LFFH

UNIVERSITE DE NANTES UNIVERSITE DE MAHAJANGA

Laboratoire Mixte international
Biotechnologies-Environnement-Santé

Inserm UMR_S 915 — I'institut du thorax

Pierre PACAUD

EEEEEEEEEEEEEEEEEE

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn



TH

I'institut du thorax

L’hypertension artérielle:

LMI-BES

%

- L’hypertension = PA anormales : systolic BP > 140 mm Hg; diastolic BP > 90 mm Hg

- L’hypertension
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facteur de risque associé au plus fort taux de mortalité
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T L’hypertension artérielle

I'institut du thorax

Facteur de risque cardiovasculaire majeur

- 31% de la population mondiale (18-74 ans)
- Cause inconnue dans 90 %

26% traitée— PA contrblée

48% inconnu 52% Hypertension connue

) 17% traitée-PA non contrdlée
9% non-traitee

=» Nécessité de comprendre les mécanismes a l'origine de I’'hypertension
=» Découvrir et proposer de nouveaux traitements
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T L’hypertension artérielle

I'institut du thorax

- Une origine multifactorielle
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T L’hypertension artérielle : pnysiopathologie

I'institut du thorax

SRAA |« » SN Sympathique

WV Excrétion Na

Rétention hydrosodée
?'\ vasoconstriction |«
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- Dysfonction endothéliale
\- - Inflammation

- Remodelage

- Mécanismes multiples
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T\ L’hypertension artérielle : physiopathologie

I'institut du thorax

SRAA |« » SN Sympathique
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Rétention hydrosodée
?" vasoconstriction |«
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' - Dysfonction endothéliale
- Inflammation
\\ - Remodelage

- Mécanismes multiples
- RGle central et convergent des artéeres
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T L’hypertension artérielle : physiopathologie

I'institut du thorax

Notre expertise :
Analyse des mécanismes moléculaires de contraction et du remodelage vasculaire
=» Nouvelles cibles pharmacologiques — nouvelles thérapies antihypertensives

- &(‘\ vasoconstriction |«
. v

A\ résistance vasculaire |

v

¥

’l - Dysfonction endothéliale

- Inflammation
> SN

- Remodelage

Guilluy C, et al. Nature Medicine. 2010. The Rho exchange factor Arhgefl mediates the effects of angiotensin Il on vascular tone and blood pressure.
Loirand G, Pacaud P. Nature Revue Cardiology. 2010. The role of Rho protein signaling in hypertension.

; [
then!:a:‘:;: I"I[ I nserm ~
® .

AL « UNIVERSITE DE NANTES

NTRE HO
ERSITAIRE D



¥ L'hypertension artérielle a
I'institut du ’rHorcx Mad ag ascar

Incidence variable (Selon I'approche STEPS de I'OMS, 2005)

Province d’Antananarivo
(2753 sujets, 25-64 ans)  76%

11% traités
88%

30% traités

Province de Tulear

(2831 sujets, 25-64 ans) 89%
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T L'hypertension arterielle a
I'institut du ’rHorcx Mad ag ascar

Incidence variable (Selon I'approche STEPS de I'OMS, 2005)

Province d’Antananarivo
(2753 sujets, 25-64 ans)  76%

11% traités
88%

Place importante de la
- Médecine traditionnelle
- Plantes médicinales

30% traités

Province de Tulear

(2831 sujets, 25-64 ans) 89%
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T\ Strategie pharmacologique de LMLBES
miviavnoo |"Hypertension artérielle a Madagascar M~ U

Nombreuses plantes utilisées comme « antihypertenseur »

Aloe (vahona)

Cinnamomsa fragrans (mandravasarotra)
Catharanthus roseus (Pervenche de Madagascar)
Solanum anguivi

Tamarindus indica

Petchia madagascariensis

Petchia erythrocarpa

Petchi cryptophlebia

Moringa oleifera

Mais :

- Usage empirique

- Efficacité non prouvée

- Effets thérapeutiques non caractérisés
- Pas de données sur leur tolérance
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TH). Strategie pharmacologique de Lwmi-BES

miisross  |'hypertension artérielle & Madagasdill=t

Nombreuses plantes utilisée comme « antihypertenseur » :

Aloe (vahona)

Cinnamomsa fragrans (mandravasarotra)
Catharanthus roseus (Pervenche de Madagascar)
Solanum anguivi

Tamarindus indica

Petchia madagascariensis

Petchia erythrocarpa

Petchi cryptophlebia

Moringa oleifera

S’appuyer sur la médecine traditionnelle et les

données ethnopharmacologiques pour :

- Sélectionner des extraits végétaux efficaces par la

‘ Projet réalisation de tests biologiques in vitro et in vivo
EPHYMA: |- !dentifier les mécanismes d'actions

- Envisager une formulation de médicaments

(«phytomédicaments») accessibles et utilisables dans

la prise en charge des hypertendus.
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¥ Sélection de plantes Malgaches
'institut du thorax antl hyp erten S |VeS

Tests dédiés a I'analyse des effets vasculaires
Extraits de plantes utilisées comme antihypertenseurs ou ciblant potentiellement les
fonction vasculaires

-t" vasoconstriction |«
A v

A\ résistance vasculaire |

v

¥

- Dysfonction endothéliale

-\'\ - Inflammation

- Remodelage
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% Selection de plantes Malgaches
institut du thorax anti hyperten sives

Tests dédiés a I'analyse des effets vasculaires
Extraits de plantes utilisées comme antihypertenseurs ou ciblant potentiellement les
fonction vasculaires

Tests « in vitro »

1) Activité contractile

Anneaux d'artéres de rats - -\e\ vasoconstriction |«
(Ao, AP, AM) RN ]
A\ résistance vasculaire |
2) Fonction endothéliale
Anneaux d’artéres de rats ‘
(Ao, AP, AM) ’K - Dysfonction endothéliale

3) Inflammation » \ - Inflammation

Cellules endothéliale - Remodelage
4) Remodelage
Prolifération CML

Instituts .
thématiques IIII I nserm A’
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T4 Sélection de plantes Malgaches
I'institut du thorax antlhyperten8|ves

Tests dédiés a l'analyse des effets vasculaires
Extraits de plantes utilisées comme antihypertenseurs ou ciblant potentiellement les
fonction vasculaires

Tests « in vitro » Tests « in vivo »

1) Activité contractile

Anneaux d'artéres de rats - %\ vasoconstriction |«

(Ao, AP, AM) RV ]
A\ résistance vasculaire |
‘ 5) Mesure de la
_ pression artérielle
2) Fonction endothéliale Télémétrie — Rats SHR
Anneaux d’artéres de rats ‘
(Ao, AP, AM) F - Dysfonction endothéliale

3) Inflammation » \ - Inflammation

Cellules endothéliale - Remodelage
4) Remodelage
Prolifération CML

Instituts .
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m Tests EX-VIVO : 1) Activité contractile LMI-BES
Vinsfitut du thorax 2) Fonction endothéliale L)

Vascular rings

h 60 mh KC B0 mk KL 80m kCl  Tests conditions
krebs 37°C

Protocoles :

Précontraction PhE (1 uM)
CDR Molécules a tester

- Anneaux avec endothélium

- Anneaux sans endothélium

Contraction (%)

10 uhM
+

Instituts g1 [ ]
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m Tests Ex-Vivo : 3) Inflammation L

I'institut du thorax l ?T

Effets sur I'activation des CE

0 6
, yy Temps (h)
V4

1
|
1 ' 1
1
1
1
1
!

TNFo. (200 U/ml)

+/- extrait (3 concentrations)

oW I A

HUVECs :
B Plaqugs 96 puits o ELISA cellulaire :
- 3 [molécules] — triplicates Expression membranaire de VCAM-1
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Tests EX-VIVO : 4) Remodelage LMI-BE

I'institut du ’rHorcx

Effets sur la prolifération des CML (Aorte de rat)

g

ensemencement

-48 -24

0 48 Temps (h)

10% FCS 0% FCS 10% FCS

i
A

+/- extrait (3 concentrations)

CML
- Plaques 96 puits
- 3 [molécules] — duplicates

2- Comptage cellulaire
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f#\ Tests EX-VIVO : 5) Mesure chronique de la
pression arterielle

I'institut du thorax

—_—
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Extrait 1
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L 4

Prélevement aorte
Fonction endothéliale
Histologie

Irnrmun ohistochimie
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T\ Effets d’extraits végétaux sur la
I"institut du thorax prOllférat|on des CML

B CTRL m0,1mg/ml

Ex: 27 extraits
m0,01mg/ml = 1mg/ml
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T Effets d’extraits vegétaux sur la
Mt deiee proliféeration des CML

i m CTRL 0,1 |
Ex: 27 extraits ®0,1mg/m

120 m0,01mg/ml = 1mg/ml
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T Effets d’extraits végetaux sur la
Uit horss prolifération des CML

. H CTRL m0,1mg/ml
Ex: 27 extraits

m0,01 mg/ml
120 g/ 1mg/ml
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T Effets d’extraits végeétaux sur la
i (e prolifération des CML (1)

. H CTRL m0,1mg/ml
Ex: 27 extraits

m0,01 mg/ml
120 g/ 1mg/ml

—
o
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Prolifération (% contréle)
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i AV Effets d’extraits végétaux sur la
MRS proliferation des CML (2)

Exemple de TID

70000 ~
60000 A
50000 A
40000 A

0% FCS 10% FCS

30000 A
20000 HA
10000 -

nombre cellules/ml

N

TID -+ -

= Pas d’effet toxique
= Effet inhibiteur d’'~30%

wstisiruie of hanres UNIVERSITE DE NANTES



4

I'institut du thorax

Effets sur les fonctions contractile et

endothéliale (1)
Exemple de TID

% contraction

125-

100

79=

Aorte Artére pulmonaire
125~
- 1004
2
*g 75+
o 504
o
=
254
/
T T ' 0- T T T '
4 3 2 -1 07; 4 3 2 -1
Log [TID] (mg/ml) Log [TID] (mg/ml)

=» Effet relaxant concentration-dépendant
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’]’#\ Effets sur les fonctions contractile et

I'institut du thorax en d Oth él |a.| e (2)
Exemple de TID

Aorte Aorte
120
= 125
wl00r-—"—""""""T"TTTTTTSSTmr-SSSsmmmm e -
o -E
—
< 80 g 100 — —,
g ¥ g
[

_5 40 5 50
S S
S 20 25+
° —_—
m 0 u // ] L] ] L}

00001 0,001 0.01 0.1 o 7 4 3 2 A

[TID] (mg/ml) Log [TID] (mg/ml)

=»Relaxation maximale équivalente a celle du CCh  =» Effet relaxant dépendant de I’endothélium

Instituts .
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T\ Effets sur les fonctions contractile et

'institut du thorax en d Oth él | a.l e (3)
Exemple de TID

CCh 105 M TID 0,1 mg/ml
1207

1001

B (2] (0]
o o o

Relaxation (% CCh 10-5 M)
S

0

Indométhacine 10°M - + - - - + - -
Glibenglamide 10°M - - o+ - - -+ -
L-Name 300 pM - - - + - - - +

= effet relaxant NO-dépendant
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\ Effets sur la pression artérielle

I'institut du thorax Exemple de TID

TID

JOUR NUIT

160 160
g 5
£ 140 € 140
E E
[} [}
£ 120 £ 120
g g
3 3
= 100 = 100
o o

80 80

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Age (semaine) Age (semaine)
= JOUR = NUIT
E 370 € 370
o o
3 3
8350 8 350
g g
.g 330 .5 330
B °
8 310 8 310
[} [0}
[} (5]
g 290 & 290
=] >
& &
L 270 I 270
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Age (semaine) Age (semaine)

=» Diminution d’~10% de la PA moyenne chez le rat SHR
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2 Ay Effets sur la pression artérielle

I'institut du thorax Exemple de TID

TID Périndopril

JOUR NUIT JOUR 60 NUIT
160 160 = 160 = '
= = = =
E
2140 j:ﬁﬁ::tgj-j é 140 Hﬁf}jﬁ E 140 W E 140 W
E = s o
2 120 2 120 £ 120 £ 120
[ [
> >
[=} [s} nu
= 100 S 100 é 100 H § 1 . P
a a & "!'E{'L E'I{:i-l';; o s T i
80 20
80 80 _._,_._._._._,_._.j_,_._,_,_._,_._._. _—_—
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 11 12 13 14 15 16 17 18 19 11 12 13 14 15 16 17 18 1%
Age (semaine) Age (semaine) Age [semaine) Age (semaine)
= JOUR = NUIT _ _
E 370 £ 370 E JOUR £
s =3 G 370 G 1
S S 370
8350 8 350 3 2
g g ‘—:' 350 2 3504
& 330 g 330 5 g
g g g 3% £ 3304
] 8 310 ¥
g 30 s 8 a0 ¥ 3101
[} & s
5290 gzgo E 250 § 2501
« A 3
T 270 T 270 g 20 g 270
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 & 11 12 13 14 15 16 17 18 19 - 11 12 13 14 15 16 17 18 18
Age (semaine) Age (semaine) Age (semaine) Age (semaine)

=» Diminution d’~10% de la PA moyenne chez le rat SHR
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Familles de molécules : Exemple de TID

B G. Comte Profil HPLC de I'extrait TID

Fuhn-.nw P Amention Tiom

Tamarindns indica (TID) 5,7 mg/500 pL 20pL injecte
Colonne RP18 Merck, 125x4

Solvant : Methanol/Eau
Programme : 5% Methanol a 30% methanol en 10min

30% a 30% en 10 min
30% a 3% en 10 min
35% a 100% en 10 min
100% a 100% en 10 min

=» Richesse en composeés phénoliques
=»trois groupes de polarité

=4 composés majoritaires Flavonoides en UV visibles :
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¥\ Transfert a la Clinique

I'institut du thorax

Structuration d’une cellule de recherche clinique au CHU de Mahajanga

Dr C. Agard CHU de Nantes et Dr L. Nany CHU de Mahajanga

Recherche Clinique

=»Base de données patients HTA et suivi traitements

Source de nouveaux extraits } B L. , ] ,
=» Mise en place étude clinique sur plantes sélectionnées

Preuve de concept, cohortes
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I'institut du thorax
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I'institut du thorax
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