats,
CGRP seems to have an inhibitory influence on gastrointestinal functions (10). For example, it
has been reported that CGRP could diminish gastric emptying in vivo (22) or decrease Gl
muscle contraction in various in vitro preparations. CGRP also inhibited the secretion of gastric
acid (24), pancreatic enzymes (15), or ducdenal bicarbonate (13). Whether these actions are of
physiological relevance remains unknown, but it is likely that CGRP is involved in some
pathological conditions such as postoperative gastric ileus or nociceptive problems. Plourde st
al. indeed demonstrated that blocking the action of endogencus CGRP by the receptor
antagonist CGRP8-37 reversed the inhibition in gastric motility observed after abdominal

surgery (20) and corrected the visceral hypersensitivity induced by colonic administration of

acetic acid in rats (19).
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The action of CGRP in other mammals such as dog or man remains still poaorly
characterized. We therefore wanted to clarify the role of CGRP in conscious dogs by looking at
the effect of CGRP and of its antagonist, CGRP8-37, 1} on the gastrointestinal matility,

interdigestive as postprandial, and 2) on the vascular system.

N METHODS

Experimental Protocol

This study was approved by the Animal Ethical Board of our institution.

Studies on interdigestive motility. Gastroduodenal motility was evaluated with the
method previously described in our laboratory (21) but using a slight medification of the
recording device in order to monitor manometric instead of mycelectrical intestinal activity.
Under general anesthesia, 4 female mongrel dogs (18-28kg) were operated upon to position 4
intraluminal catheters [3 in the antrum (1.5cm apart) and 1 in the descending dugdenum]. The 4
manometric catheters were extericrized to the flank of the animal via a stainless steel cannula.
During the recording period, each catheter was linked to a manometric pump (Mui Scientific,
Missisauga, Ont.) perfusing pressure transducers connected to a physiograph (R611, Beckman

Instruments, Fullerton, Ca).

Experiments were carried out in 4 fasting dogs quietly lying in a Favlov sling. Basal
gastroduodenal motility was recorded during the 1V administration (via a front leg vein) of a
control saline solution until 2 consecutive migrating mator complexes (MMC) were seen. At the

end of the second period of antral phase | activity, a 3 hrs continuous IV perfusion was then
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started with human «—CGRP1-37 or synthetic antagonist human o-CGRP8-37 or both peptides
given concomitantly at 2 distinct perfusion sites. The occurrence of phase llls occurring during
each tested soiution was noted to calculate MMC duration and to compare it with the MMC

duration seen during the control saline period.

From a catheter installed in a rear limb vein and kept open with saline, blood was drawn

in chilled EDTA tubes every 10 min throughout the protocol. Plasma samples were conserved at
-20°C until plasma motilin was quantified by a radicimmunoassay using the antiserum 7921 as

previously described (21).

CGRP1-37 was given at a dose of 200pmol/kg/hr since this dose allowed to obtain a
maximal effect on gastric acid secretion (17). For the antagonist CGRP8-37, a dose 10 times
superior (2000pmolikg/nr) was used. Both peptides (synthesized by Dr. S. St-Pierre, Universitg
du Québec & Montréal, Canada) were diluted in 2 NaCl 0.9% solution containing 0,1% dog

plasma.

Studies on postprandial motility. Gastric emptying was evaluated following the
ingestion of a solid meal containing acetaminophen as a marker whose duodenal absorption

and subsequent plasma increase will be modulated by its gastric evacuation with the meal.

The experiments were performed on 4 conscious fasted dogs {17-22kg) that received, at
time Omin, a solid meal composed of canned food (15g/kg; Friskies Alpo beef stew, North York,
Ont) to which were mixed 975mg of powdered acetaminophen. The following test solutions were
administered IV from time -30min; 1) CGRP1-37 (200pmol/kg/hr) 2} CGRP&8-37

(2000pmol/kg/hr) 3) CGRP1-37 plus CGRP8-37 (200 and 2000pmol/kg/hr, respectively given at
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2 distinct perfusion sites) 4) atropine sulfate (15ug/kg/hr) or 5) saline 0.9% as controls. The test
perfusions were continued for 120min after the meal. Throughout the protocol, at 10min
intervals. venous blood was withdrawn, via a catheter positioned in a rear leg vein, in sodium
heparin tubes maintained at 4°C. Plasma samples were stored at -20°C until acetaminophen
assay (Diagnostic Chemicals Ltd, Charlottetown, PE) based on a spectrophotometric methed

(Roche Mira, Roche Diagnostic Systems, Nutley NJ).

Studies on hemodynamic effects. In parallel to the interdigestive maotility studies, the
hemodynamic parameters (arterial pressures and cardiac frequency) were measured with an
autormatic brachial sphygmomanometer positioned on a front leg artery (Critikon; Dinamap
model 8300). Lectures were obtained every 15 min during basal conditions and during the

tested perfusions.

Data Analysis

Interdigestive period. MMC duration was calculated by measuring the interval between
2 consecutive antral phase llls, Carrelation between peak increases in plasma motilin and the

occurrence of antral phase |1l was also verified by visual inspection of the records.

Postprandial period, Plasma acetaminophen concenirations wera expressed as 3
percentage of the maximal concentration detected in each animal during the saline control
period. The data were analyzed in two different ways: 1) by measuring the area under the curve
(AUC) for the time analysis window from 0 to 80 min or 2) by calculating the T which

represents the time (min) taken to reach 50% of the maximum acetaminophen concentration in

plasma.
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Vascular studies. Blood pressures (systolic and diastolic) and heart rate obtained

during saline control conditions were compared to those obtained during each peptide infusion.

Data were expressed as means £ SEM and analyzed by one-way analysis of variance

(ANOVA) followed by comparisons with control conditions using the Dunnett test.

RESULTS |

|
|

Digestive motor effects of CGRP1-37 and CGRP8-37

Interdigestive motility. Throughout the 3 hrs administration of CGRFP1-37 or CGRPS-
37, the mean MMC duration times were 118215.3 min (n=14) or 844£6.6 min (n=17) respectively,
compared to 91£3.2min (n=55) under basal saline conditions (NS (fig.1). During the perfusion
of CGRP1-37 or CGRP8-37, cyclic variations of plasma motilin were always phase locked with

the antral phase llis, as in narmal control situation (data not shown).

Although no statistical difference was found, CGRP1-37 seemed to have a distinct
influence on 2 populations of dogs: in 2 animals, MMCs and plasma metilin cycles always
occurred normally, while in the other 2, no MMC and no peak increase in plasma motilin were
detected during the 3 hrs infusion of CGRP1-37. As shown on fig. 2, the results were highly
reproducible in each animal, and we found no reason to explain the 2 populations responsas
that seemed in complete opposition, i.e. no influence at all vs. total abolition of plasma motilin

peaks and of antral phase llls by CGRP1-37.



9

CGRP and Gastroduodenal Motility L'Heureux et al. /7

Postprandial motility. As shown on fig.3, plasma acetaminophen reached a maximum
concentration after =80min during basal conditions, and, as expected, its plasma increase was
profoundly delayed during the administration of atropine. According to the AUC analysis (fig.4),
when compared to saline (3618+288.4), atropine (982£240.4) and CGRP1-37 (2196+288.6)
both delayed (p<0.01) the gastric emptying that was unaffected (p=0.05) by CGRPB8-37
(2890+256.8). During the infusion of CGRP1-37 plus CGRP8-37, the AUC (2791+£251.4) was
not different from saline, suggesting that CGRP8-37 was able to reverse the inhibitory effect of

CGRP1-37 on postprandial motility.

The results were similar when evaluated with the T2 data (fig.5). Compared to basal
conditions (50+4.3min), atropine considerably retarded the time to empty E0% of the sclid meal
(we arbitrarily gave a value of 200min since almost infinite values were to be extrapolated from
the data curves). When CGRP1-37 was infused, the half-emptying time was significantly
(p<0.01) increased to 78+7.3min, while CGRP8-37 given alone (59+3.8min) or in combination
with CGRP1-37 (67+5.7min) failed to modify the T2 obtained in control situation. This confirmed
that CGRP1-37 could delay the emptying of a meal, an effect that was reversed by the addition

of the CGRP receptor antagonist CGRP8-37.

Vascular effects of CGRP1-37 and CGRP8-37

Arterial pressure. As shown on fig. 8, during the 3 hrs perfusion of CGRP1-37 the
systolic (118+1.6 mmHg) and diastolic (64+1.4 mmHg) arterial pressures (n=127) were
significantly lower (p<0.01) than those measured under basal conditions (125%1.4 / 75£1.2;
n=196). CGRP8-37 had no influence on the vascular parameters (127+2.0 / 76x1.7 mmHg;

n=117). During the simultanecus perfusion of CGRP1-37 and CGRP8-37 (given at distinct
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perfusion sites), the arterial pressures (n=36) were still decreased (116+3.6, p<0.05 and 58+3.1
mmHg, p<0.01, for systolic and diastolic pressures, respectively) suggesting that CGRP8-37

was not able to block the vasodilatation induced by CGRP1-37.

Cardiac rhythm. In comparison to basal conditions (83+1.6 beats/min;n=195), the heart
rate was accelerated (p<0.01) during the perfusion of CGRP1-37 (110£1.4;n=127) and it
remained stable with CGRP8-37 (82+2.4 beats/min; n=117). CGRP8-37 failed to block the
tachycardia induced by CGRP1-37. This was true whether CGRP1-37 was injected against a
background administration of CGRP8-37 or when CGRP8-37 was perfused on a background of

CGRP1-37 (data not shown).

DISCUSSION

Our study has shown that in dog 1) CGRP1-37 did not have a significant influence on the
interdigestive motility, but 2) that it inhibited the gastric emptying of a solid meal, 3) a digestive
effect that was blocked by the CGRP type | receptor antagonist, CGRP8-37. 4) CGRP1-37 also
influenced hemodynamic parameters, decreasing the arterial blood pressure and increasing the

cardiac rhythm, but 5) these vascular effects were not antagonized by CGRP8-37.

Experiments performed in dogs had shown that CGRP had secretory effects on the
digestive system, inhibiting gastric acid secretion (17, 9) or pancreatic exocrine functions (9) as
well as stimulating secretion of water and electrolytes from the jejunum (23). CGRP could
possibly exerce a physiological influence on Gl secretion since Lawson et al. (11) have
demonstrated that the inhibition of endogenous CGRP by receptor antagonist CGRP8-37 could

increase the basal gastric acid secretion. CGRP could also have motor effects. In dogs, it
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inhibited the postprandial gallbladder motility (14), but it failed to modify the gastric emptying of
a saline solution (17). The digestive action of CGRP was also tested in other species. It lowered
the pressure of the lower esophageal sphincter in cats (18), inhibited gastric emptying {22) or
small intestinal transit in rats (12), decreased gastric and gallbladder contractility in shesps or
guinea pigs (5, 8) and reversed the postprandial motility to an interdigestive profile in rats (6).
Therefore, in agreement with prior works supporting an inhibitory motor effect of CGRF, we
have shown here that CGRP failed to have a significant effect on interdigestive motor activity,
but it decreased the gastric emptying of a solid meal. The absence of effect of CGRP8-37 on
the gastric emptying rate suggests that CGRP does not regulate meal emptying in normal
physiclogical conditions. However, CGRP could be involved in pathelegical cenditions as
suggested by Plourde ef al. (20) who showed that blocking CGRP effect by the receptor
antagonist CGRP8-37 or by CGRP monocional antibody reversed the surgery-induced

gastroparesis in rats.

CGRP receptors were identified in muscles as on nerves (10) and both receptors could
account for the inhibitory effect of the peptide. However, our experimental in vivo protocol was
not designed to determine if CGRP had an effect on smooth muscle cells and/or on nerves of
the gastrointestinal tract. Previous studies suggested that CGRP inhibition is, at least in part,
mediated by somatostatin. It has been indeed documented that CGRP decreased pancreatic
and gastric secretions or jejunal absorption in parallel to a concomitant rise in somatostatin
release in conscious dogs (9, 23). Furthermore, in vitro studies (4) suggested that a-CGRP may
exert its inhibitory secretory effect by a direct action on D cells. The motor action of CGRF we
observed in our dogs is similar to the effect achievable with somatostatin. Somatostatin is
known indeed to slow down gastric emptying and could therefore account for the postprandial
effect of CGRP noted here. During the interdigestive period, somatostatin is known to suppress

the cyclic release in plasma motilin and the asscciated gastric phase llls (21), as we observed
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here in 50% of our animals when infused with CGRP [while the other two animals sesm
unaffected by the peptide, but we found no explanation for this phenomenon although it is
known that somatostatin can have hardly predictable effects in animals, as in man, including the
stimulation of MMCs (21)]. Future studies with somatostatin antisera or antagonists could help

clarify somatostatin implication in CGRP inhibitory effect on Gl motility.

It is well recognized that CGRP is a potent vasodilator and has inotropic as well as
chronotropic effects. However, most studies have been performed in rats and little was known
about its vascular effects in dogs. In conscious rats, the administration of human «-CGRP
caused tachycardia with a fall in mean arterial blood pressure, and the infusion of human a-
CGRP8-37 succeeded in blocking these vascular effects of CGRP (7), suggesting that CGRP
receptor subtype | is present in the rat vascular system. In man, Beglinger et al. (2) have found
that x-CGRP was more potent than B-CGRP to increase blood flow in skin or carafid arteries
and to accelerate heart rate while only human B-CGRP was capable to inhibit pentagastrin-
stimulated gastric acid output. Based on the potency of CGRF « vs. 3 1o exhibit a biological
action on the different systems, the association of CGRP receptor subtype | for the
cardiovascular system and subtype Il for the gastric system was then postulated, but, to our
knowledge, CGRP8-37 has never been injected in man te verify this hypothesis. In dog, human
a-CGRP induced hypotension and tachycardia (23). CGRP also increased vertebral blood flow,
and the blockade by CGRPB8-37 supported the presence of CGRP receptor subtype | in this
vascular system (1). To the best of our knowledge, CGRPB-37 effacts on arterial tension and
heart rate in dog were unknown. According to our canine study, since CGRP antagonist
CGRP8-37 did nat block the CGRP induced fall in arterial tension and rise in cardiac rhythm, but
blocked the decrease in gastric emptying induced by CGRP we extrapolated the presence of

CGRP receptor subtype Il in the cardiovascular system and of subtype | in the gastrointestinal
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tract. The development of pharmacological tools specific for each putative receptor subtype
would help in the future for a better understanding of CGRP receptors heterogeneity through
various physiolegical systems and species, as well as in clinical application where focused

biological activity is requested.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1
Effect of CGRP1-37 (200pmolfkg/hr) and CGRP8-37 (2000pmol/kg/hr) throughout a 3 hrs

perfusion on the mean MMC duration in 4 dogs.

FIGURE 2
Effect of CGRP1-37 (200pmol/kg/hr) and CGRP8-37 (2000pmolikg/hr) throughout a 3 hrs
perfusion on individual MMCs suggesting 2 distinct populations of dogs under CGRP1-37

conditions.

FIGURE 3
Increase in plasma acetaminophen with emptying of a solid meal (15g meat/kg; given at time 0),

under perfusion of saline, CGRP1-37 (200pmol/kg/hr) or atropine (15ug/kg/hr).

FIGURE 4
Gastric emptying rate estimated by the area under the curve (AUC) of plasma increase in
acetaminophen ingested with a solid meal (15g meat/kg) for the time analysis window from 0 to

90 min. *= p<0.01 compared to control saline.

FIGURE 5
Gastric emptying rate estimated by T50% of plasma acetaminophen which represents the time
taken to reach 50% of the maximum acetaminophen concentration obtained after a solid meal

(15g meat/kg). *= p<0.01 compared to control saline.
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FIGURE &
Mean arterial pressures (systolic and diastolic) during perfusion of saline, CGRP1-37
(200pmolfkg/hr), CGRP8-37 (2000pmolikg/hr) or a simultanecus perfusion of CGRP1-37 and

CGRP8-37. *=p<0.01; #= p<0.05 compared to control saline.
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FIGURE 1

Effect of CGRP1-37 (200pmol/kg/hr) and CGRP8-37 (2000pmol/kg/hr) throughout a 3 hrs

perfusion on the mean MMC duration in 4 dogs.
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FIGURE 2

Effect of CGRP1-37 (200pmol/kg/hr) and CGRP8-37 (2000pmol/kg/hr) throughout a 3 hrs
perfusion on individual MMCs suggesting 2 distinct populations of dogs under CGRP1-37

conditions.
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FIGURE 3

Increase in plasma acetaminophen with emptying of a solid meal (159 meat/kg; given at time 0},

under perfusicn of saline, CGRP1-37 (200pmoal/kg/hr) or atropine (15ug/fkg/hr).
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FIGURE 4
Gastric emptying rate estimated by the area under the curve (AUC) of plasma increase in
acetaminophen ingested with a solid meal (15g meat/kg) for the time analysis window from 0 to

90 min. *= p<0.01 compared to cantral saline.
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FIGURE 5
Gastric emptying rate estimated by T30% of clasma acetaminophen which represents the time
taken to reach 50% of the maximum acaizminophen concentration obtained after a solid meall
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FIGURE 6

Mean arterial pressures (systolic and diastolic) during periusion of saline, CGRP1-37-

(200pmol/kg/hr), CGRP8-37 (2000pmol/kg/hr) or a simultaneous perfusion of CGRP1-37 and

CGRP8-37. *=p<0.01; #= p<0.05 compared to control saline.
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D’une part, notre étude a démontré chez le chien 1) que le CGRP1-37
ou le CGRP8-37 n‘ont pas modifie le CMM, ni la libération et ni I'action
motrice de la motiline plasmatique, 2) que le CGRP1-37 a inhibé la vidange
gastrique et 3) cet effet moteur a été bloqué par 'antagoniste du CGRP, le
CGRP8-37. En ce qui concerne les effets vasculaires du CGRP, celui-ci a 4)
diminué les pressions artérielles et augmenté la fréquence cardiagque, mais
5) ces effets n'ont pas été bloqués par 'antagoniste, le CGRP8-37. Sachant
que ce dernier est spécifique pour le récepteur de sous-type |, a la lumiere
des résultats obtenus, nous en déduisons donc que nous avons agi sur les
récepteurs de sous-type | et Il pour les systémes digestif et cardio-vasculaire,
respectivement. On se rappelle que chez le rat, les effets vasculaires,
I'inhibition de la sécrétion gastrique et de la motricité semblent mediés par le
récepteur de sous-type | du CGRP (chapitre II). Il existe une grande
variabilité entre les espéces quant au sous-type de recepteur du CGRP
impliqué pour un effet biologique spécifique. Peu d'études ont été effectuées
chez le chien, particulierement in vivo. Bien que nos résultats s'accordent en
partie sur les observations faites chez le rat, il est normal d'observer des

résultats différents pour une autre espéece.

Tel que mentionné précédemment au chapitre |, des expériences

effectuees chez le chien avaient démontré que le CGRP était responsable
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d’effets sécrétoires sur le systéme digestif comme l'inhibition de la sécrétion
d’acide gastrique ou des fonctions pancréatiques exocrines. Le CGRP
exerce fort probablement une influence physiologique sur la sécrétion d’acide
gastrique en référence a I'étude de Lawson et al. (1994) sur laquelle nous
avions mis 'emphase (chapitre Il; p.51). On se rappelle que leurs travaux
avaient montré que le CGRP8-37 inhibait les effets biclogiques du CGRP
endogene, ayant ainsi engendré une augmentation de la réponse acide. Le
CGRP a également des effets moteurs. A la lumiére de ce qui a été discuté
au chapitre |l, ces effets semblent inhibiteurs. Cependant, particulierement
pour le chien, tres peu d'études ont été effectuées. Nous démontrons ici que
le CGRP n’a pas d’effet significatif sur I'activité motrice interdigestive, mais
qu’il peut diminuer la vidange gastrique normale d'un repas solide. L’absence
d’effet du CGRP8-37 sur la vidange gastrique suggere que le récepteur de
sous-type | du CGRP n’'a pas un role physiologique dans la régulation de la
vidange d'un repas, mais il ne faudrait pas omettre que le récepteur de sous-
type Il pourrait initier une réponse physiologique. Par contre, nous ne
pouvons guere exclure la possibilité que le CGRP soit impliqué en conditions
pathologiques. D’ailleurs, au chapitre IV, nous avions mentionné une des
études du Dr Plourde (Plourde et al.; 1993b) ou le CGRP8-37 était capable

de renverser une gastroparésie induite par une chirurgie. Donc, le CGRP a
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probablement une implication dans la motricité postprandiale en conditions

pathologiques.

Se rapportant a ce qui a été mentionné au chapitre Il, le CGRP
exercerait son effet inhibiteur musculaire sur les nerfs et/ou sur les muscles.
Certes, notre protocole expérimental in vivo n'a pas été congu pour élucider
la question. |l serait intéressant d'injecter, par exemple, du TTX dans une
branche de l'artere mésentérique et de considérer comment la motricité

gastro-intestinale du segment ainsi irrigué en est affectée.

Des études précédentes ont suggéré que l'inhibition du CGRP était,
au moins en partie, médiée par la somatostatine. Par exemple, chez le chien
conscient, le CGRP diminue les sécrétions gastrique et pancréatique
exocrine et ce, en parallele a une augmentation concomitante de la relache
de somatostatine (Helton ef al; 1989). Dans une étude ex vivo (antre
gastrique de rat) par Manela et al. (1995), les auteurs ont trouvé que le
CGRP8-37 est capable de bloquer la libération de somatostatine stimulée par
une augmentation de l'acidité luminale, suggérant ainsi la participation du
récepteur de sous-type | du CGRP. L'action motrice du CGRP que nous
avons observée dans notre étude semble aussi médiée par le recepteur de

sous-type |. Puisqu’il est connu que la somatostatine ralentit la vidange
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gastrique, Il est possible que leffet moteur postprandial que nous avons
observé implique la somatostatine. L’administration d’'un anticorps de la
somatostatine serait une facon d'élucider 'implication de cette hormone en
ce qui concerne l'effet inhibiteur sur la motricite gastro-intestinale du CGRP.
Durant la période interdigestive, lors de la perfusion du CGRP, nous n'avons
pu conclure a aucun effet biologique précis, mais il semblait exister deux
populations d’'animaux. L'une ou le CGRP éliminait les phases Il tout comme
les augmentations de la motilinémie. Par exemple, pour une des chiennes,
lors d’'un protocole expérimental, durant l'initiation d’'une phase Ill du CMM,
celle-ci a eu un taux de motiline plasmatique de 351.6 fmol/ml (femtomole
par millilitre) en conditions basales, mais durant la perfusion de CGRP1-37,
la motilinémie a atteint une valeur de 278.6 fmol/ml qui n'a guere été
suffisante pour engendrer une phase Il du CMM. Chez I'autre population, les
CMM et les cycles de motiline plasmatique avaient lieu normalement. A titre
d’exemple, une des chiennes a eu une motilinémie de 142.9 fmol/ml en
conditions basales lors du début d'une phase Ill du CMM et de 138.6 fmol/ml
pendant la perfusion de CGRP1-37, ce qui a engendré une phase Ill du
CMM. Nous n’'avons trouvé aucune explication rationnnellle pour ce
phénomeéne. Poitras et al. (1980) avaient démontré chez le chien que la
somatostatine supprime la libération cyclique de la motiline plasmatique (et la

phase lll leur étant asssociée) ainsi que l'effet biologique de la motiline. Ces
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effets inhibiteurs de la somatostatine ont été obtenus a des doses variables
(de 0.625 a 5.0ug/kg/hre). On sait aussi que la réponse a la somatostatine
pourra étre variable selon la dose, les petites doses pouvant méme stimuler
'apparition des phases lll (Soudah ef al.; 1991). En clinique, les patients
traités avec de la somatostatine peuvent présenter des desordres moteurs
intestinaux trés variables. Cette variabilité dans la réponse a la somatostatine
pourrait possiblement expliquer notre observation en periode interdigestive,
ou une inhibition semblait variable et présente que chez 50% des animaux.
D’ailleurs, il aurait été intéressant de doser la somatostatine sur les
échantillons sanguins prélevés, compte tenu que laction de cette hormone
pourrait confirmer cette hypothése. N'ayant pas évalué la somatostatine
plasmatique, nous assumons que I'administration d'une dose plus grande de
CGRP1-37 aurait permis d'observer une inhibiton de la motricité

interdigestive chez tous les chiens.

Tel que décrit au chapitre Il, il est bien reconnu que le CGRP est un
puissant vasodilatateur et qu'il a des effets inotropes et chronotropes positifs
chez le rat. Par contre, chez le chien, les effets cardio-vasculaires du CGRP
étaient moins bien connus. Dans le chapitre 1, nous avions effleuré les sous-
types de récepteurs impliqués dans le systeme cardio-vasculaire. Gardiner et

al. (1990) avaient demontré chez le rat que linfusion de hCGRP-I causait
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une hypotension ainsi gu’une tachycardie et que ['administration de
hCGRP8-37 bloquait les effets vasculaires du CGRP suggérant ainsi la
présence d'un recepteur de sous-type | chez ce rongeur. Chez 'homme,
Beglinger ef al. (1991) ont montré que, comparativement au CGRP-II, le
CGRP-I était plus efficace pour augmenter le flux sanguin dans la peau et les
arteres carotidiennes, tandis que seul le hCGRP-II était capable d'inhiber la
secrétion d’acide gastrique induite par la pentagastrine. Donc, en se basant
sur l'efficacité preferentielle du CGRP | ou Il a déployer un effet, les effets
cardio-vasculaires et digestifs seraient médiés, respectivement, par les
récepteurs de sous-type | et Il chez 'homme. Enfin, Baskaya et al. (1995) ont
observé, chez le chien, que le CGRP8-37 bloquait 'augmentation du flux
sanguin vertébral causé par le CGRP1-37, suggérant la présence d'un
récepteur de sous-type | du CGRP dans le systéme cardio-vasculaire canin.
Au meilleur de nos connaissances, les effets vasculaires du CGRP8-37 chez
le chien n'ont jamais été caractérisés plus a fond. Selon notre étude, compte
tenu que le CGRP8-37 n'a pas bloque la diminution des pressions artérielles
moyennes ni 'augmentation de la frequence cardiaque induites par le CGRP,
mais qu’il a bloqué le retard de la vidange gastrique causé par son agoniste,
on en déduit que nous avons agi sur le récepteur de sous-type Il pour le
systéme cardio-vasculaire et sur le sous-type | pour le systeme digestif. li

aurait été intéressant de perfuser le [Cys(ACM2'7)]hCGRP, un agoniste
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linéaire spécifique pour le récepteur de sous-type I, afin de justifier
davantage nos conclusions concernant I'hétérogénéité des récepteurs du

CGRP.

Pour notre étude, nous avons opté pour le chien, choisi des conditions
in vivo et perfusé du CGRP humain. Toutes ces précautions sont prises, bien
sar dans le but de se rapprocher le plus possible de la physiologie humaine,
pour éventuellement découvrir des applications cliniques au CGRP. Certes, il
faut interpréter les résultats avec un oeil critique, car des differences
d’especes existent et il ne faut pas omettre que nous fravaillons avec des
doses pharmacologiques, ou les effets obtenus sont peut-étre démesurés
par rapport aux effets réels du CGRP endogéne. Suite a notre étude, nous
ne pouvons que postuler I'existence de réles physiologiques associés au
CGRP, mais pour confirmer ces roles, il aurait fallu injecter des doses
physioclogiques pour ainsi observer des réponses physiologiques. Tout
modele animal a des limites incontournables, mais nous croyons que,
somme toute, le CGRP8-37 peut représenter une avenue intéressante quant
au soulagement de la gastroparésie et des problemes d’hyperalgésie
viscérale en référence aux travaux du Dr Plourde. En ce sens, puisque notre
étude a démontré que le CGRP8-37 est en mesure de diminuer l'inhibition de

la vidange gastrique causée par le CGRP, on pourrait supposer que le
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CGRP8-37 serait capable de renverser une gastroparésie postopératoire et
ainsi contribuer a un retour précoce aux habitudes alimentaires d’'un patient.

Reste a voir ce que nous réserve la recherche dans ce domaine...
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