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r:-.;TRODUCTION 

Les benzodiazépines sont prescrites de façon très large en 

thérapeutique comme médicaments anxiolytiques, anticonvulsivants, 

sédatifs, hypnotiques et myorelaxants. 

L'activité des benzodiazépines au niveau central est plus ou moins 

marquée selon la substitution en position 7 du cycle benzénique A et/ou 

des deux positions ortho sur les cycles benzéniques C (figure 1). Leur 

spécificité d'action dépend également de ces substitutions. Ainsi 

l'activité du clonazépam par exemple s'exerce de façon spécifique au 

niveau central alors que le Ro 5-4864 (substitué en méta ou para sur le 

cycle C) est un agoniste spécifique des sites périphériques (WILLIAMS, 

1984). 

Bien que présentant une structure chimique très différente de 

celle des benzodiazépines (figure 1), le PK11195 (synthétisé par les 

Laboratoires PHARMUKA) possède une forte affinité pour les sites 

périphériques aux benzodiazépines. Antagonisant les effets du Ro 5-4864, 

l'agoniste spécifique des sites périphériques aux benzodiazépines, sur le 

myocarde de cobaye, le PK11195 interagirait avec les canaux calciques 

dépendant du potentiel. 

Le but du travail présenté est d'étudier les effets du PK11195 sur 

les mouvements de Ca dans les fibres ventriculaires de cobaye par 

l'intermédiaire du recueil des activités électriques et mécaniques ainsi 

qu'au niveau de cellules soumises à une "ischémie" entraînant une 

surcharge calcique dont l'importance peut être réduite par les 

inhibiteurs des canaux calciques tel que le vérapamil. 
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1 

Noyau benzodiazepine 

CLONAZEPAM FLUNITRAZEPAM DIAZEPAM 

PK 11195 

Figure 1 : Structure chimique du PK11195 comparée à celle de quelques 
benzodiazépines. 
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ETAT DE LA QUESTION 

I - LES RECEPTEURS AUX BENZODIZEPINES. 

Les récepteurs aux benzodiazépines (BDZ) ont été découverts bien 

après l'utilisation des BDZ en thérapeutique clinique. C'est en 1977 que 

les sites de liaison aux BDZ ont pu être identifiés et isolés, grâce à 

la technique d'autoradiographie (BRAESTRUP et SQUIRES, 1977 ; MOHLER et 

OKADA 1977). Ces sites de liaison sont localisés sur la face externe de la 

membrane des neurones ayant une haute spécificité, une forte affinité et 

une stéréospécificité pour les BDZ au niveau du système nerveux central 

(SNC) (BRAESTRUP et SQUIRES, 1977 ; MOHLER et OKADA, 1977 ; TALLMAN et 

al., 1980). 

Les premières études ont montré que les récepteurs aux BDZ forment 

une population homogène (MACKERER et al., 1978; MOHLER et OKADA, 1977). 

Plus récemment d'autres études rapportent que les récepteurs aux BDZ 

forment une population plutôt hétérogène et peuvent se trouver sous 

plusieurs types de conformations (SQUIRES et al., 1979; BRAESTRUP et 

NIELSEN, 1981 EHLERT et al., 1981). Grâce aux expériences de liaison 

utilisant des composés agonistes et antagonistes, il a pu être déterminé 

que les récepteurs aux BDZ constituent une population homogène, pouvant 

exister sous deux conformations interconvertibles d'une même protéine 

(CHIU et al., 1982 ; CHIU et al., 1983; EHLERT et al., 1983). 

A) Comp1exe acide gamma-aminobutyrigue et récepteur des benzodiazépines . 

Bien avant l'identification des récepteurs aux BDZ, SCHMIDT et al. 
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(1967) montrent que le diaz6pam (une des premiêres BDZ synthétisées) 

potentialise l'inhibition présynaptique des motoneurones dans la maëlle 

épinière de chat. Cet effet est confirmé ensuite par STATTEN et BARNES 

(1971), POLC et al. (1974), et NICOLL et ALGER, (1979). 

CURTIS et JOHNSON (1974) puis COSTA et GUIDOTTI (1975) mettent en 

évidence que l'acide gamma-aminobutyrique (GABA) est le neurotransmetteur 

inhibiteur impliqué dans la dépolarisation afférente primaire et par 

conséquent que l'effet des BDZ potentialise la transmission inhibitrice 

GABAérgique, ce qui est en accord avec les études électrophysiologiques 

(COSTA et al., 1975). Les BDZ augmentent en outre l'inhibition 

postsynaptique au niveau de divers structures du SNC (HAEFELY, 1975 

COSTA et GUIDOTTI, 1975 ; POLC et HAEFELY, 1982). 

B) Complexe récepteur benzodiazépine-acide gamma-aminobutyrigue et canal 

chlore .(Figure 2) 

L'activation des récepteurs GABAérgiques entraîne l'ouverture du 

canal chlore à travers lequel s'écoule un flux ionique selon le gradient 

électrochimique du Cl-. Celle-ci, au niveau des terminaisons axoniques 

correspond à une diminution de l'amplitude de la libération du 

neuromédiateur. Les BDZ potentialisent l'augmentation de la conductance 

membranaire induite par le GABA mais ne modifient ni la conductance 

élémentaire, ni le temps d'ouverture moyen du canal Cl- activé par le GABA 

(Mc DONALD et BARKER, 1979). Par contre la probabilité d'ouverture des 

canaux Cl- est significativement augmentée en présence du GABA et des BDZ 

(COSTA et GUIDOTTI, 1975 ; HAEFELY et al., 1975). 

Le GABA augmente l'affinité des BDZ pour leurs récepteurs 

(SKOLNICK et al., 1980), probablement par un mécanisme d'allostérie 
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Cl~ 

Figure 2 : Modèle hypothétique du fonctionnement du complexe récepteur 

GABA-Récepteur BOZ-canal chlore, d'après POLC et al., 1983. 

GABA = acide gamma-aminobutyrique, BDZ = benzodiazépine, BARB 

barbiturique, Cl = canal chlore. 
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(TALLMAN et al., 1978 ; MARTIN et CANDY, 1978; SKERRITT, 1982 ; EHLERT et 

al., 1981). De la même façon, les BDZ augmentent l'affinité du GABA pour 

son récepteur (GUIDOTTI, 1978). Récemment RICHARDS et al. (1986) 

confirment par des études de radiohistochimie et d'immunohistochimie que 

les BDZ sont fonctionnellement impliquées dans le mécanisme de couplage 

entre les récepteurs GABAérgiques et le canal chlore. L'action des BDZ est 

une modulation allostérique du système récepteur GABA-effecteur. 

C) Distribution et localisation des récepteurs aux benzodiazépines 

Grâce aux techniques d'autoradiographie utilisant comme ligands 

le H3-flunitrazépam et le H3-diazépam, on a pu visualiser sur des coupes 

de SNC, des sites de liaison aux BDZ de densité variable selon la région 

du cerveau explorée. 

Deux types de sites de liaison ont pu ainsi être mis en évidence. 

Le premier type est constitué de sites présents seulement dans le cerveau 

et considérés comme récepteurs centraux aux BDZ et par l'intermédiaire 

desquels les BOZ exercent leurs effets pharmacologiques, et 

thérapeutiques. Ces sites récepteurs sont spécifiquement reconnus par le 

clonazépam (une BDZ agoniste) et par le Ro 15-1788 (une BDZ antagoniste de 

tous les effets pharmacologiques des BZD). Le second type se compose de 

sites de liaison montrant une très faible affinité pour le clonazépam et 

une forte affinité pour le Ro 5-4864 (para 4'-chloro-diazépam, une BDZ 

spécifique des récepteurs périphériques) (SCHOEMAKER et al., 1982). Le Ro 

5-4864 est dénué des effets pharmacologiques habituels des BDZ. Cependant, 

le H3-Ro 5-4864 reconnaît dans le cerveau certains sites qui diffèrent 

fortement des récepteurs de type central alors que sous certaines 

conditions appropriées, ces derniers peuvent être modulés par le 
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r~cepteur GAUA, pur lu llulson avec des barbituriques, par la picrotoxine 

et le canal chlore, ce qui laisse supposer une structure supramoléculaire 

comme site d'action de ces substances (OLSEN, 1981 ; SPETH et al., 1980). 

La liaison du Ro 5-4864 n'est affectée par aucune de ces substances. 

La distribution régionale des sites reconnus par le Ro 5-4864 dans 

le cerveau est nettement différente de celle établie pour les récepteurs 

centraux (BRAESTRUP et SQUIRES, 1977 ; BRAESTRUP et al., 1977 ; SPETH et 

al., 1980; SQUIRES et BRAESTRUP, 1977). Ainsi la plus forte densité de 

liaison est trouvée dans le bulbe olfactif et la plus faible dans le 

cortex cérébral, le striatum et l'hippocampe (SPETH, 1980; RICHARDS et 

al., 1982). Les sites reconnus par le Ro 5-4864 sont associés de façon 

prédominante avec la névroglie (GALLAGER et al., 1981). Ces sites sont 

modulés daïs certaines conditions pathologiques (SCHOEMAKER et al., 1982 

1982) ; ainsi une augmentation de la liaison du Ro 5-4864 est observée 

dans la maladie de HUNTINGTON et peut reflèter une prolifération des 

cellules gliales (SCHOEMAKER et al., 1982). 

Grâce à l'analyse thermodynamique, le Ro 5-4864 a été identifié 

comme agoniste des récepteurs périphériques aux BDZ par analogie avec les 

modifications thermodynamiques enregistrées lors de l'intéraction des 

récepteurs béta-adrénergiques et des récepteurs centraux aux BDZ avec 

leurs agonistes et antagonistes respectifs (WEILAND et al., 1979 MOHLER 

et RICHARDS, 1981). Les sites de liaison reconnus par le Ro 5-4864 et ne 

retenant pas les ligands centraux comme le clonazépam ou le Ro 15-1788 

sont largement répartis au niveau de tissus périphériques dans 

l'organisme. Ces sites dits périphériques ont été identifiés dans le coeur 

(DAVIES et HUSTON, 1981 ; MARANGOS et al., 1982 ; Le FUR et al., 1983 ; 

ANHOLT et al., 1984 ; De SOUZA et al., 1985), les poumons (MARANGOS et 

al., 1982 ; ANHOLT et al., 1984 ; De SOUZA et al., 1985), les surrénales 
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(MARANGOS et al., 1982 ; ANHOLT et al., 1984 ; De SOUZA et al., 1985), les 

testicules et le foie (ANHOLT et al., 1984 ; De SOUZA et al., 1985), 

l'épithélium nasal et la langue, les cellules pituitaires (SCHOEMAKER et 

al., 1982 ; De SOUZA, 1985), les glandes salivaires (De SOUZA et al., 

1985), les mastoides (TANIGUCHI et al., 1980), les plaquettes (WANG et 

al., 1980), dans le cerveau également, au niveau des cellules gliales, des 

plexus choroides et de l'épiderme ventriculaire (SCHOEMAKER et al., 1981, 

1982, 1983 ; MARANGOS et al., 1982 ; RICHARDS et al., 1982 ; GEHLERT et 

al., 1983; BENAVIDES et al., 1983b ; ANHOLT et al., 1984 ; De SOCZA et 

al., 1985) et aussi dans la moëlle épinière. 

D) Propriétés des sites périphériques aux benzodiazépines • 

Ces sites diffèrent fondamentalement des sites centraux identifiés 

par leurs propriétés biochimiques et pharmacologiques. Ils ne sont pas 

dépendants du GABA (TANIGUCHI et al., 1982). Jusqu'à présent, ces sites de 

liaison n'étaient pas considérés comme des récepteurs mais seulement comme 

des accepteurs (RICHARS et al., 1982) car aucun rôle physiologique ne 

leur était connu. Cependant des travaux rapportent une variation du nombre 

de ces sites dans des conditions pathologiques chez l'animal dans le cas 

de l'hypertension (REGAN et al., 1980; TANIGUCHI et al., 1981), de 

diabète insipide (Del ZOMPO et al., 1984). Cependant la signification de 

cette variation, cause ou conséquence, n'est pas déterminée de façon 

précise. 

Récemment, des études de localisation dans les tissus ont permis 

d'approcher le rôle physiologique de ces sites qui sont maintenant 

considérés comme des récepteurs (RICHARDS et al., 1986). Dans le rein, ils 

sont concentrés dans le tube contourné distal du cortex rénal et dans la 
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portion épaisse ascendante de l'anse de Henlé de la médulla (GEHLERT et 

al., 1983 ; BUTLEN, 1984). Dans la glande surrénale, les récepteurs sont 

présents dans le cortex mais absents dans la médulla (BENAVIDES et al., 

1983 ; De SOUZA et al., 1985). Dans les testicules, ils sont localisés 

dans les cellules du tissu interstitiel et dans les tubes séminifères mais 

en très faible densité (De SOUZA et al., 1985). Dans ces glandes 

endocrines, les récepteurs semblent être associés avec les cellules 

stéroidogènes (ANHOLT et al., 1985). 

En étudiant systématiquement la source primaire en énergie 

métabolique, ANHOLT et al. (1985) essaient de distinguer et de discriminer 

les tissus à haute et à faible densité en récepteurs périphériques. Les 

tissus à faible densité en récepteurs périphériques tels que le cerveau, 

les muscles striés (squelettiques) et lisses (intestinaux) dépendent pour 

leur énergie de la consommation de glucose. Au contraire, le cortex 

surrénal, la peau et le muscle cardiaque tirent leur énergie métabolique 

de la phosphorylation oxydative active. Une relation entre les récepteurs 

périphériques aux BDZ et le métabolisme en aérobie obligatoire pourrait 

expliquer la grande richesse en sites du muscle cardiaque et la pauvreté 

des muscles squelettique et lisse. La localisation différentielle des 

récepteurs périphériques dans le rein est en accord avec cette suggestion. 

En effet, les portions de rein qui sont responsables du transport des ions 

Na+ et de l'eau sont les plus riches en récepteurs et contiennent la plus 

haute densité en mitochondries. 

E) Interférence du Ro 5-4864 avec les canaux calciques de cellules 

cardiaques • 

Sur le muscle papillaire de cobaye, MESTRE et al. (1984) ont 

montré que le Ro 5-4864 diminue de façon "dose-dépendante" la durée du 
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potentiel d'action et l'amplitude de la force contractile, ces effets 

étant de moindre degré avec le diazépam et nuls avec le clonazépam. 

L'augmentation de la concentration extracellulaire en Ca2+ inverse l'effet 

inotrope négatif du Ro 5-4864. 

D'autre part les effets du Ro 5-4864 au niveau cardiaque sont 

antagonisés par un composé sans relation structurale avec les BDZ, mais 

présentant une haute affinité pour les sites périphériques aux BDZ, le 

PK11195 (Le FUR et al., 1983). 

F) Propriétés de l'antagoniste périphérique des benzodiazépines, le 

PK11195 • 

Bien que de structure chimique très différente de celle des BDZ 

(figure 1), le PK11195 possède une haute affinité pour les sites 

périphériques aux BDZ. Il est capable d'antagoniser les effets dépresseurs 

des inhibiteurs du canal calcique (MESTRE et al., 1985) ainsi que les 

effets stimulants d'une dihydropyridine agoniste, le BAY K 8644. 

L'interaction des récepteurs périphériques aux BDZ avec les canaux 

calciques a été dès lors avancée comme possible et responsable des effets 

pharmacologiques de ces substances. 

Par la méthode d'autoradiographie, Le FUR et al. (1983) ont pu 

visualiser au niveau des coupes de coeur de rat et par codage en couleur, 

la densité de liaison au H3-PKlll95. Celle-ci est plus importante au 

niveau des ventricules que dans les oreillettes. La répartition des sites 

diffère selon l'espèce animale, elle est inhomogène chez le rat et 

homogène chez le chien. Au niveau subcellulaire, la localisation des sites 

est importante au niveau du sarcolemme, plus modeste dans le réticulum 
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sarcoplasmique, et accessoire dans les mitochondries. 

Le PK11195 se lie aux membranes cardiaques avec une très grande 

affinité.(KD = 10-9 M) (Le FUR et al., 1983a), cette liaison étant 

réversible. La densité des sites de fixation déduite de l'analyse des 

cinétiques de saturation selon la méthode de SCATCHARD est semblable d'une 

espèce animale à l'autre. Les sites de liaison de H3-PK11195 présentent 

les caractéristiques pharmacologiques spécifiques des sites périphériques 

aux BDZ. La liaison du H3-PK11195 et du H3-Ro 5-4864 au niveau des 

membranes myocardiques est déplacée par les mêmes substances et avec la 

même efficacité (Le FUR et al., 1983b). Le PK11195 apparaît ainsi aussi 

actif que le Ro 5-4864. 

Les sites périphériques aux BDZ sont marqués dans le rein, le 

coeur et le' cerveau de chat et de souris par injection intraveineuse de 

H3-PK11195 et de H3-Ro 5-4864. La spécificité de ce marquage est démontrée 

par l'ordre dans lequel sont déplacées les substances étudiées. Le FUR et 

al. (1983a) montrent que le déplacement est le même pour les deux 

ligands. 

Le PK11195 est inactif vis-à-vis des récepteurs centraux aux BDZ 

même à une concentration aussi élevée que 1.10-5 M, elle est 10 000 fois 

supérieure à celle active sur les sites périphériques cardiaques. Cette 

absence d'effet a été démontrée sur des membranes du cortex cérébral de 

rat qui n'est pas modifiée par le PK11195. Le PK11195 ne modifie pas la 

liaison du H3-flunitrazépam aux sites centraux des BDZ. 

L'intéraction du PK11195 avec le récepteur périphérique aux BDZ a 

été comparée avec celle du Ro 5-4864. L'affinité du PK11195 demeure 

constante entre +4°C et +37°C, alors que celle du Ro 5-4864 varie en 

raison inverse de la température (Le FUR et al., 1983c). Traduits en terme 

de thermodynamique, ces résultats suggèrent que la liaison du PK11195 avec 
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le récepteur périphérique aux BDZ s'effectue avec une variation d'entropie 

du système c'est-à-dire qu'il n'y a pas de modification dans la 

conformation des sites, contrairement à la liaison du Ro 5-4864 qui, 

s'effectuant avec une variation d'enthalpie, induit des changements de ces 

sites. Ces résultats sont en accord avec le modèle à 2 étapes proposé pour 

les béta-récepteurs (wtiLAND et coll., 1979, 1980). 

1 2 
L + R ( ) LR < ) LR ' 

où Lest le ligand, R le récepteur et R', l'état de la protéine récepteur 

induit par l'agoniste. Dans ce modèle, les antagonistes participeraient 

seulement à la réaction 1 avec peu ou pas de variation d'enthalpie et une 

grande augmentation d'entropie. Les agonistes participeraient aux 2 

réactions 1 et 2 induisant un changement de conformation du récepteur à 

R', cette réaction 2 aurait une enthalpie négative. 

G) Interaction des récepteurs aux benzodiazépines périphériques avec le 

PK11195 • 

Le Ro 5-4864 agit au niveau du myocarde de cobaye en provoquant un 

raccourcissement des durées du potentiel d'action et une diminution de 

l'amplitude de la force de contraction du muscle papillaire de cobaye. Ces 

effets sont antagonisés par un composé sans relation structurale avec les 

BDZ. Comme le PK11195 n'a aucun effet sur la restauration de l'activité 

électrique en milieu riche en potassium par un béta-adrénergique et qu'à 

l'inverse il s'oppose aux effes du BAY K 8644, il est ainsi proposé que 

les canaux qui dépendent du potentiel sont concernés alors qu'un effet sur 

les canaux "récepteurs dépendants" est écarté. 
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II - LES CANAUX CALCIQUES. 

Les travaux réalisés en voltage imposé sur des fibres de Purkinje 

(REUTER et al., 1967) et sur d'autres préparations (ROUGIER et al., 1969 

BEELER et REUTER, 1970 ; NEW et TRAUTWEIN, 1972) ont montré l'existence 

d'un courant entrant lent de calcium appelé Isi ("slow inward current"). 

Ce courant est augmenté par l'élévation de la concentration 

extracellulaire en calcium et par les catécholamines, il est aboli en 

milieu sans Ca ou en présence de cations divalents tels que le Mn2+, le 

Co2+, le Ni2+. Il est porté principalement par les ions Ca2+ et selon les 

préparations également par les ions Na+. Le degré de cette participation 

sodique serait différent selon les régions myocardiques et les espèces 

animales: Le courant entrant lent de Ca (ICa2+) est en grande partie 

responsable de la phase du plateau du potentiel d'action (Mc ALLISTER et 

al., 1975 BEELER et REUTER, 1977). Son rôle est fondamental dans la 

conduction de l'impulsion dans les tissus cardiaques nodaux (NOMA et 

al., 1977 ; BROWN et Di FRANCESCO, 1980). Cependant les mesures des 

seuils des constantes de vitesse d'activation et d'inactivation ont montré 

d'importantes variations selon les préparations et les conditions 

expérimentales. 

Récemment l'affinement des méthodes de mesures et l'utilisation de 

préparations unicellulaires ont permis de mettre en évidence l'existence 

d'au moins deux types de canaux calciques permettant de mieux comprendre 

l'hétérogénéité des résultats concernant les mesures de ICa2+. LEE et 

SPINDLER (1983) montrent sur des cellules isolées de ventricule de cobaye 

l'existence de 2 pics de courants entrants quand le courant de Na+ est 

bloqué par la tétrodotoxine (TTX). Plus récemment, BEAN (1985) rapporte 

l'existence de 2 courants entrants de Ca au niveau des cellules isolées 
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d'oreillette de chien : le premier s'active pour une valeur de potentiel 

de l'ordre de -40 mV et s'inactivant rapidement alors que le second plus 

lent s'active vers une valeur moindre de l'ordre de -20 mV, s'inactivant 

beaucoup plus lentement. Sur des myocytes ventriculaires de cobaye, NILIUS 

(1985) enregistre également 2 courants distincts ayant les mêmes 

caractéristiques que celles décrites par BEAN (1985), la composante lente 

étant préférentiellement bloquée par le Cd2+ (NILIUS, 1985). 

Quant au courant calcique rapide, il est insensible à la TTX, aux 

dihydropyridines, et à l'isoprotérénol (BEAN, 1985). Il est par contre 

bloqué par les ions Co2+ (BEAN, 1985). 

Quant au courant calcique lent, NILIUS et al. (1985) observent 

qu'il est plus ample lorsque les ions Ba2+ remplacent les ions Ca2+ comme 

transporteur de charges. De même il s'inactive pour des potentiels peu 

négatifs. Il est de plus bloqué par les dihydropyridines antagonistes et 

le Cd et augmenté par une dihydropyridine agoniste, le BAY K 8644. (Fig.4 et 5) 

Rôle de chacune des composantes du courant entrant global de calcium dans 

le couplage excitation-contraction • (figure 3) 

En étudiant l'effet de microinjections de calcium sur des fibres 

pelées de Purkinje, FABIATO (1985) montre que le Ca entrant dans la 

cellule par les canaux calciques rapides déclenche la contraction selon le 

mécanisme de "Ca2+-induced Ca2+ release" c'est-à-dire une libération de Ca 

par le réticulum sarcoplasmique (RS). Il montre en outre que le mécanisme 

de "calcium-induced calcium release" n'est pas dû à une variation en 

valeur absolue de la concentration de Ca extraréticulaire mais plutôt à 
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• • 1 Ca-r 1 Ca-a 

cAMP 

• Ca INDUCED Ca RELEASE • - -- -- -MYOFIBRILLE 

Figure 3 : Représentation schématique des deux types de courants de Ca2+. 

ICaf = courant rapide de Ca2+, ICas = courant lent de Ca2+, Ca-CaM = 

Ca-calmoduline. 
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Figure 4: Site d'action des substances pharmacologiques au niveau de 

récepteurs membranaires dont dépend le fonctionnement du canal calcique 

lent. 
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Figure 5 : Représentation schématique du mode de fonctionnement des canaux 

calciques. 
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la vitesse de cette variation. Ce dernier auteur montre que si le RS de 

ces fibres pelées est détruit, le courant entrant rapide ne produit plus 

aucune contraction, par contre le courant entrant lent produit encore une 

tension mécanique qui peut en plus être maintenue. Le Ca véhiculant le 

courant entrant lent peut donc provoquer une contraction par activation 

directe des protéines contractiles. 

Récemment HONORE et CHALLICE (1985a, b) et HONORE et al. (1986a, 

b, ) décrivent des contractions biphasiques sur le muscle papillaire de 

cobaye. Ils montrent que la première et la seconde composante de 

contraction présentent respectivement les mêmes sensibilités aux 

manoeuvres pharmacologiques que les courants entrants rapides et lents de 

Ca. De ce fait, ils imputent la première composante à l'entrée de Ca par 

le canal calcique rapide déclenchant une sortie de Ca réticulaire et la 

seconde composante à une entrée de Ca par le canal lent activant 

directement les protéines contractiles. 

III - ISCHEMIE ET SURCHARGE CALCIQUE. 

L'ischémie myocardique survient à la suite d'un déséquilibre entre 

la demande et les apports d'énergie. La protection du myocarde "ischémié" 

a donné lieu à un nombre important de travaux expérimentaux ou cliniques 

concernant des substances qui permettent soit de diminuer les besoins en 

particulier oxygénés du myocarde, soit de s'opposer à la diminution des 

apports. On sait que la surcharge calcique lors de l'ischémie est l'un des 

facteurs qui conduit à la nécrose cellulaire (FLECKENSTEIN, 1971). Les 

antagonistes du Ca (parmi les substances largement utilisées en 

thérapeutique) en s'opposant à la surcharge calcique, diminuent la fuite 
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enzymatique qui est un indice de nécrose tissulaire (LA DUE et al., 1955). 

A- Les modifications intracellulaires de l'ischémie • 

En aérobiose, le coeur utilise les acides gras libres (AGL) (OPIE, 

1968, 1969). Cet emploi préférentiel des AGL est lié à l'activité de 

différents systèmes enzymatiques. Les AGL qui entrent dans la cellule sont 

incorporés aux triglycérides (TG) ou transformés en Acyl-CoA ; ces 

Acyl-CoA sont transférés du cytoplasme aux mitochondries par le système 

transporteur Acyl-CoA carnitine transférase où ils sont incorporés au 

cycle de Krebs. L'oxydation des AGL s'oppose à la glycolyse par inhibition 

de plusieurs enzymes dont la pyruvate déshydrogénase (CRASS et al., 1969). 
,; 

Ces régulations métaboliques privilégient l'utilisation des AGL aux dépens 

des substrats hydrocarbonés. 

Lors de l'ischémie, l'oxydation des AGL et le système 

' 
acyl-carnitine-transférase sont inhibés entraînant une accumulation de 

molécules d'Acyl-CoA (SOBEL et al., 1978 ; OPIE, 1979) qui diminue le 

métabolisme des AGL entrant dans la cellule et favorise la fuite des AGL 

dans le compartiment extracellulaire. Cette accumulation des AGL dans le 

liquide extracellulaire (COWAN et VAUGHAN-WILLIAMS, 1977 ; KARAGUEUZIAN et 

al., 1982) favorise la survenue d'arythmies et induit des altérations 

électrophysiologiques in vitro semblables à celles enregistrées in vi-

vo (CORR et al., 1984 ; CLARKSON et TEN EICK, 1983). 

En anoxie et partiellement en ischémie, le glucose ne subit 

plus son métabolisme oxydatif (SCHEUER, 1977) ; les mécanismes suivants 

signalent cette déviation métabolique : 

-la quantité d'ATP synthétisée diminue en anoxie ainsi que la quantité 
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d~s dérivés phosphatés intermédiaires (le glucose-6-phosphate en 

particulier) (NEELY et al., 1970) entraînant de ce fait l'inhibition de 

l'hexokinase et favorisant le captage du glucose par la cellule, 

-les produits de la dégradation de l'ATP (ADP, AMP •.• ) activent la 

phosphofructo-kinase qui est en outre non inhibée du fait de la diminution 

de la concentration d'ATP. 

En ischémie, l'apport d'oxygène est non seulement réduit mais les 

catabolites sont en plus mal éliminés du fait d'un mauvais drainage du 

myocarde, ainsi l'acide lactique s'accumule et le pH diminue (COBBE et 

POOLE-WILSON, 1979, 1980), dans ces conditions l'inhibition de la 

phosphorylase-kinase diminue la glycogénolyse s'opposant à la 

transformation de la phosphorylase ben a. Le peu d'oxygène disponible est 

davantage utilisé pour l'oxydation du glucose que pour celle des AGL. Ce 

fonctionnement est l'inverse de celui observé dans des conditions 

physiologiques. 

L'ischémie a donc pour effet immédiat de ralentir le métabolisme 

oxydatif et de diminuer la concentration en ATP intracellulaire. 

L'intensité de cette déplétion en ATP permet de discriminer les cellules 

qui sont encore dans la phase réversible de l'ischémie des cellules qui 

ont franchi ce cap pour passer dans la phase irréversible. Dans cette 

deuxième éventualité, elles sont vouées à la mort et aucune manoeuvre 

pharmacologique ou autre (reperfusion •.• ) ne sera efficace. Ainsi REIMER 

et al. (1983) ont montré chez le chien soumis à un infarctus expérimental 

par la ligature d'une artère coronaire que cet état est atteint en 40 

minutes environ la concentration en ATP intracellulaire diminue et est de 

l'ordre de 10% de la valeur physiologique. 
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B- Répercussions de l'ischémie sur les translocations du calcium. 

Les modifications de translocation calcique intracellulaire 

seraient à l'origine de la perte de l'activité contractile. Les 

potentiels d'action des cellules ischémiées sont en effet plus courts à 

tous les niveaux de la repolarisation et notamment lors de la phase du 

plateau où le courant entrant lent de calcium est activé (CHESNAIS et al., 

1975). La quantité de calcium qui entre dans la cellule par ces canaux 

"voltage-dépendants" est plus faible en ischémie et de ce fait 

insuffisante pour déclencher les processus biochimiques de la contraction. 

L'acidose entraînée par l'ischémie exerce un effet inotrope négatif 

(BROWN et al., 1952) en diminuant ICa2+ comme l'ont montré KOHLHARDT et 

al. (1976)~ D'autre part les ions H+ qui s'acccumulent dans les cellules 

ischémiées entrent en compétition avec cet élement au niveau de la 

troponine (KATZ, 1973 ; BRAUNWALD, 1976). 

L'ischémie cardiaque entraîne une souffrance cellulaire qui 

augmente la perméabilité membranaire vis-à-vis des enzymes cytoplasmiques. 

La nécrose cellulaire libère instantanément ces enzymes dans l'espace 

extracellulaire ; elles diffusent alors dans le plasma. Lorsque l'on 

suspecte cliniquement un infarctus du myocarde, les enzymes cardiaques 

suivantes peuvent être dosées dans le plasma pour confirmer le dignostic 

- CK = CPK 

- CK-MB 

- GOT 

LDH 

- HBDH 

créatine kinase = créatine phosphokinase 

correspond à l'isoenzyme cardiaque de la CK 

Glutamate Oxalate Transaminase 

Lactate déshydrogénase 

correspond surtout à l'isoenzyme 1 de la LDH, présente en 
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grande quantité dans le myocarde. 

La diminution de l'activité créatine phosphokinasique myocardique 

est en rapport avec la taille de l'infarctus (KJEKSHUS et SOBEL, 1970 

SHELL et al., 1971, 1972). L'intensité de la déplétion est de même en 

relation avec l'étendue de l'atteinte histologique (MAROKO et al., 1971 

GI~KS et al., 1972). 

Pour HEARSE et HUMPHREY (1975), le début de la perte de CK 

coincide avec l'instant où les dommages cellulaires deviennent 

irréversibles SHELL et SOBEL (1976) quant à eux, considèrent la fuite 

des CK hors des cellules comme un indice de mort cellulaire plutôt que de 

simple lésion membranaire. Par contre, WALDENSTROM et al. (1977) admettent 

que des cellules réversiblement lésées peuvent déjà laisser échapper des 

enzymes. WILKINSON et ROBINSON (1974) suggèrent que la baisse du taux 

d'ATP intracellulaire en hypoxie serait un élément du relargage 

enzymatique. 

Les CK et les GOT sont les premières enzymes à apparaître dans le 

plasma. Au moment du pic, ces deux enzymes présentent une augmentation 

relative identique du taux de base, mais l'activité des CK y est de 350 

mU/ml et celle des GOT de 100 mU/ml. Comme nos expériences sont limitées 

dans le temps et s'adressent à un fragment de myocarde de petite 

dimension, il nous à semblé plus judicieux de doser les CK comme marqueurs 

de 1 'atteinte ischémique. 
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C - La reperfusion des territoires ischémiés • 

Le rétablissement de la perfusion coronaire a pour objectif de 

diminuer l'étendue de la nécrose tissulaire. Cependant les résultats sont 

contradictoires. Dans certains cas la reperfusion peut maintenir en vie 

des tissus modérément atteints et diminue la taille de l'infarctus, dans 

d'autres cas, on observe plutôt une augmentation de la zone nécrosée et 

l'aggravation des troubles du rythme dus à l'ischémie. Ce phénomène est 

voisin de "l'oxygen paradox" qui est lui même proche du "calcium paradox" 

(HEARSE et al., 1978). 

D- Le PK11195 et l'ischémiemyocardique. 

MESTRE et al. (1985) montrent que le PK11195 exerce un effet 

protecteur vis-à-vis des arythmies ventriculaires des phases précoce et 

tardive suivant un infarctus expérimental vis-à-vis de la fibrillation 

ventriculaire consécutive à la reprise de l'irrigation coronaire. Par contre 

le PK11195 ne possède aucun effet antiarythmique ou vasodilatateur. 

A partir de ces résultats, il nous a semblé intéressant d'étudier 

l'effet du PK11195 dans des situations où le fonctionnement des canaux 

calciques est impliqué et en particulier : 

- en milieu standard, 

- en milieu hyperpotassique : la dépolarisation du myocarde par une élévation 

de la concentration extracellulaire en K+ permet d'inactiver la conductance 

sodique et d'obtenir des activités électriques et mécaniques qui ne dépendent 

que de l'influx calcique transmembranaire. La mesure de certains paramètres 
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électriques du potentiel d'action et de la réponse mécanique permet d'estimer 

les modifications de 1 'influx de Ca2+. Ainsi la vitesse maximale de 

dépolarisation et l'amplitude du potentiel d'action peuvent être prises comme 

indices représentatifs de l'intensité de l'influx de Ca2+, 

- en milieu ischémique. 
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MATERIELS ET METHODES 

Les expériences sont réalisées sur des fragments de coeur de cobaye. 

Les animaux sont assommés puis saignés. Le coeur est rapidement prélevé et 

plongé dans une solution de Tyrode oxygénée par un mélange à 95% d'oxygène et 

5% de dioxyde de carbone. 

A - Etudes des activités électriques et mécaniques 

Un muscle papillaire de ventricule droit est prélevé avec soin puis 

transporté dans une cuve expérimentale où il est épinglé. La cuve comporte 

trois compartiments : un compartiment d'arrivée du liquide de perfusion, un 

compartiment central (3ml) où se trouve la préparation et un compartiment 

d'évacuation du liquide physiologique, relié à une trompe à vide. La cuve 

expérimentale est perfusée à débit constant (4 ml.min-1) par une solution 

oxygénée de Tyrode dont la composition est donnée dans le tableau I. Le pH de 

cette solution est de 7,35 ± 0,05. En normoxie, la p02 a pour valeur 570 ± 10 

mmHg et la pC02 34 ± 2 mmHg. La température est maintenue constante grâce à 

un système thermostatique à 36,5 ± 0,5°C, 

- Stimulation électrique de la préparation 

Les électrodes de stimulation sont constituées de 2 fils d'acier 

téflonnés de 0,1 mm de diamètre, isolés sauf à leur extrêmité, appliqués au 

moyen d'un micromanipulateur à la surface de la préparation. Elles sont 

reliées à un stimulateur GP1-GE 219-CRE. La durée du choc est de 2 ms et 

l'intensité choisie est double de l'intensité seuil. La fréquence de 

stimulation dans les conditions standard de stabilisation est de 1 Hz. 



Na+ K+ Ca2+ Cl- Mg2+ H2P04- IIC03- Ba2+ TEA ISOPR Glc 

Solution de Tyrode 135 4 1 '8 117,8 1 1 '8 25 0 0 0 11 
Standard 

Solution Hyperpotassique 135 22 1 '8 117,8 1 
de PA dépolarisés (1) 

1,8 25 0,2 0 0 11 

Solution Hyperpotassique 135 22 1 '8 117,8 1 1 '8 25 0 0 1.10-6M 11 
de contraction biphasique 

(2) 

1 

Lù 
>---' 

Solution Hyperpotassique 135 22 1 '8 117,8 1 
de contraction biphasique 

1 '8 25 0 5 3.10-8 11 

(3) 

Tableau I Composition des solutions utilisées 

(Donnée en mM) 
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Recueil de l'activité mécanique 

Le muscle papillaire est accroché par sa partie tendineuse à un 

transducteur (Bio Science, UF1) fixé à un micromanipulateur, relié à son 

amplificateur. La base du muscle est épinglée sur le fond de la cuve 

expérimentale. 

Le muscle papillaire est étiré avec précaution grâce au 

micromanipulateur jusqu'à ce que soit atteinte la contraction d'amplitude 

maximale (maximum de la tension - longueur). Puis le muscle est stabilisé en 

solution de Tyrode pendant 60 minutes. Durant cette période, le muscle est 

stimulé électriquement à la fréquence de 1 Hz. 

-Recueil de l'activité électrique 

L'activité électrique est enregistrée à l'aide d'une microélectrode de 

verre étiré, remplie de KCl 3M, de résistance de pointe comprise entre 10 et 

20 méghoms. La microélectrode est reliée à un adaptateur d'impédance (WPI, 

modèle 750). L'électrode indifférente impolarisable est constituée d'un fil 

d'argent chloruré, reliée à la cuve expérimentale par l'intermédiaire d'un 

pont de KCl 3M gélosé. Un amplificateur opérationnel est utilisé pour 

maintenir le potentiel extracellulaire au potentiel de terre. Le courant de 

stimulation mesuré par l'intermédiaire de la chute de tension qu'il provoque 

aux bornes d'une résistance est comparé à celui délivré par un générateur de 

tension rectangulaire par l'intermédiaire d'un 2ème amplificateur 

opérationnel. 

- Enregistrement et mesure des paramètres 

La contraction et l'activité électrique sont enregistrées 

simultanément sur un oscilloscope à mémoire Tektronix 5111 et sur un 

enregistreur à plume (GOULD, KEN28/216), à 2 voies. L'activité électrique est 
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en outre recueillie et traitée par un système d'acquisition et de traitement à 

haute résolution (AQUITEC SK64 Micromed). Un microprocesseur analyse les 

potentiels d'action (PA) de 10 en 10% de la phase de dépolarisation et calcule 

à chacun de ces niveaux de potentiel de membrane les vitesses de 

dépolarisation et de repolarisation et les durées de dépolarisation et de 

repolarisation. 

- Mise en solution des substances étudiées 

Le PK11195 se présente sous forme d'une poudre blanche insoluble dans 

l'eau, il est dissous dans une solution de dimétyl-sulfoxide (DMSO), le 

pourcentage de DMSO dans le liquide de Tyrode est alors de 0,13 p 100. 

Le vérapamil (Isoptine R, soluté injectable) est dilué dans le liquide 

de Tyrode. 

La nifédipine (Adalat, soluté injectable) est diluée dans le liquide 

de Tyrode. Sensible à la lumière elle est protégée par un film de papier 

alumminium et conservée à l'abri de la lumière. 

Le BAY K 8644 se présente sous forme d'une poudre jaune que l'on 

dissout dans du DMSO dilué initialement dans de l'eau distillée (0,1 p 100), 

le pourcentage final de DMSO dans le liquide de Tyrode est de 0,3 p 1000. La 

solution étant sensible à la lumière, elle est protégée de la même façon que 

la nifédipine. 

Lors d'essais préliminaires, l'influence des effets du PK11195 sur 

l'action du vérapamil sur les cellules myocardiques de papillaire de cobaye a 

été recherchée soit en ajoutant au liquide de Tyrode le PK11195 avant le 

vérapamil (traitement préventif) soit en ajoutant le PK11195 après 

l'intallation des effets du vérapamil (traitement curatif). Le PK11195 s'est 

avéré dépourvu d'effet vis-à-vis du vérapamil lors du traitement curatif alors 
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qu'en traitement préventif il s'oppose de façon notable aux effets du 

vérapamil. 

PROTOCOLES EXPERIMENTAUX 

L'étude des effets du PK11195, du vérapamil, de la nifédipine et du 

BAY K 8644 est réalisée sur des cellules normales et sur des cellules 

dépolarisées. 

1) en milieu normal : après une durée de stabilisation de 60 minutes, 

la substance à étudier est perfusée pendant 60 minutes. Les activités 

électriques et mécaniques sont enregistrées toutes les 15 minutes. 

L'influence du PK11195 sur les effets du vérapamil, de la nifédipine et du BAY 

K 8644 est reche~·chée dans une autre série d'expériences. Le PK11195 est 

perfusé durant 60 minutes, puis une solution contenant à la fois le PK11195 et 

la substance à étudier est perfusée. 

2) en milieu hyperpotassigue : l'élévation de la concentration 

extracellulaire en potassium rend la préparation inexcitable du fait de 

l'in~ctivation de la conductance membranaire au sodium. l'excitabilité 

membranaire peut être restaurée de plusieurs manières. Nous avons choisi 

l'addition de baryum: INAZAWA et EHARA (1980) ont montré que l'addition de 

faibles concentrations de Ba2+ (0 1 2 mM) à des milieux riches en K+ diminue le 

seuil d'excitation en réduisant la conductance membranaire au K+, et 

transforme la réponse graduée et décrémentielle en une réponse tout ou rien. A 

cette faible concentration, le Ba2+ ne participe pas au courant entrant de 

Ca2+. 

Dans une première série d'expériences, après une période de 

stabilisation de 60 minutes dans les conditions standard, les préparations 

sont perfusées par une solution hyperpotassique de type 2 (voir tableau I) 
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pendant 60 minutes. Elles sont stimulées à la fréquence de 0,5 Hz par des 

chocs dont la durée varie selon les préparations (entre 4 et 10 ms), 

l'intensité étant double de la valeur seuil. Le même protocole expérimental 

qu'en milieu normal est suivi pour l'étude des effets des substances testées 

(PK11195, vérapamil, nifédipine et BAY K 8644). Puis l'influence du PK11195 

sur les effets du vérapamil, de la nifédipine et du BAY K 8644 est recherchée. 

Dans ce dernier cas le PK11195 est perfusé pendant 60 minutes, puis lui est 

associé le vérapamil, la nifédipine et le BAY K 8644 durant encore 60 minutes 

avant les enregistrements. 

Dans une seconde série d'expériences, les préparations sont 

dépolarisées par une solution hyperpotassique de type 3 (voir tableau I), 

l'excitabilité membranaire étant restaurée par addition d'isoprotérénol à la 

concentration de 1.10-6M. Lors d'un récent travail réalisé en partie au 

Laboratoire, HONORE (1986) a montré que dans ces conditions particulières, la 

contraction du muscle papillaire de cobaye présente 2 pics de tension, pics 

reliés aux influx de Ca empruntant les canaux rapides et les canaux lents. 

Le muscle papillaire de cobaye est stabilisé en solution de Tyrode 

standard durant 60 minutes, la fréquence de stimulation est de 1 Hz. La 

préparation est ensuite perfusée par une solution hyperpotassique de 17 mM de 

KCl pendant 15 minutes. La restauration de l'excitabilité en milieu 

hyperpotassique est rendue possible par adjonction d'isoprotérénol à la 

concentration de 1.10-6M. Après 60 minutes de stabilisation dans ce dernier 

milieu, des concentrations cumulées de PK11195 sont testées après là encore, 

30 minutes chacune. 

PARAMETRES MESURES 
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- le potentiel diastolique ou Er en millivolts (mV), 

-l'amplitude du potentiel d'action ou APA en millivolts (mV), 

- les durées du potentiel d'action mesurées à 30%, 50% et 90% de la 

repolarisation (DPA30, DPA50 et DPA90) en millisecondes (ms), 

-la vitesse maximale de dépolarisation ou Vmax en Volts par seconde (V/s). 

-l'amplitude de la tension en milligrammes (mg). 

B - Etudes des préparations soumises à une "ischémie" in vitro • 

Après prélèvement du coeur, un fragment de ventricule gauche (7x 12) 

est disséqué puis transporté dans la cuve expérimentale équipée d'un 

compartiment central de 1,7 ml où il est épinglé. L'oxygénation de la 

préparation est assurée par un barbotage de carbogène (95% 02, 5% C02). Les 

conditions d'"ischémie" sont réalisées en remplaçant le carbogène par un 

mélange à 95% N2, 5% C02 (dans ce cas, la p02 est de 80 ± 10 mmHg, la pC02 est 

de 34 ± 2 mmHg) et en modifiant le liquide physiologique de la façon suivante 

- élévation de la concentration extracellulaire en K+ de 4 mM à 12 mM, 

-abaissement du pH de 7,35 ± 0,05 à 7 ± 0,05 par abaissement de la 

concentration en HC03- de 24 à 8 mM (la concentration en Na+ est compensée par 

addition de NaCL), 

- diminution de la concentration en glucose de 11 mM à 2,2 mM, 

- diminution du débit de perfusion de 4 à 0,15 ml.min-1. 

La préparation est stimulée électriquement comme précédemment au 

centre de la préparation à la fréquence de 1 Hz. 

Protocole Experimental 

Après 180 minutes de stabilisation en milieu standard, les 
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préparations sont soumises aux conditions ischémiques pendant 120 minutes. A 

l'issue de cette ischémie, les préparations sont replacées pendant 30 minutes 

dans le liquide physiologique standard, cette situation simulant la 

reperfusion d'un territoire ischémié. Les créatine kinases (CK) sont dosées 

toutes les 15 minutes pendant la dernière heure de stabilisation, pendant 

l'ischémie et la reperfusion. Le PK11195 ou le vérapamil est ajouté au liquide 

de Tyrode dès le prélèvement du coeur et maintenu pendant toute la durée de 

l'essai. Pour étudier l'influence du PK11195 sur les effets du vérapamil, le 

PK11195 est ajouté au liquide de Tyrode dès le prélèvement du coeur, le 

vérapamil est ajouté à la 60ème minute de stabilisation, puis les 2 substances 

sont maintenues dans les liquides de perfusion jusqu'à la fin de 

l'expérimentation. 

A la fin de l'expérience, le fragment de myocarde est placé pendant 15 

heures dans une étuve (70°C) en vue de sa dessication et de sa pesée. 

Recueil et dosage des CK dans le liquide effluent 

Les CK sont dosées dans le liquide effluent qui est piégé et maintenu 

à une température de 4°C jusqu'au moment du dosage, pratiqué 30 minutes au 

plus tard après le dernier prélèvement. Le dosage est réalisé sur un analyseur 

centrifuge ROTOCHE~ 2A36 selon la méthode de OLIVER et ROSALSKI, coffret 

CALBIOCHEM-BEHRING CPK-S.U.T.TM. Ce dosage est réalisé à 30°C. 

Le détail de la réaction est le suivant 

créatine phoshate + ADP--------~ créatine + ATP 

Hexokinase 

ATP + glucose Glucose-6-phosphate 

Glucose-6-Phosphate + NADP --------~~ NADPH + 6 Phosphogluconate 

glucose-6-phosphate 
déshydrogénase 



- 38 -

L'appareil enregistre à 340 nm l'augmentation de densité optique 

qu'entraîne la formation de NADPH. 

Le volume de prélèvement nécessaire à un dosage est de 10 mel. Ce 

prélèvement est dilué par 40 mel de sérum physiologique. Le volume de réactif 

est de 500 mel. La mesure de l'évolution de densité optique commence après 180 

secondes d'incubation ; les concentrations de substrats sont telles que 

l'enzyme (CK) travaille à vitesse maximale. 9 mesures de densité optique sont 

enregistrées toutes les 20 secondes. 

La pente de la droite que forment ces différents points de mesure est 

proportionnelle à l'activité CKinasique du prélèvement. Cette activité est 

calculée à partir du coefficient d'extinction moléculaire de NADPH. 

Les résultats sont donnés en milliunités internationnales par 

millilitre (mUI/ml). L'activité CKinasique libérée est alors rapportée par 

gramme de myocarde sec. Le résultat est exprimé en unités internationnales par 

gramme de myocarde sec (UI/g sec). 

Le recueil de l'activité électrique 

L'activité électrique est recueillie par microélectrode et analysée 

comme précédemment. La préparation est dite inexcitable lorsqu'elle ne répond 

plus à un stimulus de 11 mA, intensité au delà de laquelle il ne nous a pas 

semblé raisonnable de recourir. 

Le temps pendant lequel l'activité électrique se maintient en ischémie 

(exprimé sous le terme de "persistance de l'activité électrique") est noté 

pour chaque préparation. 
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Expression des résultats 

La moyenne et l'erreur standard à la moyenne sont calculées pour 

chacun des paramètres mesurés. Le test ''t'' de STUDENT en séries non appariées 

est utilisé comme test statistique de comparaison des moyennes. En ce qui 

concerne l'enseble de notre experimentation, le seuil de signification est 

atteint lorsque p (0,05. 
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RESULTATS 

I - CELLULES NORMALES 

1) Effets sur les activités électrique et mécanique sur le muscle 

papillaire de cobaye du PK11195 (n = 5) 

Le PKlll95, étudié à la concentration de 3.10-6 M, ne modifie pas 

significativement les paramètres du potentiel d'action et n'exerce donc 

vraisemblablement pas d'effet sur l'activité électrique des cellules 

myocardiques (figure 6), par contre, l'amplitude de la force de contraction 

est diminuée à l'issue des 60 minutes de perfusion du PK11195 (figure 6). Il 

s'agit bien d'un effet du PK11195 puisque la force contractile diminue en 

présence de son solvant (DMSO) de 10,3 ± 3,6%. Le PKlll95 exerce donc un effet 

propre inotrope négatif. Du fait de cet effet inotrope négatif, nous avons 

étudié dans une autre série d'expérience, l'effet de concentrations cumulées 

de PK11195 sur la contraction. 

Le PK11195 diminue l'amplitude de la force de contraction 

significativement à partir de la concentation de 1.10-6 M (figure 7), alors 

que l'amplitude de la contraction ne diminue sensiblement sous l'effet du DMSO 

qu'à la concentration de 1.10-4M. Ainsi, le PK11195 exercerait bien un effet 

inotrope négatif dont l'amplitude dépendant de sa concentration. 

2) Influence du PK11195 sur les effets de deux antagonistes calciques 

(vérapamil et nifédipine) sur les activités électrique et mécanique. 

a) Effets du vérapamil (n = 5), (figures 8-A, 11, 14-A, tableau II) 
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PK11195 PK11195 
30 min 60 min 

Er(mV) 86,4 :!: 0,8 86,4 :!: 0,5 

APA 100,5± 0,4 100,2± 0,8 

V max 101 '3± 3,5 101,0± 1,8 

lW/dO ')C)' 4 ± 1 '5 C)')' 3 ± 1,0 

DPASO 98,1 ± 3,1 101,6 ± 4,0 

DPA90 98,6 ± 2,4 101,9 ± 3,6 

INO 82,6 ± 3,2 69,0 ± 3,7 
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Figure 6 : Effets du PK11195 (3.10-6M) sur l'activité électrique et la 

force contractile (INO), représentés en pourcentages moyens de la valeur 

contrôle affectés de leur erreur standard, dans des conditions normales. 
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Figure 7 : Effets de concentrations cumulées de PK11195 et de son solvant 

(DMSO) sur l'activité mécanique du muscle papillaire de cobaye dans des 

conditions normales. • p ( 0,05. 
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Sous l'influence du v~rapamil (1.10-6M), le potentiel membranaire de 

repos passe de -85 ± 0,5 à -83,3 ± 0,8 mV. L'amplitude du PA diminue de 4,2 ± 

1,6%, les durées des PA raccourcissent et de façon plus marquée à 30% et 50% 

(8,3+ 1,9% et 7,0 ± 0,3% respectivement). La vitesse maximale de 

dépolarisation ralentit de 3,1 ± 1,6%. 

Dans ces mêmes conditions, l'amplitude de la contraction est très 

diminuée, la diminution atteignant 71 ± 2,9% de sa valeur initiale après 60 

minutes de perfusion (figures 8-A, 14-A). 

b) Influence du PK11195 sur les effets du vérapamil (n 

11, 14-A) 

5) (figures 8-B, 

Lorsque le vérapamil est perfusé à la concentration de 1.10-6 M après 

la perfusion ')endant 60 minutes de PK11195, l'amplitude du PA ne varie pas et 

demeure à sa valeur contrôle. Il est observé un léger allongement de la DPA50 

de 3,1 ± 1,2% et de la DPA90 de 5,4± 1,3%. Le potentiel membranaire de repos 

n'est pas modifié tandis qu'est observé un ralentissement de la vitesse de 

dépolarisation de l'ordre de 3,2 ± 4,4%. Par contre, l'amplitude de la 

contraction ne diminue que de 53,2 ± 3,5%, alors qu'en présence uniquement du 

vérapamil la chute atteignait 71 ± 2,9%. 

c) Effets de la nifédipine (n = 5), (figures 9-A, 12, 14-B, tableau II) 

La nifédipine à la concentration de 3.10-7M diminue l'amplitude du PA 

de 8,4t 2,5%, ralentit la Vmax de 16,7 ± 5,4% et raccourcit la DPA30, la 

DPA50 et la DPA90 respectivement de 17,3 ± 4,8%, de 16,7 + 3,2% et de 14,6 ± 

2,3%. 

L'amplitude de la force de contraction est fortement réduite, la 

diminution étant de 80,7 ± 2,5%. 
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d) Influence du PK11195 sur les effets de la nifédipine (n = 5) (figures 

9-B, 12, 14-B) 

Le prétraitemcnt des préparations par le PK11195 à la concentration de 

3.10-6M, ne modifie sensiblement pas les effets dépresseurs de la nifédipine 

sur les activités électrique et mécanique. Cependant une diminution plus ample 

de l'APA est enregistrée. 

3) Influence du PK11195 sur les effets d'un agoniste calcique, le BAY K 8644, 

a) Effets du BAY K 8644 seul (n 5), (figures 10-A, 13, 14-C, tableau 

II) 

Le BAY K 8644 à la concentration de 3.10-7M, augmente 

significativement l'amplitude du PA de 5,3 ± 1%, allonge les durées du PA, 

DPA30, DPA50 et DPA90, respectivement de 24,4 ± 4%, de 28,2 ± 3,3% et de 23,4± 

2,5%. Le potentiel membranaire de repos et la vitesse maximale de 

dépolarisation ne varient pas. Le BAY K 8644 exerce un effet inotrope positif 

puissant, 1 'amplitude de la contraction augmentant de 91 ± 16,5%. 

b) Influence du PK11195 sur les effets du BAY K 8644, (n = 5) (figures 

1 0-B , 13 , 14 -C ) 

En présence de PK11195 (3.10-6M), les effets du BAY K 8644 (3.10-7M) 

sont moins marqués : l'amplitude du PA n'augmente plus que de 3,1 ± 7,4%, et 

l'augmentation de la DPA30 n'est plus que de 13,3 ± 1,9%, celle à 50% de la 

repolarisation de 16 ± 2,1% et celle à 90% de 16 ± 1%. 

Egalement 1 'amplitude de la contraction ne s'accroît que de 61± 

10,7%, cette atténuation étant juste à la limite de la signification. 
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Figure 9 : Exemple de l'influence du PK11195 (3.10-6M) sur les effets de 

la nifédipine sur l'activité électromécanique du muscle papillaire de 
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Figure 11 : Evolution comparée de l'effet du vérapamil (1.10-6M) sur 

l'activité électrique des potentiels d'action en absence et en présence de 

PK11195 (3.10-6M). 
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Figure 12 : Evolution comparée de l'effet de la nifédipine (3.10-7M) sur 

l'activité électrique des potentiels d'action en absence et en présence de 

PK11195 (3.10-6M). 
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Figure 13 : Evolution comparée de l'effet du BAY K 8644 (3.10-7M) sur 

l'activité électrique des potentiels d'action en absence et en présence de 

PK11195 (3.10-6M). 
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Figure 14 : Evolution comparée de l'effet du vérapamil (A), de la 

nifédipine (B) et du BAY K 8644 (C) sur la force contractile en absence et 

en présence de PK11195. 
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--
Tt•mps VEHAIW111. I'KIII(J'J/ NIFEI>II'INE I'K 1 Il (J'j/ BAY K B(>44 I'K Ill (J'j/ 

min VERAPAMII. NIFEOIPINE RAY K 8044 

Er (mV) 
30 85,0: 0,5 83,3 ± 2,3 86,0 ± 1,1 85,8 ± 1, 2 86,3 ± 0,9 85,6 ± 0,4 

60 83,3 ± 0,8 84,3 ± 2,2 86,3 ± 0,6 85,8 ± 1, 4 85,3 ± 1. 2 85,8 ± 0,4 

•• 30 -3,50 ± 1. 7 -1 ,60 ± 2,2 -6.30 ± 2,9 r-3,90 ± 2,7 +4,80 ± 0,9 f+-2. 00 ± 0,4 
APA 

• •• 
60 -4,20 ± 1,6 +1, 50 ± 1 • 1 -8,40 ± 2,4 3,90 ± 0,8 +4,80 ± 0,9 2, 30 ± 0,4 

30 -2.40 ± 1. 2 -1,60 ± 2,3 -8,40 ± 4,1 17,4 ± 4,3 +6,10 ± 5,3 4,80 ± 6,6 
V max 

60 -3,10 ± 1. 6 -3,20 ± 4,4 -16,3 ± 5,4 19,0 ± 2,7 +5,40 ± 5,0 3,10 ± 7,4 

•• •• 30 -5,80:!: 1. 2 +1. 70 ± 2,1 -14,2 ± 3,1 19,3 ± 3,0 +18,2 ± 2,3 ft-10,5 ± 0,9 
DPA30 

60 -8.40 ± 1, 9 +1,00 ± •• 1 • 1 -17,3 ± 4,8 •• 25,0 ± 2,3 +24,4 ± 4,0 13,3 ± 1, 9 

30 -5,30 ± 0,9 ~1. 70 ± • 1. 6 -14,2 ± 1, 8 19,1 ± 1. 7 +19,8 ± 2,8 12,5 ± 1, 3 • 
DP:\50 •• •• 

60 7,00 ± 0,3 ft3, 10 ± 1.2 16,4 ± 3,2 21,5 ± 3,3 +28,2 ± 3,3 16,0 ± 2,1 

•• • 30 3,60 ± 0,7 
DPA90 

2,90 ± 1 '3 -12,5 ± 1,2 16,4 ± 2,2 +17,9 ± 1,8 12,2 :!: 2,5 

•• •• 60 3,50 ± 0,6 5,40 ± 1. 3 14,6 ± 2,3 16,8 ± 2,6 23,4 ± 2,5 +16,o± 1 ,0 

•• • 30 58,3 ± 3' 1 41 ,2 ± 3,8 70,4 ± 1 '9 71,0 ± 6, 7 +71,8± 10,0 +19,8± 13,1 
I~O (Pl) 

•• 60 71,0 ± 2,9 53,2 ± 3,5 t-80' 7 ± 2,5 80,3 ± 5,1 1+91,1 ± .i6,5 +60,8± 10,7 

Tableau II : Influence du PK11195 (3.10-6M) sur les effets du vérapamil 

(1.10-6M), de la nifédipine (3.10-7M) et du BAY K 8644 (3.10-7M). Les 

résultats sont exprimés en pourcentages de variation affectés de leur 

erreur standard, dans des conditions normales. (INO =force contractile). 
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Discussion Partielle 

Le vérapamil à la concentration de 1.10-6M exerce des effets 

dépresseurs sur les divers paramètres électriques étudiés du potentiel 

d'action ; ces effets étant significatifs en ce qui concerne la durée du 

potentiel d'action et l'amplitude de la contraction. Les effets dépresseurs du 

vérapamil sont ainsi moins amples en présence du PK11195. 

Les effets dépresseurs exercés par la nifédipine (3.10-7M) sur les 

paramètres électriques du potentiel d'action et sur la contraction sont plus 

importants que ceux du vérapamil aux concentrations étudiées dans ce travail, 

par contre, ces effets ne sont pas antagonisés par le PK11195. 

Quant au BAY K 8644 (3.10-7M), il allonge la durée du potentiel 

d'action au différents niveaux de la repolarisation et augmente l'amplitude de 

la contraction. De plus, les effets électrophysiologiques et inotropes du BAY 

K 8644 sont diminués significativement par le PK11195. Cependant les effets 

inotropes du BAY K 8644 sont moins modifiés par le PK11195 puisque la 

diminution enregistrée atteint tout juste le seuil de signification. 

D'une manière générale, le PK11195 est dépourvu d'effet propre sur 

l'activité électrique des cellules myocardiques mais il antagonise les effets 

dépressseurs du vérapamil et activateurs du BAY K 8644. Cependant, il est sans 

effet sur la dépression des activités électrique et mécanique induites par la 

nifédipine. Aussi l'appartenance de la nifédipine et du BAY K 8644 à la même 

famille chimique d'une part et les effets opposés du PK11195 tant sur les 

activités électrique que mécanique, d'autre part, parafssent difficilement 

explicables. 
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II - CELLULES DEPOLARISEES, (K+ 22 mM, Ba2+ 0,2 mM) 

1) Effets du PK11195 (n = 5), (figure 15) 

Le PK11195 à la concentration de 3.10-6M exerce comme en milieu 

normal, une diminution significative de l'amplitude de la contraction et ne 

modifie pas les autres paramètres électriques étudiés du potentiel d'action. 

2) Effets du PK11195 vis-à-vis des effets du vérapamil (n = 5), (figures 16-A, 

19, 22-A, tableau III) 

a) Le vérapamil à la concentration de 3.10-7M, (n = 5), diminue 

l'amplitude du PA de 14,8 ± 4,3% et la vitesse maximale de dépolarisation de 

62,3 ± 4,2%. La DPA50 diminue de 44,2 ± 9,4% et la DPA90 de 45,3 ± 2,1%. Quant 

à l'amplitude je la contraction, elle décroît de 63,8 ± 6%. 

b) Après prétraitement par le PK11195 à la concentration de 3.10-6M, 

le vérapamil (3.10-7M) diminue l'amplitude du PA de 13,7 ± 3,5%. La Vmax ne 

diminuant plus que de 33,9 ± 8,8%, la DPA50 de 22,0 ± 2% et la DPA90 de 18,0± 

2,4%. La réduction de l'amplitude de la contraction est moins ample, la 

diminution n'étant que de 53,4 ± 3%. 

3) Effets du PK11195 vis-à-vis de la nifédipine, (n = 5) (figures 17-A, 20, 

22-B, tableau III) 

a) La nifédipine à la concentration de 3.10-7M, (n = 5), diminue 

l'amplitude du PA de 17 ± 3,5%, la Vmax de 68,6 ± 21,4%, la réduction de la 

DPA50 est de 44,5 ± 15% et la DPA90 de 36,3 ± 16,4%. Sur les cellules 

dépolarisées, la nifédipine exerce un effet inotrope négatif important puisque 

l'amplitude de la contraction diminue de 75,5 ± 2,9%. 

b) Lorsque les préparations sont prétraitées pendant 60 minutes par le 

PK11195 à la concentration de 3.10-6M, la nifédipine (3.10-7M) ne diminue 
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PKlll95 PKlll95. 
30 min 60 min 

Er(mV) 45,2 :t 0,5 46,0 :t 1,1 

APA 99,3 ± 0,9 99,3 ± 0,8 

Vmax 97,6 ± 5,3 98,5 ± 5,8 

DPAJO 99,7 ± 3,4 102,4± 4,2 

DPASO 99,3 ± 3,0 101,7± 2,6 

DPA90 98,3 ± 2,8 100, 2± 1 '9 

INO 83,7 ± 2,5 75,4 ± 4,5 
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Figure 15 : Effets du PK11195 (3.10-6M) sur les activités électrique et 

mécanique de muscle papillaire de cobaye en milieu dépolarisant (K+ = 22 

mM, Ba2+ = 0,2 mM). 
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l'amplitude du PA que de 7,0 ± 0,9%, la Vmax de 58,9 ± 4,8%, la DPA50 est 

réduite de 39,1 ± 5,2% et la DPA90 de 32,2 ± 4,3%. L'effet inotrope négatif de 

la nifédipine n'est pas modifié par le PK11195 puisque l'amplitude de la 

contraction diminue de 75,5 ± 1,7%. 

4) Effets du PK11195 vis-à-vis du BAY K 8644 (n = 5), (figures 18-A, 21, 

22-C, tableau III) 

a) Le BAY K8644 à la concentration de 3.10-7M, (n = 5), augmente très 

significativement l'amplitude du PA de 10,4 ± ~,1%, la Vmax de 122,5 ± 16,5% 

et les DPA50 et DPA90 de 62,0 ± 12,3% et 55,3 ± 10,8 respectivement. 

En présence du BAY K 8644 il se développe deux composantes de 

contraction qui peuvent être rapprochées de celles décrites en solution 

hyperpotass~que (K+ = 17mM) et en présence d'isoprotérénol (HONORE et al., 

1986a). Dans nos essais le BAY K 8644 a un effet plus marqué sur la seconde 

composante de contraction (augmentation de 293,8 ± 23,7%) que sur la première 

composante (augmentation de 128,5± 9,7%). 

b) Le prétraitement par le PK11195 (3.10-6M) modifie l'ampleur des 

variations entraînées par le BAY K 8644. C'est ainsi que les durées du PA 

mesurées à 30, 50 et 90% de la repolarisation ne s'accroissent respectivement 

que de 33,4 ± 7,9%, de 35,6 ± 2,3%, et de 32,1 ± 1,2%. Par contre, aucun 

changement de l'amplitude du PA et de la Vmax n'apparaît. De même, 

l'amplitude de la seconde composante de la contraction n'augmente que de 108,2± 

63,3%, tandis que l'amplitude de la première composante est réduite de 14,3 ± 

8,4%. 
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Figure 19 : Evolution comparée de l'effet du vérapamil (3.10-7M) sur 

l'activité électrique des potentiels d'action en absence et en présence de 

PK11195 (3.10-6M) en milieu dépolarisant. 
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Figure 20 : Evolution comparée de l'effet de la nifédipine (3.10-7M) sur 

l'activité électrique des potentiels d'action en absence et en présence de 

PK11195 (3.10-6M) en milieu dépolarisant. 
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Figure 21 : Evolution comparée de l'effet du BAY K 8644 (3.10-7M) sur 

l'activité électrique des potentiels d'action en absence et en présence de 

PK11195 (3.10-6M) en milieu dépolarisant. 
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Figure 22 : Evolution comparée de l'effet du vérapamil (A), de la 

nifédipine (B) et du BAY K 8644 (C) sur la force contractile (INO) en 

absence et en présence de PK11195 en milieu dépolarisant. 
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Temps 
VERAPA~IJI. PK11195/ NlFEDII'INE PKII195/ BAY K 8644 PK 11195/ 

min VERAPAMIL NIFEDIPINE RAY K 8644 

30 42,0 ± 1 '5 44,3 ± 0,6 44,7 ± 0,3 43,7 ± 0,3 45,4 ± 0,9 44,3 :!: 0,9 
Er (mV) 

60 42,0 ± l' 5 43,8 + l ,0 43,3 ± 1,2 43,7 ± 0,3 45,6 ± 0,9 44,3 ± 0,9 

• 30 -8,4 ± 2,2 -9,1 ± 1 '2 -12,4 ± 0,7 -4,0 ± 1 '3 +6,2 ± 1 ' 1 +9,3 ± 2,9 
APA • 

60 -14,8 ± 4,3 -13,1 ± 3,5 -18,5 ± 1 '1 -6,0 ± 0,9 +10,4 + l' 1 +11,4 ± 2,2 

30 -54,0 ± 6,1 -25,5 ± 14,8 -57' 1 ± 6,7 -41,1 ± 4,8 +86,4 ± 9,0 +71,2 ± 15,0 
V max 

60 -57,1 :t :.,9 -33,8 ± 8,8 -58,5 ± 5,8 -58,9 ± 4,8 +126,5± 16,5 +91,0 ± 14,3 

• 30 -29,1 ± 4,7 -9,1 ± 0,4 -28,4 ± 5,0 -30,2 + 6,8 +43,0 ± 10,0 +31,0 ± 9,4 
DPA30 

• 60 -44,4 ± 11 '1 -14,2 ± 3,6 -4 7,6 ± 3,3 -42,7 ± 5,6 +63,0 ± 13,5 +33,4 ± 7,9 

• 30 -27,2 ± 5,6 -10,2 ± 1 ' l 
DPA50 

-31 '9 ± 4,1 -23,7 ± 4,5 +41 ,8 ± 9,7 +29,6 ± 4,8 

• • 60 -45,2 ± 9,4 -16,8 ± 2,0 -43,5 ± 7,5 -39,1 ± 5,2 +62,0 t 12,3 +35,6 ± 2,3 

30 -27,0 ± 2,6 -11,2 ± 1 '9 -27,9 ± 2,6 -22,2 ± 1,2 +38,9 ± 9,5 +28,0 ± 2,3 
DPA90 

•• • 60 -45,3 ± 2' 1 -18,0 ± 2,4 -37,4 ± 7' 1 -32,2 ± 4,3 +55,3 ± 10,8 +32,1 ± 1,2 

• •• 30 -51,5 ± 5,4 -34,3 ± 3,6 -60,1 ± 6,2 -64,0 ± 3,5 +100,4± 12,0 -16,0 ± 5,9 
1~0 (Pl) •• 60 -63,8 ± 6,0 -53,4 ± 3,0 -75,5 ± 2,9 -75,5 ± 1,7 +128,5 ± 9,7 -14,3 ± 8,4 

• 30 +258,3 ± 12,0 +76,8 ± 48,3 
I~O (P2) 

• 60 +293,8 ± 23,7 +108,2 ± 63,3 

Tableau III : Influence du PK11195 (3.10-6M) sur les effets du vérapamil 

(3.10-7M), de la nifédipine (3.10-7M) et du BAY K 8644 (3.10-7M). Les 

résultats sont exprimés en pourcentages de variation moyens affectés de 

leur erreur standard, en milieu dépolarisant. 
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Discussion Partielle 

Le PK11195 à .La concenlralion de J.l0-6M exerce en milieu dépolarisant 

(K+ = 22mM et 17mM) comme en milieu standard, un effet inotrope négatif. 

L'amplitude de la contraction diminue, tandis qu'il n'est pas observé de 

modification de l'activité électrique. 

Le PK11195 s'oppose aux effets dépresseurs du vérapamil sur le 

potentiel d'action et sur l'amplitude de la contraction. Il minimise en effet 

de façon significative la diminution de la DPASO et de la DPA90 induites par 

le vérapamil. Son effet au niveau de la Vmax est à la limite de la 

signification. 

Quant à la réduction par le PK11195 ~es effets inotropes négatifs du 

vérapamil (3.10-7M), elle est à la limite de signification après 60 minutes de 

perfusion du vérapamil. Cependant il faut noter qu'à la 30ème minute, l'effet 

du PK11195 était plus manifeste et significatif. 

Comme en milieu standard, le PK11195 ne s'oppose pas, en milieu 

hyperpotassique aux effets inhibiteurs de la nifédipine ni sur les potentiels 

d'action ni sur l'amplitude de la contraction. On observe seulement un effet 

antagoniste significatif sur la diminution de l'amplitude du PA. Par contre, 

le PK11195 atténue les effets du BAY K 8644 sur la durée du PA et la 

contraction. Cet effet antagoniste s'exerce davantage au niveau de la force 

contractile puisque la réduction des effets inotropes positifs du BAY K 8644 

sont très significatifs. Par contre il n'est observé aucune modification dans 

l'évolution de l'amplitude du PA ni de la Vmax. 

L'absence d'effet antagoniste du PK11195 vis-à-vis de la nifédipine 

est surprenant dans la mesure où le PK11195 montre un effet antagoniste 

manifeste vis-à-vis du vérapamil, mais surtout vis-à-vis d'une autre 

dihydropyridine (bien qu'agoniste) le BAY K 8644. Par ailleurs, MESTRE et 

al. (1985) rapportent un effet antagoniste du PK11195 vis-à-vis de l'effet 

de la nitrendipine, un analogue de la nifédipine. 

Cependant, nos résultats vont dans le sens d'un effet du PK11195 sur les 
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canaux calciques. 

Ainsi, pour approfondir l'étude des effets du PK11195 au niveau des 

canaux calciques, il est apparu intéressant d'examiner son interaction dans 

une situation particulière : lors de l'obtention d'une contraction biphasique 

permettant ainsi indirectement d'appréhender les modifications sur les deux 

types de courants calciques : le courant calcique rapide et le courant 

calcique lent (HONORE et al., 1986a). 
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III- CELLULES DEPOLARISEES (17 mM). 

1) Effets du PK11195 (figure 23) 

La figure 23 montre l'effet de concentrations croissantes de PK11195 

sur les 2 composantes Pl et P2 de la contraction biphasique dans les mêmes 

conditions de temps et de dilution en comparaison avec l'effet du solvant du 

PK11195. 

Le PK11195 semble diminuer l'amplitude de contraction. Ainsi à la 

concentration de 1.10-5 M, l'amplitude de la première composante de 

contraction ainsi que celle de la seconde diminuent de façon_très marquée. 

Comme le montre la figure 23, le PK11195 exerce un effet inotrope 

négatif propre aussi bien sur la 1ère que sur la 2de composante de 

contraction. 

2) Effets de 3.10-6M de PK11195 sur la contraction biphasigue en milieu modifié. 

Pour confirmer cet effet du PK11195, les effets sont étudiés en 

présence de tetraétylammonium (TEA) à la concentration de 5 mM. En effet, le 

TEA a pour effet de prolonger la durée du potentiel d'action en bloquant le 

courant sortant potassique retardé, cela permet ainsi de mieux séparer la 

seconde composante de contraction de la première. Dans cette situation 

expérimentale, la concentration en isoprotérénol est de 3.10-8 M. 

Comme en donne un exemple la figure 24, le PK11195 à la concentration 

de 3.10-6M diminue significativement l'amplitude de la seconde composante de 

contraction de 34,6 ± 2,7% en moyenne, alors que la première composante n'est 

abaissée que de 20,9 ± 1,0%. 

Il ressort de ces résultats que le PK11195 semble bien exercer un 

effet inotrope négatif, plus marqué sur la seconde composante de contraction 
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Figure 23 : Effets de concentrations cumulées de PK11195 en milieu 

dépolarisant (K+ = 17 mM, Isoprotérénol = 1.10-6M) sur les deux 

composantes de la contraction biphasique du muscle papillaire de cobaye. 



- 70 -

0 

SOmgL___ 

100ms 

Figure 24 : Exemple de l'effet du PK11195 (3.10-6M) sur les deux 

composantes de contraction en milieu dépolarisant modifié (K+ = 17 mM, 

Isoprotérénol = 3.10-BM, TEA = 5 mM) après 30 et 60 minutes. 
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que sur la première, c'est-à-dire sur le courant entrant lent de Ca2+. dans le 

cas de l'expérience précédente (figure 23) la briéveté du PA empêchant le 

plein développement du courant entrant lent avait pour conséquence de réduire 

l'amplitude de la seconde composante de contraction. 
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IV- CELLULES "ISCHEMIEES". 

A) Effets de l'ischémie (n = 10) 

Le résumé des effets électrophysiologiques de l'ischémie sont donnés 

dans le tableau IV et les modifications du PA dans la figure 2S. 

L'ischémie entraîne une dépolarisation membranaire, une diminution de 

l'amplitude des potentiels d'action et de la vitesse maximale de 

dépolarisation, ainsi que les DPASO et DPA90. Pendant 12 minutes en moyenne, 

les préparations répondent à chaque stimulation. Après ce temps, certaines (S 

sur 10) deviennent définitivement inexcitables, les autres continuent de 

répondre à des trains de stimuli de forte intensité (11 mA). Comme le montre 

la figure 26, les réponses obtenues présentent un aspect de type décrémentiel 

avec une très faible vitesse de dépolarisation. Cette activité électrique 

cesse à partir du Sème ou du 6ème stimulus. Ces réponses décrémentielles 

persistent en moyenne pendant 20 minutes. Après 32 minutes, les préparations 

deviennent définitivement inexcitables. 

Lors de la reperfusion une seule préparation sur 10 récupère une 

activité électrique, son potentiel d'action enregistré est très court et 

présente un aspect de "spike" (figure 2S). 

La figure 34 représente la libération de CK en situation contrôle et 

en ischémie expérimentale. Dès la !Sème minute d'ischémie, la libération de CK 

est plus forte en "ischémie" que dans la situation contrôle. Le seuil de 

signification est atteint à la 4Sème minute. A la fin de l'ischémie, la 

libération de CK atteint 79± 10 UI/g, alors qu'elle n'est que de 14 ± 4 UI/g 

en situation physiologique contrôle. 

La libération de CK se maintient à un niveau élevé au cours des 30 

minutes de reperfusion ; en effet, elle est de 28,2 ± 9,1 UI/g pendant les 30 
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Figure 25 : Exemple des effets de l'ischémie et de la reperfusion sur 

l'activité électrique de cellules myocardiques de ventricule gauche de 

cobaye. 
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Figure 26 : Deux exemples d'activités décrémentielles enregistrées après 

23 min et 17 min respectivement en situation d'ischémie. 
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(-

moyenne 
DPA 50 DPA 90 Em . !d'A V max 

)erreur stuntlnr 1 
(V/s) (ms) (ms) 

à la moyenne 
(mY) (mV) 

79,11 105,70 144,20 109,50 148,80 
Stabilisation 

(1,51) (3,48) (12,22) 10,22) (11 • 56) 

Ischémie 54,80 58,85 35,00 47,74 68,37 

5 min (1,57) (5,53) (12,19) (8,29) (9,27) 

54,80 38,20 7,00 52,00 70,40 
15 min 

(2,81) (11,47) (7) (19,69) (22,60) 

30 min 
54,00 41,60 2,80 72,20 84,80 

(2,34) (13, 74) (1' 71) (24,70) (26, 72) 

52,75 59,00 . 1 '75 49,25 66,25 
45 min 

(2,17) (8,31) ( 1 '75) (25,66) (28,03) 

57,00 37,00 9,33 29,00 61,66 
60 min 

(1 '52) (13,89) (9,33) (9,50) 518,55) 

Em APA V max DPA 50 DPA 90 

{mV) (mV) (V/s) (ms) (ms) 

Reperfusion 74,00 80,00 154,00 19,00 19,00 
15 min 

30 min 74,00 80,00 154,00 19,00 19,00 

Tableau IV : Evolution des paramètres électriques des potentiels d'action 

pendant l'ischémie et à la reperfusion (série témoin). Les résultats sont 

exprimés sous forme de moyennes affectées de leur erreur standard indiquée 

entre parenthèses. 
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minutes de reperfusion alors qu'elle n'était que de 3,8 ± 1,4 UI/g dans les 

conditions standard. 

La diminution du débit de perfusion de 4 ml. min-1 à 0,15 ml. min-1 ne 

modifiant pas l'électrogénèse en situation standard accélère par contre 

considérablement sa dégradation lors de l'ischémie. 

La libération des CK augmente considérablement pendant l'ischémie et 

la reperfusion ce qui témoigne d'une atteinte métabolique sévère confirmée par 

la non reprise d'une électrogénèse satisfaisante pendant la reperfusion. 

B) Effets du PK11195 (n = 5) (Tableau V, VI) 

Le PK11195 ne modifie pas les paramètres électriques du potentiel 

d'action à l'issue des 3 heures de stabilisation (figure 27, Tableau VII-A) 

Pendant l'ischémie on observe que dans toutes les préparations, 

l'inexcitabilité survient vers la Sème minute (figure 27, Tableaux VII-A, C). 

Aucune activité décrémentielle n'a pu être enregistrée. 

A la reperfusion, toutes les préparations ont recouvré une 

excitabilité (figure 33-B, tableau VII-C). Cependant le potentiel d'action ne 

retrouve pas son décours contrôle et présente des durées de potentiel 

d'action mesurées à tous les niveaux de repolarisation très inhomogènes. 

Certains potentiels d'action possèdent un petit plateau "calcique" et d'autres 

en sont dépourvus (figure 27) 

La fuite enzymatique n'est pas modifiée par le PK11195 à la 

concentration de 3.10-6M et évolue donc de façon identique à celle de 

l'ischémie témoin. A l'issue des 120 minutes d'ischémie la fuite des CK 

atteint 73,1 ~ 8,8 UI/g (figure 35, tableau VIII). 

Pendant les 30 minutes de reperfusion, la fuite des CK est accentuée 

(74,1 ± 15,7 UI/g) par rapport à la reperfusion en série témoin (28,2 ± 9,1 

UI/g) (figure 35). 
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Figure 27 : Exemple de l'effet du PKlll95 (3.10-6M) sur l'activité 

électrique de cellules myocardiques de ventricule gauche de cobaye en 

situation d'ischémie et à la reperfusion. 
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En résumé,il semble que le PK11195 ne manifeste aucun effet protecteur 

sur la fuite enzymatique pendant l'ischémie. La perte d'excitabilité précoce 

ne semble pas en relation avec la protection enzymatique. Bien que la fuite 

enzymatique soit accentuée lors de la reperfusion, la récupération de 

l'excitabilité est bien supérieure (lOO%) à celle qui est observée en série 

"ischémie" témoin (figure 33-B). 

C) Effets du vérapamil (n = 7), (figure 28) 

Le vérapamil est étudié à la concentration de 1.10-5M. Pendant la 

stabilisation, le vérapamil entraîne un raccourcissement de la durée des 

potentiels d'action. En fin d'épreuve la diminution de la DPA50 est de 23,8± 

5,1 ms et celle de la DPA90 de 18 ± 0,7 ms, la vitesse maximale de 

dépolarisation diminuant de 17 V/s. 

Pendant l'ischémie, est observé le même type de modifications des 

paramètres électriques que dans la série ischémie témoin (tableau V). La 

réponse électrique 1/1 (coup pour coup) à la stimulation cesse avant la 7ème 

minute. Cependant deux préparations ont maintenu une activité décrémentielle 

jusqu'à la lOème minute, et 2 autres jusqu'à la 25ème minute et 1 jusqu'à la 

35ème minute (figures 31 et 32, tableau VII-C). 

A la reperfusion 6 préparations sur 7 ont retrouvé une activité 

électrique (figure 28, tableau VI, VII-C) mais la durée des PA demeure brève à 

tous les niveaux de la repolarisation par exemple la DPA90 n'est que de 37 ms 

en moyenne. 

Dès la 15ème minute d'ischémie, la libération des CK (figure 35, 

tableau VIII) est plus faible que dans la série "ischémie" témoin. Cette 

moindre libération de CK est significative dès la 30ème minute. A l'issue de 

l'ischémie, la libération des CK atteint la valeur de 40,7 ± 5,9 UI/g. Ainsi 
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Figure 28 : Exemple de l'effet du vérapamil (1.10-SM) pendant la 

stabilisation et à la reperfusion sur des cellules myocardiques de 

ventricule gauche de cobaye. 
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le v6rnpnmil diminue significuLivemenL la libération des CK pendant 

l'ischémie. 

Le vérapamil à la concentration de 1.10-SM exerce un effet 

cardioprotecteur sur les cellules soumises à une ischémie expérimentale. 

Il a été montré que les inhibiteurs du canal lent de Ca2+ comme le 

diltiazem, le vérapamil et la nicardipine (DURIEZ et al., 1984) diminuent la 

fuite enzymatique. A la reperfusion, seul le vérapamil également limitait la 

fuite enzymatique. 

Le mécanisme cardioprotecteur des inhibiteurs du canal lent n'est 

cependant pas clarifié. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées : une 

diminution de la surcharge calcique pendant l'ischémie, une diminution de 

l'inotropisme donc de la consommation d'énergie, une amélioration de la 

perfusion coronaire dans la zone ischémiée et de ce fait la préservation des 

réserves en ATP. En effet, le maintien de la structure membranaire (BRICKNELL 

et OPIE, 1978) et d'une électrogénèse satisfaisante pendant l'hypoxie (Mc 

DONALD et al., 1971) dépendraient d'un pool d'ATP glycolytique. 

En présence de vérapamil (1.10-SM), l'activité électrique disparaît 

plus précocément qu'en situation "ischémie" témoin ; cela peut être lié à la 

diminution de la conductance sodique rapide qu'induit le vérapamil à cette 

forte concentration (GAUTIER, 1980). En comparant la série vérapamil à la 

série témoin, il pourrait ~tre suggéré que la pe~te rapide de 

l'excitabilité en ischémie limitant la fuite enzymatique des CK protège les 

cellules ischémiées ; cependant, cette hypothèse ne peut être retenue puisque 

DURIEZ et al. (1983) ont montré qu'en présence d'un béta-bloqueur, le 

propranolol, l'inexcitabilité survient dans les 5 minutes suivant 

l'installation de l'ischémie sans qu'aucune protection enzymatique ne soit 

observée. 



D) Influence des effets du PK11195 sur l'effet cardioprotecteur du vérapamil 

: (n = 5), (figure 29, tableaux V, VI) 

Pendant la stabilisation (figure 29, tableau VII-B), l'effet 

dépresseur du vérapamil est antagonisé par le prétraitement au PK11195. Ainsi 

la diminution de la DPA50 obtenue sous l'influence du vérapamil (-23 ± 5,1%) 

n'est que de -5,1 ± 0,9% après prétraitement par le PK11195. La DPA90 n'est 

plus diminuée, alors qu'elle s'abaisse de -12,2 ± 0,7% en présence de 

vérapamil seul. 

En ischémie l'activité électrique cesse dans les 5 minutes qui suivent 

l'installation de l'ischémie dans toutes les préparations. On n'observe pas de 

réponse décrémentielle (tableau VII-A). 

A l'issue des 120 minutes d'ischémie, la libération des CK est de 75,5± 

6,4 UI/g, semblable â celle de l'ischémie témoin qui est de 79,8 ± 10,3 UI/g 

(figure 35). 

A la reperfusion, toutes les préparations retrouvent une activité 

électrique (figure 33-B, tableau VII-C). Les potentiels d'action enregistrés 

recouvrent une durée proche de celle enregistrée lors de la situation 

contrôle (figures 31 et 32). 

A la fin de la reperfusion, la fuite enzymatique est de 33,6 ± 7,6 

UI/g , peu différente de celle observée dans la série ischémie témoin. 
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Figure 29 : Exemple de l'effet de l'influence du PK11195 (3.10-6M) sur les 

effets du vérapamil (1.10-SM) sur des cellules myocardiques de ventricule 

gauche de cobaye en ischémie et à la reperfusion. 



- 83 -

(-mV) ISCHEMIE REPERFUSION 

:.··-' T 

::.:::~, a-m 
~·=- . t=; 
r:.::i ~-·-*-·-·-·-·-•---'' /.J.. ~t,rr=~?-o-o-o-o-o-o/ . 
50 --ç-o-o-o-o-o-o-o 

1 
Er ~0 

·~···· 6.1.' 

10 

~+---r-~---+---+---r--,_--;---+---r-~r-~ 

0 5 15 3Ct 45 .;.J) :··~ '?i) 11)5 120 135 15CI 

Temps min 

·•- ISCHEM lE TEMOIN 

·0- ISCHEM lE YER AP AM IL 

·•- ISCHEt'11E PK 11195 

·D- ISCHEM lE 
PK 11195/VER AP AM IL 

Figure 30 : Evolution du potentiel de repos membranaire (Er) pendant 

l'ischémie et à la reperfusion en absence et en présence de vérapamil 

seul, de PK11195 seul et de l'association de PK11195/vérapamil. 
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Figure 31 : Evolution comparée de la vitesse maximale de dépolarisation 

(A) et de l'amplitude du potentiel d'action (B) pendant l'ischémie et à la 

reperfusion en absence et en présence de vérapamil seul, de PK11195 seul 

et de l'association PK11195/vérapamil. 



Figure 32 : Evolution comparée de la durée à 50% (A) et à 90% de la 

repolarisation (B) pendant l'ischémie et à la reperfusion en absence et en 

présence de vérapamil seul, de PK11195 seul et de l'association 

PK11195/vérapamil. 
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Figure 33 : A- Persistance de l'activité électrique pendant l'ischémie 

témoin seule et en présence de vérapamil seul, de PK11195 seul et de 

l'association PK11195/vérapamil. 

B- Fréquence de récupération d'une activité électrique à la 

reperfusion seule et en présence du vérapamil seul, du PK11195 seul et de 

l'association PK11195/vérapamil. 



- 87 -

ISCHEMIE ISCHEMIE" "ISCHEMIE" ISCHEMIE" 
1 Sm in VEflAPAMIL 10-SM PK 11195,3.10-SM PK/VERAP 

Em 
f)4. 8±1, 6 55,8 :!: 1, 3 58,0 + 2,8 54,0 + 2,0 

mV '"' 
APA 

~s.s±s, s 51,8 ± 5,7 84,7 ± 6,2 63,7 + 3,4 
mV 

DPA 50 ~7. 7±8,:3 46,8 ± ~.5 msec 48,3 ± 6,1 65,0 ± 6,7 

DPA 90 68,4±9,3 64,7 ± 7,2 ·71,8 + 8,4 86,7 ± 7,9 msec 

V max 
~5± 12,2 30,3 ± 8,8. . 36,5 + 9,1 27,0 ± 0,6 

V/s 

115min ISCHEMIE ISCHEMIE "ISCHEMIE" ISCI;iEMIE 
VERAPAMIL 10-SM PK 11195,3.1 0-GM 'PK/VERAP 

Em 
54,8± 1,6 55,8 ± 1, 3 58,0 ± 2,6 54,0 ± 2,0 mV 

APA 
38,2 11,5 22,2 ± 8,7 mV 

0f:t~e~0 152,0±20 33,2 ± 4,6 

OPA901 ,f msec 70,4 22, 56,5 ± 9,4 

V max 7 ,0±7 ,0 30,3 ± 8,8 V/s 

1 30min f-1SCHEMIE ISCHEMIE" "ISCHEMIE" ISCHEMIE 
VERAPAMIL 10-5M PK 11195,3.1Q-6M PK/VERAP 

Em 
54,0±2,3 48,5 ± 3,5 mV 

APA 
l41,6:n,1 56,5 + 11,9 mV 

OPA 50 
72. 2±24, 73,0 ± 55,0 msec 

DPA 90 64,6±26,7 100,0 ± 70,0 msec 

V max 
.~.8±1,7 2 V/s 

145min ISCHEMIE ISCHEMIE" "ISCHEMIE" ISCHEMIE" 
VERAPAMIL 10-SM PK 11195,3.10-GM . PK/VERAP 

Em 52,7±2,2 mV 

APA 
59,0±8,3 mV 

DPA 50 49,2 25,7 msec 
DPA 90 

~6. 2:!:28,0 msec 

V max 
1, 7± 1, 7 V/s 

1 60min ISCHEMIE ISCHEMIE "ISCHEMIE" ISCHEMIE" 
VERAPAMIL 10-SM PK 11195,3.1Q-6M PK/VERAP 

Em 
57 ,Otl,S mV 

APA 
37,0~0,9 mV 

DPA 50 
29,0!9,5 msec 

DPA 90 61,7:!:&6 msec 

Vmax 9,3t9,3 V/s 

Tableau V : Evolution des paramètres électriques des potentiels d'action 

pendant l'ischémie témoin, exprimés en pourcentages de la valaur contrôle 

affectés de leur erreur standard et en présence du vérapamil seul, du 

PK11195 seul et de l'association PK11195/vérapamil. 



- 88 -

1 15min ISCHEMIE ISCHEMIE "ISCHEMIE" ISCHEMIE 
VERAPAMIL 10-SM PK 11195,3.1 0-GM PK/VERAP 

Em 74,0 63,3 ± mV 1,6 76,4 ± 2,7 78,7 ± 0,9 
APA 80,0 65,2 ± 5:7 101,3 ± mV 3,2 99,3 + 2,4 

DPA 50 19,0 16,6 ± 2,5 msec 72,5 ± 18,2 112,3± 31,2 
DPA 90 39,0 32,1 + 5,1 105,5:!: msec 20,4 181,7:!: 44,7 
V max 

. 154,0 110,4 ± 123,3 ± V/s 12,8 18,8 78, 7± 22,3 

1 30min ISCHEMIE ISCHEMIE" "ISCHEMIE" ISCHEMIE" 
VERAPAMIL 10-SM PK 11195,3.1 0-6M . PKIVERAP 

Em 74,0 67,0 ± 2,9 77,1 + 2,8 80,0 + 1 
mV 

APA 80,0 mv 63,7 + 2,9 101,4± 3,1 103,0 ± 7 

DPA 50 
19,0 18,0 ± 2,9 70,5± 17,7 19 msec 106,0 ± 

DPA 90 p9,0 37,5 + 7,1 107 ,0± 7,1 162,0 ± 3,5 msec 

V max 154,0 97,1 ± 19,9 127,6± 21 71,5 ± 3,5 V/s 

Tableau VI : Evolution des paramètres électriques des potentiels d'action 

à la reperfusion témoin, exprimés en pourcentages de la valeur contrôle 

affectés de leur erreur standard et en présence du vérapamil seul, du 

PK11195 seul et de l'association PK11195/vérapamil. 
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I'K Ill 'J'i/ 
ISCIIENIE VEI<Al'AMIL l'K11l<J5 VERAPAMIL 10-SM 3.10-6M 

Réponse 1/1 
12. 1 ± 2. ')() 'i,'i7± 0,37 s±o 5,7'i± 0,75 

min 
A 

Réponse déc 
± ± rémcntie11e 20 7,34 1 5 5. 12 0 0 

To la 1 min 32. 1 ± 7. 53 20,57± 5,4 5±o 5,75±0,75 

Em APA Vmnx APD50 APD'JO 
n mV mV V/s ms ms 

Témoin 80(1) 102(1) 159(13) 104(1) 148(15) 
7 

130~15) VERAPAMIL 78(2) 100(2) 142(3) 80(10) B 
Témoin 84,6(0,8) 121,2(2,2) 145,5(9,9) 113(1,9) 143,6(2,4) 

PK11195 10 84,4(0,6) 121,5{2,3 133(10,5) 117 ,6(8,5) 149,8(6) 

Témoin 80(1) 109(5) 147,5{7,5) 138(1) 180(3) 
PK 11195/ 5 80(0) 103( 5) 147,5(7,5 131(3) 179(1) 
VERAPAMIL 

Temps min 0 5 15 30 45 60 75 - 120 135 150 

Témoin 10 8 5 5 
ischémie 

4 3 0 1 1 

VERAPAMIL 7 6 5 3 0 0 0 6 6 c 
PK11195 

3.10-6M 10 10 0 0 0 0 0 10 10 

PK11195/ 
5 5 0 0 VERAPAMIL 0 0 0 4 4 

Tableau VII : A- Persistance de l'activité électrique (moyenne± erreur 

standard) pendant l'ischémie témoin et sous l'influence du vérapamil seul, 

du PK11195 seul et de l'association PK11195/vérapamil. 

B - Effets du vérapamil seul, du PK11195 seul et de 

l'association PK11195/vérapamil, sur l'activité électrique des potentiels 

d'action à l'issue des 180 min de stabilisation (n =nombre 

d'expériences). 

C- Maintien de l'activité électrique pendant l'ischémie et 

récupération à la reperfusion. Les chiffres représentent le nombre de 

préparations présentant une activité électrique. 
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Figure 34 : Libération des Créatine-Kinases pendant l'ischémie et à la 

reperfusion comparée à celle observée en situation standard. 
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!-ISCHEMIE" •ISCHEMIE• •ISCHEMIE• •ISCHEMIE" 
VERAPAMIL 10-SM PK 11195,3.10-6M PK/VERAP 

n= 10 7 5 5 

15min 1,5 ± 0,4 0,6 ± 0,1 2,6 ± 0,7 1, 8 ± 0,3 
30 7,1±1,5 3,4 ± 0,4 6,9 ± 1,5 6,3 ± 0,3 

45 15,1 ± 3,3 7,2 ± 0,9 16,8 ± 3,1. 13,8 ± 0,9 
60 26,2 ± 4. 7 12,8 ± 1, 6 25,4 ± 4,2 23,9 ± 1,9 
75 140,4 ± 5, 7 18,8 ± 2,9 35,9 ± 5,3 35 4 ± 2_._ 9 
90 r:>3,0 ± 6,2 26,0 ± 4,2 47,4 ± 6, 5 47,9 ± 3,9 

105 66,7 ± 8, 7 33,1 ± 5,1 59,4 ± 7,8 61 3 ± 5.1_ 1 
120 79,8 ±10,3 40,7 ± 5,9 73,1 ± 8,8 75,5 ± 6,4 

REPERFUSION 

15 11,1±3,4 2,8 :t 0,5 48,1 + 13,1 18,2 :t 3,1 -
30 28' 2 :t 9' 1 

+ . 5,2 - 1,1 74,1 + 15,7 33,6 ± 7,8 -

Tableau VIII: Libération des Créatine-Kinases (UI/g sec) pendant 

l'ischémie et à la reperfusion témoins et en présence de vérapamil seul, 

de PK11195 seul et de l'association PK11195/vérapamil. 
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Figure 35 : Evolution comparée de la libération des Créatine-Kinases 

pendant l'ischémie et à la reperfusion témoins et en présence du 

vérapamil, du PK11195 et de l'association PK11195/vérapamil. 
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Discussion Partielle 

Lorsque les préparations sont prétraitées avec le PK11195 puis 

soumises à l'effet du vérapamil, on n'observe pas de réponse décrémentielle 

pendant l'ischémie. A la reperfusion la récupération d'une activité électrique 

est de meilleure qualité (les caractéristiques du potentiel d'action 

retrouvent des valeurs proches des valeurs contrôles) que celle obtenue en 

présence de vérapamil seul ou de PK11195 seul. 

La fuite enzymatique observée lors de l'association PK11195-vérapamil 

n'est significativement pas modifiée. Cela semble prouver que la protection 

observée sous l'influence du vérapamil serait antagonisée par le prétraitement 

au PK11195, aussi bien pendant l'ischémie qu'à la reperfusion. 

Les réponses décrémentielles étant habituellement considérées comme 

dépendantes d'une activation exclusive de la conductance calcique leur 

suppression en présence du PK11195, pourrait indiquer que cette substance 

agirait en déplaçant le seuil d'activation de la conductance calcique dans le 

sens des dépolarisations. 

Enfin, il est rapporté par l'équipe de MESTRE que le PK11195 possède 

des effets anti-ischémiques ; en effet, sur des coeurs isolés de cobaye, ce 

PK11195 améliore la contractilité et le tonus de repos lors de la reperfusion. 

Dans une série d'expériences où les coeurs sont entraînés à une fréquence 

très élevée afin d'éliminer toute interférence avec l'activité du noeud 

sinusal, cette substance améliore la contractilité et le tonus de base pendant 

l'ischémie et accélère la récupération d'une force contractile normale sans 

altérer le tonus de base. 

Ces derniers résultats vont dans le sens de l'hypothèse ci-dessus 

concernant le déplacement du seuil d'activation de la conductance calcique par 

le PK11195 vers la dépolarisation. 
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DISCUSSION GENERALE 

Le PK11195, antagoniste des sites périphériques aux BDZ (Le FUR et 

al., 1983), n'entraîne aucun effet notable sur l'activité électrique des 

cellules myocardiques de cobaye. Cependant, il possède un effet inotrope 

négatif "concentration-dépendant". 

Sur des cellules soumises à une ischémie expérimentale, le PK11195 

ne limite pas la fuite enzymatique lors de l'ischémie, mais accélère cette 

libération lors de la reperfusion. Par conséquent, il n'a aucun effet 

protecteur sur la libération des enzymes, indi~e d'une nécrose cellulaire. 

Cependant, il accélère la survenue de l'inexcitabilité cellulaire et 

supprime les réponses décrémentielles. Ces réponses décrémentielles sont 

imputées à une activation exclusive de la conductance calcique, et par 

conséquent la suppression rapide de ces activités pourrait signifier qu'au 

niveau de cellules dépolarisées, le PK11195 pourrait moduler les canaux 

calciques. 

Le PK11195 permet de récupérer une activité électrique d'assez 

bonne qualité à la reperfusion, avec une fréquence de récupération de 

100%. 

Le prétraitement des cellules myocardiques par le PK11195 s'oppose 

aux effets dépresseurs d'un antagoniste du calcium, le vérapamil, sur les 

potentiels d'action et de façon plus marquée que sur l'activité 

contractile. Il s'oppose également aux effets activateurs du BAY K 8644. 

Ces effets sont retrouvés autant sur des cellules normales que sur des 

cellules dépolarisées soit par un milieu enrichi en K+ soit par une 

situation "mimant" l'ischémie myocardique. Cependant aucun effet 

antagoniste n'est observé vis-à-vis de la nifédipine. 
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On peut sc demander si cette dissociation peut Atre reliée au 

mode d'action de ces substances ou à la localisation des sites d'action de 

ces substances et des sites périphériques aux benzodiazépines dans la 

mosaique membranaire. 

Le vérapamil se fixe sur les canaux quand ils se trouvent à l'état 

inactivé, c'est-à-dire que ses effets sont tributaires du fonctionnement 

du canal ("use-dépendance"). A l'inverse la nifédipine se fixe aux canaux 

dans leur conformation de repos, c'est-à-dire qu'elle est capable 

d'exercer son effet maximal sur des préparations quiescentes. 

Quant au PK11195, il antagonise les effets du BAY K 8644 un 

agoniste de la série des dihydropyridines. Or celui-ci interagit avec le 

mArne site d'action que celui de la nifédipine (FINET et al., 1985). Ceci 

est confirmé par des études de liaison avec des dihydropyridines tritiées 

et indirectement par des expériences de déplacements avec des antagonistes 

(SCHWARTZ et al., 1984 ; GREENBERG et al., 1984). Cependant, le BAY K 8644 

augmente l'influx de Ca2+ en stabilisant le mode 2 (longue ouverture) 

alors que les antagonistes favorisent le mode 0 (canal fermé) (HESS et 

al., 1984). 

Ceci pourrait nous permettre d'interpréter le mode d'interaction 

du PK11195. En effet, comme le PK11195 n'antagonise pas l'action de la 

nifédipine, on peut penser qu'il stabilise les canaux à l'état de repos et 

s'oppose à l'accès du vérapamil à son site récepteur. 

Cette suggestion n'explique pas la totalité des phénomènes 

observés avec le PK11195, comme par exemple l'antagonisme manifesté 

vis-à-vis de la nitrendipine rapporté par MESTRE et al. (1985). 

D'autre part, l'effet inotrope négatif du PK11195 pourrait être 

interprété par le fait qu'il stabiliserait les canaux voltage-dépendants à 
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l'état de repos. En tenant compte des travaux de De LORENZO (1981) et 

prenant en compte l'absence d'influence du PK11195 sur l'activité 

électrique d'une part et d'autre part son effet inotrope négatif, on ne 

peut éliminer une éventuelle interférence du PK11195 avec la 

Ca2+-calmoduline. Il faut rappeler que sur les fonctions 

cardiovasculaires, les benzodiazépines ne sont pas inertes : dépression 

modérée de la contractilité, élévation du flux sanguin coronaire. 

La liaison du diazépam, du chlordiazépoxide et du Ro 5-4864 au 

niveau de préparations membranaires cérébrales modulent 

stéréospécifiquement l'activité du système Ca2+-calmoduline. Il est 

suggéré que le site membranaire médiant les effets des benzodiazépines sur 

la phosphorylation des protéines au niveau de la synapse peut représenter 

une entité identifiable de façon biochimique et régulée par un récepteur 

aux benzodiazépines stéréospécifique (De LORENZO, 1981). 

L'association des sites périphériques aux benzodiazépines avec les 

canaux calciques est remise en question par OSTERRIEDER et son équipe. En 

effet, HOLCK et OSTERRIEDER (1985) montrent que le Ro 5-4864, l'agoniste 

des récepteurs périphériques aux BDZ, raccourcit les durées du potentiel 

d'action et diminue la force contractile, comme l'ont montré MESTRE et 

al., (1984), mais que le courant entrant de Ca2+ ne diminue que pour des 

concentrations supérieures à 1.10-6M du Ro 5-4864. Pour les concentrations 

inférieures, il diminue le courant sortant repolarisant de K+. 

Ces données sont en faveur de l'existence possible de sites 

récepteurs aux BDZ plutôt à faible affinité qu'à haute affinité, sites 

en association avec les canaux calciques. 





- 99 -

CONCLUSION GENERALE ET RESUME. 

La synthèse d'un agoniste le Ro 5-4864 a permis d'identifier des 

sites aux benzodiazépines au niveau périphérique. Cet agoniste possède un 

effet inotrope négatif dès 3.10-9 M concentration dépendant et entraîne 

un raccourcissement de la durée du potentiel d'action myocardique. Ces 

effets sont inversés par l'élévation de la concentration extracellulaire 

en Ca2+. Les courants impliqués ne sont pas encore élucidés. MESTRE et 

al. proposent un "couplage entre les sites périphériques aux 

benzodiazépines et les canaux calciques. Ceci a été contesté par 

OSTERRIEDER au moins pour les concentrations inférieures à 1.10-6 M, 

concentration qui n'influenceraient que le courant sortant potassique 

repolarisant. 

Le PK11195, sans relation structurale avec les benzodiazépines 

- antagonise l'action du Ro 5-4864, 

-est inotrope négatif, 

-ne modifie pas le décours des potentiels d'action cardiaques. 

Dans ce travail, il nous a semblé intéressant d'étudier les 

éventuelles interactions entre le PK11195 et deux antagonistes du Ca2+, le 

vérapamil et la nifédipine, et d'un agoniste, le BAY K 8644. 

Nos résultats montrent que le PK11195 s'oppose aux effets 

électrophysiologiques et mécaniques du vérapamil et du BAY K 8644, en 

milieu normal et hyperpotassique. 

Un tel antagonisme n'est pas retrouvé vis-à-vis de la nifédipine. 

Si nos résultats sont relativement voisins de ceux de MESTRE et 

al., nous ne retrouvons pas l'antagonisme PK11195-nifédipine. En l'état 
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actuel de notre travail, il nous est difficile de proposer une 

interprêtation à cette divergence puisqu'il est établi que le site de 

liaison des 1,4-dihydropyridines est unique, que le composé soit agoniste 

ou antagoniste. 
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