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Trx      Thiorédoxine  

TrxR     Thiorédoxine réductase 

u.m.a.     Unité de masse atomique 

WKY     Wistar-Kyoto 



 

16 
 

Introduction générale 
 

Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique (•NO) est un médiateur physiologique impliqué 

dans de nombreuses fonctions physiologiques dont le maintien de l'homéostasie vasculaire. Le 
•NO est produit dans l’endothélium par la NO synthase endothéliale (eNOS). Ce messager 

gazeux, radicalaire et ubiquitaire agit comme un puissant vasodilatateur, régulant le tonus 

vasculaire, prévient l’agrégation et l’adhésion plaquettaires, et limite l’inflammation et les 

phénomènes de prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (Moncada et Higgs, 

1997, Guzik et al., 2003).  

La synthèse de •NO dans l’endothélium diminue avec l’âge (Bredt et Snyder, 1994). Des 

modifications de sa biodisponibilité sont des facteurs essentiels impliqués dans de 

nombreuses pathologies vasculaires en particulier l’hypertension artérielle, l’athérosclérose et 

l’angor (Moncada et al., 1991). Ces pathologies vasculaires touchent dorénavant un nombre 

croissant de personnes en particulier en Europe, et elles représentent une des principales 

causes de morbi-mortalité (Laslett et al., 2012).   

Pour pallier ce déficit en •NO, une des approches thérapeutiques est d’apporter le •NO de 

manière exogène à partir de molécules « donneurs de •NO ». Différents médicaments sont 

actuellement utilisés : les dérivés nitrés, les sydnonimines et le nicorandil. Cependant, ces 

molécules présentent les inconvénients suivants : une demi-vie brève, l’induction d’un 

phénomène de tolérance observé avec les dérivés nitrés et l’utilisation de doses élevées 

susceptibles d’induire un stress oxydant. Pour remédier à ces inconvénients, d’autres 

molécules donnant du •NO sont à l’étude. Parmi elles, les S-nitrosothiols (RSNO) représentent 

une famille chimique intéressante car ils présentent une stabilité supérieure à celle du •NO et 

l’avantage de ne pas induire de phénomène de tolérance (Bauer et Fung, 1991a,  

Hanspal et al., 2002). Par ailleurs, de nombreux RSNO existent de manière endogène et de 

plus en plus de travaux suggèrent qu’ils jouent un rôle physiologique important dans le 

stockage et le transport de •NO. Ces RSNO existant au niveau physiologique sont donc 

susceptibles d’être dénués de toxicité (Stamler et al., 1992a).  

La libération de •NO à partir de RSNO est induite par différents facteurs environnementaux 

comme le pH, la lumière, la température et les ions métalliques (Roy et al., 1994,  

Megson et al., 1997, Heikal et al., 2009). Par ailleurs, de nombreux systèmes enzymatiques 

membranaires et cytosoliques sont également capables de décomposer les RSNO et de libérer 
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le •NO. Parmi eux, la thiorédoxine (Trx) et la protéine disulfure isomérase (PDI), appartenant 

à la famille des rédoxines, sont impliquées dans la régulation redox du groupement thiol dans 

la cellule et métabolisent les RSNO de manière non spécifique (Arnér et Holmgren, 2000, 

Sengupta et al., 2007). En revanche, la -glutamyltransférase (GGT) et la GSNO réductase 

(GSNOR) sont des enzymes respectivement membranaires et cytosoliques impliquées 

spécifiquement dans la dégradation d’un RSNO endogène, le S-nitrosoglutathion (GSNO). 

Différentes études ont mis en évidence dans des conditions physiologiques, la libération de 
•NO et les effets vasorelaxants induits par les RSNO au niveau vasculaire dans des modèles 

de vaisseaux isolés (Al-S’adoni et al., 2000, Sogo et al., 2000, Tullett et al., 2001, Alencar et 

al., 2003, Heikal et al., 2011). Par ailleurs, l’administration in vivo de RSNO chez l’animal se 

traduit par une diminution de la pression artérielle (Ishibashi et al., 2011, Nossaman et al., 

2012). Cependant, les mécanismes cellulaires impliqués dans l’effet vasorelaxant des RSNO, 

en particulier le rôle des enzymes responsables de la libération de •NO à partir des RSNO, 

sont encore peu explorés dans la littérature. 

Dans ce contexte, nous avons cherché à travers nos travaux de thèse, à étudier le rôle de deux 

enzymes membranaires, la GGT et la PDI, dans la libération de •NO à partir des RSNO et 

leurs effets vasorelaxants. Ces travaux débouchent sur une meilleure compréhension des 

mécanismes cellulaires impliqués dans la dénitrosation des RSNO dans un contexte 

physiologique et permettront de mieux appréhender l’utilisation des RSNO en thérapeutique. 

Nous avons ciblé notre étude sur la GGT et la PDI, car non seulement elles jouent un rôle 

important dans la dénitrosation des RSNO, mais de par leur localisation sur la membrane 

plasmique, elles sont impliquées dans la libération et le passage du •NO du milieu 

extracellulaire vers le compartiment cytosolique où il va ensuite exercer ses effets sur des 

protéines cibles. Nos études portant sur la GGT et la PDI sont d’autant plus importantes que 

des modulations de l’activité de ces enzymes ont été rapportées dans différentes pathologies 

vasculaires. En effet, des études épidémiologiques montrent que l’activité de la GGT 

plasmatique, connue comme marqueur d’atteintes hépatiques, est augmentée dans différentes 

pathologies cardiovasculaires comme l’hypertension artérielle (Ermis et al., 2012) et 

l’athérosclérose (Franzini et al., 2009). Cette augmentation d’activité plasmatique de la GGT 

a été corrélée à une augmentation de son activité dans la plaque d’athérome (Franzini et al., 

2009). En ce qui concerne la PDI, des études expérimentales ont récemment montré qu’une 

augmentation de l’activité PDI était associée au développement d’un stress oxydant, 

processus impliqué dans de nombreuses pathologies vasculaires (Janiszewski et al., 2005). 
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Nous nous attacherons à étudier les effets vasorelaxants et les voies enzymatiques mises en 

jeu dans la dénitrosation de deux RSNO présentant des voies métaboliques différentes : (i) le 

GSNO, un mononitrosothiol endogène de faible masse moléculaire produit dans l'organisme 

par nitrosation du glutathion (GSH). Le GSNO est présent dans la cellule et dans le 

compartiment sanguin, où il est en équilibre avec d’autres RSNO de masse moléculaire 

élevée, principalement la S-nitrosoalbumine (AlbSNO). Existant de façon physiologique, il 

représente donc un choix logique pour le développement de nouveaux donneurs du •NO. Il est 

considéré actuellement comme un "leader" en terme de potentiel thérapeutique et comme outil 

pour étudier les mécanismes biochimiques et les propriétés pharmacologiques des RSNO 

(Nikitovic et Holmgren, 1996, Alencar et al., 2003, Angeli et al., 2009). 

(ii) la S,S’-dinitrosobucillamine (BUC(NO)2), une molécule originale non décrite dans la 

littérature que nous avons synthétisée à partir d’un dithiol : la bucillamine (BUC(SH)2). Ce 

dithiol présente plusieurs intérêts pour le développement d’un nouveau RSNO. Tout d'abord, 

il possède dans sa structure deux groupements thiols capables d’être nitrosés, ce qui offre au 

S-dinitrosothiol correspondant la capacité de libérer une plus grande quantité de •NO. De plus, 

BUC(SH)2 est un composé plus lipophile que la plupart des RSNO décrits dans la littérature 

(Al-Sa'doni et al., 2000, Alencar et al., 2003, Heikal et al., 2011, Gaucher et al., 2013), ce qui 

devrait favoriser son passage membranaire et son action au niveau intracellulaire. Enfin, 

BUC(SH)2 possède des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires qui pourraient être 

mises à profit dans un contexte pathologique (Mazor et al., 2006).  

Les RSNO étudiés ont été synthétisés au laboratoire et dans une démarche de validation de 

cette synthèse, nous avons effectué une caractérisation physico-chimique approfondie pour 

chacun d’entre eux. La structure globale de la molécule a été vérifiée par spectrométrie de 

masse (SM), puis par analyse élémentaire et par spectroscopie de résonance magnétique 

nucléaire du proton (1H RMN). La présence de la liaison S-NO a été par la suite vérifiée en 

spectrométrie UV-visible, par dichroïsme circulaire et par spectroscopie IR à transformation 

de Fourier, ainsi que par analyse thermique. Enfin, la pureté du produit, l’identification et la 

quantification des impuretés présentes ont été déterminées par spectrophotocolorimétrie et par 

chromatographie en phase liquide haute performance (CLHP). L'ensemble de cette 

caractérisation physico-chimique nous a permis de valider notre méthode de synthèse du 

GSNO et de la BUC(NO)2 et de les utiliser en toute sécurité dans les études in vitro et ex vivo. 

Après la synthèse et la caractérisation physico-chimique des RSNO, les propriétés 

pharmacologiques des RSNO ainsi que les mécanismes enzymatiques impliqués au niveau 
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vasculaire dans la libération de •NO ont été évalués in vitro et ex vivo en situation 

physiologique sur un modèle d’anneau aortique isolé de rat.  

Nos travaux de thèse ont donc nécessité une approche multidisciplinaire associant la physico-

chimie, la biochimie et la pharmacologie et s’inscrivent dans un projet de l’équipe d’accueil 

EA CITHEFOR 3452 validé par l’ANR (Agence Nationale de la Recherche) : projet 

NanoSNO « Formulation nanoparticulaire de S-nitrosothiols en vue d’améliorer la 

biodisponibilité de l’oxyde nitrique. Evaluation toxicologique et pharmacologique ».   

Ce manuscrit rassemblant les résultats obtenus est organisé en quatre chapitres. 

 

Le premier chapitre est consacré à l’état de l’art. Il s’agit dans un premier temps de présenter 

les propriétés générales du •NO, en présentant notamment les effets biochimiques qu’il 

engendre au niveau intra et extracellulaire. Nous présentons également les avantages et les 

inconvénients des médicaments  « donneurs de •NO » existant actuellement sur le marché 

ainsi que les différentes familles de nouvelles molécules actuellement à l’étude avec un intérêt 

particulier pour les RSNO. Dans un deuxième temps, les mécanismes enzymatiques et non 

enzymatiques intervenant dans la libération de •NO à partir des RSNO sont exposés. Enfin, 

l’importance des phénomènes de nitrosation et dénitrosation en physiologie et en pathologie 

cardiovasculaire ainsi que les stratégies de développement d’un RSNO à fort potentiel 

thérapeutique sont exposées. Ce dernier aspect a fait l’objet d'une revue générale publiée dans 

Curr. Pharm. Des. (Gaucher et al., 2013) : S-nitrosation / S-denitrosation in cardiovascular 

pathologies: facts and concepts for the rational design of S-nitrosothiols. 

 

Le second chapitre correspond à la première partie de notre travail expérimental. Il est dédié 

à la synthèse des RSNO (GSNO et BUC(NO)2) ainsi qu'à leur caractérisation  

physico-chimique approfondie. Ces études ont permis de valider le protocole de préparation 

de ces RSNO ainsi que les différentes méthodes d’analyses colorimétrique et 

chromatographique nécessaires à leur contrôle et garantissant leur usage en toute sécurité dans 

les études biochimique et pharmacologique ultérieures. Ces résultats font l’objet de deux 

publications, l’une publiée dans Curr. Pharm. Anal. (Parent et al., A Complete 

Physicochemical Identity Card of S-nitrosoglutathione), et la seconde soumise à Eur. J. 

Pharmacol. (Dahboul et al., S,S’-dinitrosobucillamine, a new nitric oxide donor, induces a 

better vasorelaxation than other S-nitrosothiols). 
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Le troisième chapitre rapporte nos travaux consacrés aux études biochimique et 

pharmacologique des RSNO. Dans un premier temps, des études in vitro ont été menées afin 

d’évaluer l’impact de deux enzymes purifiées, GGT et PDI, dans le métabolisme des RSNO. 

Dans un second temps, les propriétés vasorelaxantes des RSNO et le rôle de ces enzymes dans 

les effets pharmacologiques des RSNO ont été déterminés ex vivo à l’aide d’un modèle 

d’anneau aortique isolé de rat. Ces études correspondent à un article publié dans PlosOne 

(Dahboul et al., Endothelial -glutamyltransferase contributes to the vasorelaxant effect of  

S-nitrosoglutathione in rat aorta) et à l’article soumis à Eur. J. Pharmacol. cité précédemment 

(Dahboul et al., S,S’-dinitrosobucillamine, a new nitric oxide donor, induces a better 

vasorelaxation than other S-nitrosothiols). 

 

Le quatrième chapitre correspond à une discussion générale, présentant les faits marquants 

de nos travaux. Les résultats obtenus sont mis en parallèle à ceux de la littérature et les 

perspectives du travail sont évoquées. Sur ce dernier point, la poursuite de ce travail 

consistant à étudier l’impact des enzymes dénitrosantes (GGT et PDI) dans les effets des 

RSNO en situation pathologique comme l’hypertension est détaillée. En effet, deux questions 

principales se posent : 1) les effets vasculaires des RSNO sont-ils identiques dans une 

situation pathologique ? 2) les activités des enzymes impliquées dans l’effet vasculaire des 

RSNO sont-elles modifiées au niveau des vaisseaux dans une situation pathologique ? Des 

données bibliographiques et quelques résultats préliminaires sont présentés dans ce chapitre.  
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1. L'oxyde nitrique : généralités 

 

L'oxyde nitrique a envahi le domaine de la signalisation cellulaire dans la biologie de 

nombreux systèmes. En 1980, Furchgott et Zawadzki ont montré que l’action vasodilatatrice 

de l’acétylcholine nécessitait la présence de l’endothélium et mettait en jeu la libération d’une 

substance alors nommée endothelium-derived relaxing factor (EDRF) (Furchgott et Zawadzki, 

1980). La nature chimique de l’EDRF fut découverte en 1987 quand l’équipe de Furchgott et 

celle d’Ignarro indiquèrent indépendamment que l’EDRF et le •NO avaient des propriétés 

biologiques très similaires (Ignarro et al., 1987). L’équipe de Moncada, appartenant aux  

laboratoires de recherche de Wellcome à Beckenham, a confirmé que le •NO est impliqué 

dans l’action biologique de l’EDRF et que son précurseur est la L-arginine 

(Palmer et al., 1987). En parallèle, les travaux de Murad sur la guanosine monophosphate 

cyclique (GMPc) ont permis d’élucider le mécanisme par lequel •NO permet la relaxation des 

cellules musculaires lisses (Murad, 1986). L’intérêt croissant porté à cette molécule simple l’a 

fait désigner molécule de l’année par la revue internationale Science  en 1992 et a valu à ses 

découvreurs le prix Nobel en 1998. 

Aujourd’hui, on sait que le •NO est également impliqué dans d’autres fonctions biologiques 

essentielles : neurotransmission, réponse immunitaire et agrégation plaquettaire. Quelles 

sont les propriétés chimiques de cette molécule ? Quels sont les facteurs qui contrôlent sa 

synthèse ? Quelles sont ses rôles physiologiques et ses voies de signalisation ? Comment peut-

on pallier son déficit en cas de modifications de sa biodisponibilité ?  

 

1.1. Propriétés chimiques, biosynthèse et rôles physiologiques de l'oxyde nitrique 
 

1.1.1. Propriétés chimiques de l'oxyde nitrique 

 

Le •NO est un radical libre instable. En fonction de l’état d’équilibre d’oxydo-réduction 

dans lequel il se trouve, il se comporte soit comme un agent oxydant, soit comme un agent 

réducteur : en perdant ou en gagnant un électron, le radical •NO se transforme respectivement 

en anion nitroxyle (NO–) ou en cation nitrosonium (NO+), et ces différentes formes, •NO, NO– 

et NO+, diffèrent dans leurs effets biologiques (Stamler et al., 1992b). La demi-vie en milieu 

biologique est faible, de l'ordre de 1 à 3 s (Kelm et Scharder, 1990). Le •NO réagit avec 

différentes molécules. Il réagit avec des métaux de transition, comme le fer, présents au 

niveau de différentes protéines telles que l’hémoglobine ou la guanylate cyclase soluble 
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(GCs).  En présence d’oxygène, le •NO se transforme en dioxyde d'azote (NO2). Ce composé 

interagit avec le •NO et produit un intermédiaire, le trioxyde d'azote (N2O3), qui réagit à son 

tour avec l'eau pour former l'ion nitrite (NO2
-).  

 

2 •NO + O2 → 2 NO2 

NO2 + •NO → N2O3 

N2O3 + H2O → 2 NO2
- + 2H+ 

 

Le •NO se combine également avec l’anion superoxyde (O2
-•) pour générer le peroxynitrite 

(ONOO-). 
•NO + O2

-• → ONOO- 

 

Enfin, le •NO et ses dérivés, le NO+ et le N2O3, ont la capacité de réagir avec les thiols 

présents dans certains peptides ou protéines pour former les RSNO. Le « R » désigne une 

protéine, un peptide ou un acide aminé. Ils sont caractérisés par une liaison covalente entre le 

thiol d'un résidu cystéine et le •NO. 

 

RS• + •NO → RSNO 

NO+ + RSH → RSNO + H+  

N2O3 + RSH → RSNO + NO2
- + H+ 

 

 

1.1.2. Biosynthèse de l'oxyde nitrique 
 

La production endogène de •NO est catalysée par les •NO synthases (NOS, EC 1.14.13.39). 

Les NOS appartiennent à la famille des oxygénases et sont présentes dans les cellules sous 

forme de monomères inactifs (Förstermann et Sessa, 2012). La forme active dimérique de 

NOS catalyse la réaction de formation de •NO à partir de la L-arginine et du dioxygène (O2), 

en présence de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), de 

tétrahydrobioptérine, de flavine mononucléotide, de flavine adénine dinucléotide et d’un 

groupement hème. Dans une première étape, la L-arginine est oxydée en 

Nω-hydroxy-L-arginine, qui dans une deuxième étape, est transformée en L-citrulline et •NO 

(figure 1) (Schini et Vanhoutte, 1993).  
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Figure 1 : Production d'oxyde nitrique (•NO) par les NO synthases (NOS).  

 

A l’heure actuelle, trois isoformes de NOS ont été décrites (tableau 1). L’isoforme de type III  

(NOS3, NOS endothéliale ou eNOS) est présente majoritairement dans les cellules 

endothéliales et les cardiomyocytes (Förstermann et Munzel, 2006). L’isoforme de type I 

(NOS1, NOS neuronale ou nNOS) est exprimée majoritairement dans les neurones et 

également dans les cellules musculaires lisses et les cellules épithéliales (Förstermann et 

Sessa, 2012). Ces deux isoformes sont des enzymes constitutives et produisent de faibles 

concentrations de •NO de façon transitoire. Leur activation nécessite la fixation du complexe 

Ca2+/calmoduline suite à une augmentation de la concentration en Ca2+ cytosolique. 

L’isoforme de type II (NOS2, NOS inductible ou iNOS) fonctionne indépendamment d’une 

augmentation de la concentration en ions Ca2+. Elle est induite dans de nombreux types de 

cellules après exposition à des composants bactériens ou des cytokines pro-inflammatoires 

comme l’interleukine-1 et le TNF alpha (Suschek et al., 2002). 
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Tableau 1 : Principales caractéristiques des isoformes de NO synthases (NOS). 

 

 

 

1.1.3. Rôles physiologiques de l'oxyde nitrique et ses voies de signalisation 
 

La production de •NO par la cellule endothéliale est modulée par différents stimuli 

physiques et biologiques. Parmi les stimuli physiques, les forces mécaniques de cisaillement 

pariétal (shear stress) exercées par le flux sanguin sur les cellules endothéliales par 

l’intermédiaire des mécanorécepteurs de surface constituent l’un des principaux facteurs 

régulant la libération de •NO (Davies, 1995, White et Frangos, 2007). La libération de •NO est 

également stimulée par de nombreux facteurs biologiques comme l’acétylcholine, la 

noradrénaline, la vasopressine, la bradykinine, l’histamine, la sérotonine, l’ADP ou la 

thrombine.  

Le •NO est responsable de multiples effets sur l’organisme tant bénéfiques que 

potentiellement délétères. Dans des conditions physiologiques, le •NO généré à faible 

concentration (de l'ordre du picomolaire à nanomolaire) (figure 2) de façon régulée et 

transitoire par la eNOS et la nNOS, joue un rôle majeur dans l’homéostasie vasculaire et 

 eNOS  nNOS  iNOS  

Expression  Constitutive  Constitutive  Inductible 

Gène 7q35-36 12q24.2-31 17q11.2-12 

Masse moléculaire (kDa)  133  161  131  

Lieux d’expression  Cellules endothéliales 

Cellules myocardiques 

Plaquettes 

Neurones 

Cellules neuronales 

Cellules musculaires lisses  

Neutrophiles 

  

Macrophages activés 

Monocytes, neutrophiles  

Cellules endothéliales 

Cellules musculaires lisses  

Cellules neuronales 

Rôle physiologique du •NO 

produit 

Homéostasie vasculaire 

Vasorelaxation 

Antiagrégant plaquettaire 

Neurotransmetteur 

Régulateur de la plasticité 

synaptique 

Défense immunitaire  

Production de •NO Faible Faible Forte 

Activation dépendante du 

complexe Ca2+/calmoduline 

Oui Oui Non 
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plaquettaire (Garg et Hassid, 1989, Loscalzo et Welch, 1995, Raij, 2006) et dans le contrôle 

de l’activité neuronale et la plasticité synaptique. Le •NO induit une relaxation au niveau des 

cellules musculaires lisses via sa diffusion à partir de l'endothélium. Cette diffusion a été 

longtemps considérée comme passive mais des études récentes ont montré l'existence d'un 

mécanisme actif au niveau des jonctions myoendothéliales impliquant l'hémoglobine et la 

cytochrome b5 réductase 3 (Straub et al., 2012). 

Dans des conditions pathologiques, le •NO produit en concentration élevée (de l'ordre du 

micromolaire) (figure 2) par la iNOS est impliqué dans la réponse immunitaire et induit un 

effet cytotoxique sur les cellules bactériennes. Il provoque un stress oxydant et un stress 

nitrosant par l’intermédiaire de ONOO- et de N2O3, respectivement (Jourd'heuil et al., 1999, 

Pacher et al., 2007). Un autre facteur qui participe aux effets délétères de •NO est le 

découplage de la eNOS (par déplétion du cofacteur : le tétrahydrobioptérine) qui conduit à la 

production simultanée de O2
-• et de •NO, à l’origine de la production de ONOO- (Alp et 

Channon, 2004). 

 

 

 

Figure 2 : Concentrations d'oxyde nitrique (•NO) produites par les NO synthases (NOS) 

d’après Jourd'heuil et al. (1999). 

 

Ces différents effets cellulaires résultent de l’interaction du •NO avec des atomes métalliques, 

des groupements thiols ou d’autres radicaux libres via trois sortes de réactions: nitrosylation, 

nitrosation et nitration (figure 3). Il faut noter que les termes « nitrosation » et  

« nitrosylation » sont souvent employés dans la littérature indistinctement même si, du point 

de vue chimique, leur signification est différente. Cette situation a été discutée en détails dans 
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l’ouvrage de Jacob et Winyard (2009) et récemment abordée par Heinrich et al. (2013). Nous 

avons suivi leurs recommandations de nomenclature dans le présent manuscrit.  

 

1.1.3.1. Nitrosylation 
 

La nitrosylation correspond à la réaction entre le •NO et les métaux de transition comme le 

fer, le cuivre présents dans les protéines. De nombreuses protéines nitrosylées ont été 

identifiées à l’heure actuelle et ce processus revêt une grande importance physiologique 

(Martínez-Ruiz et Lamas 2004, Hess et al., 2005, Foster et al., 2009, Jacob et Winyard, 2009, 

Lima et al., 2010). Par la suite, nous examinerons quelques exemples importants de protéines 

nitrosylées au niveau vasculaire dans des conditions non pathologiques. 

- L’exemple le plus connu de nitrosylation est la liaison de •NO avec le fer héminique de 

l’enzyme GCs, une hémoprotéine responsable d’une grande partie des effets du •NO, dits 

GMPc-dépendants. Cette réaction aboutit à l’activation de l’enzyme qui transforme la 

guanosine triphosphate en GMPc. La GMPc active la protéine kinase G de type I qui 

phosphoryle alors la phosphatase des chaînes légères de la myosine. Celle-ci se trouve ainsi 

activée et déphosphoryle les chaînes légères de la myosine, entraînant une relaxation des 

muscles lisses (Murad, 1986). La GMPc inhibe également l’agrégation plaquettaire, la 

prolifération des cellules musculaires lisses, la migration/adhésion des monocytes et le 

remodelage vasculaire (Lima et al., 2010). 

- Le •NO réagit également avec le cytochrome C de la chaîne respiratoire en compétition avec 

l’oxygène et inhibe le flux d’électrons de la chaîne respiratoire. Cette inhibition du 

cytochrome C est rapide, réversible et elle est associée à une diminution de l'apoptose de  

15 ± 5 % (Schonhoff et al., 2003). 

- Un autre exemple de nitrosylation est la réaction de •NO avec la NADPH oxydase au niveau 

de sa sous-unité régulatrice : le p47phox. La NADPH oxydase est un complexe enzymatique 

permettant la synthèse d’espèces réactives de l’oxygène (ERO). Cette nitrosylation provoque 

une diminution de l’activité de l’enzyme de 30 ± 5 % ainsi qu'une diminution de la production 

d’O2
-• de 70 ± 10 % (Selemidis et al., 2007).   

 

1.1.3.2. Nitrosation 

 

La nitrosation est définie comme l'addition de •NO ou de ses formes dérivées (NO+ et 

N2O3) sur un résidu cystéine pour former des RSNO (Jacob et Winyard, 2009,  
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Tsikas et al., 2012). Cette modification réversible sensible aux variations du statut redox est 

reconnue comme l’une des modifications post-traductionnelles régulant l’activité des 

protéines au même titre que la phosphorylation ou la glycosylation (Stamler et al., 1997a, 

Seth et Stamler, 2011).  

Chez les mammifères, les protéines cellulaires cibles régulées par nitrosation sont 

extrêmement variées (Foster et al., 2009, Lima et al., 2010). Bien que la plupart des protéines 

possèdent des résidus cystéine, toutes ne peuvent pas être nitrosées. En effet, la nitrosation est 

favorisée pour des résidus cystéine présents dans la chaîne latérale de la protéine facilement 

ionisable et se trouvant dans des compartiments hydrophobes (Stamler et al., 1997a).  

Par la suite, nous détaillerons quelques exemples importants de protéines cibles nitrosées au 

niveau vasculaire dans des conditions physiologiques.   

Le •NO nitrose des groupements thiols d’acides aminés, de peptides et de protéines cellulaires 

et circulantes, donnant ainsi naissance aux RSNO. Certains jouent un rôle dans le stockage et 

le transport du •NO. Selon la classification de Tsikas et al. (2013), les RSNO de masse 

moléculaire élevée représentés par l’AlbSNO dans le plasma et la S-nitrosohémoglobine 

(HbSNO) dans les érythrocytes sont considérés comme les principales formes de stockage de 
•NO. Par ailleurs, les RSNO de faible masse moléculaire comme la S-nitrosohomocystéine 

(HCysNO), le GSNO, la S-nitrosocystéinylglycine (CysGlyNO) et la S-nitrosocystéine 

(CysNO) sont considérés comme des transporteurs permettant à •NO de diffuser in vivo vers 

les cellules cibles.  

Les valeurs de concentrations physiologiques des RSNO endogènes restent controversées. 

L’équipe de Stamler et al. (1992c) a signalé que la concentration en AlbSNO chez l’Homme 

sain est de 7 M. Quelques années plus tard, l’équipe de Tsikas et al. (1999) a rapporté que la 

concentration d’AlbSNO humaine est 35 fois plus faible que celle déterminée par Stamler et 

al. (1992d).  

La concentration totale des RSNO plasmatiques de faible masse moléculaire, mesurée pour la 

première fois par Stamler et al. (1992c), est de 300 nM. Par ailleurs, l’équipe de Taubert et al. 

(2007) a montré que la concentration moyenne de GSNO plasmatique est de 0,33 nM. 

L’équipe de Bramanti et al. (2010) a démontré que la concentration de GSNO et d'autres 

RSNO de faible masse moléculaire varie entre 50 et 350 nM. Ces concentrations sont 150 - 

1000 fois plus élevées que celles rapportées par l'équipe de Taubert et al. (2007) mais proches 

de celles indiquées par Stamler et al. (1992c). Ces concentrations de RSNO mesurées plus 

élevées correspondent à l'emploi de conditions expérimentales particulières lors du 

prélèvement sanguin : 
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- inhibition de l'activité de la GGT plasmatique par le complexe sérine borate (SBC), 

inhibiteur compétitif de la GGT 

- utilisation de facteurs de stabilisation de la liaison S-NO comme l'acide éthylène diamine 

tétraacétique (chélateur des ions métalliques) et le N-éthylmaléimide (agent bloquant les 

groupements thiols libres donc limitant les réactions de transitrosation).  

Récemment, l’équipe de Tsikas et al. (2013) a montré comme l’équipe de Bramanti et al. 

(2010) que l’inhibition de la GGT provoque une augmentation de la concentration 

plasmatique du GSNO mesurée. Toutefois, l’équipe de Tsikas a trouvé que la concentration 

du GSNO est de 2,8 nM et non de 50 - 350 nM. Ainsi, les valeurs des concentrations de ces 

RSNO in vivo restent incertaines à ce jour et extrêmement difficiles à évaluer 

vraisemblablement en raison des différentes méthodologies analytiques et pré-analytiques 

utilisées par les équipes travaillant dans le domaine.  

Le •NO nitrose également une grande variété d’enzymes, de facteurs de transcription, de 

kinases, de caspases, de canaux ioniques et de récepteurs modulant ainsi leur fonction.  

- L’équipe de Ravi et al. (2004) a montré que la nitrosation des eNOS au niveau de la cystéine 

101 du bovin ou 99 de l’Homme provoque une diminution de la dimérisation de la eNOS 

réduisant son activité de 92 ± 4 %. Cette nitrosation des eNOS représente un mécanisme 

d’autorégulation négative de la production de •NO. 

- Concernant les facteurs de transcription, le •NO exerce des effets anti-inflammatoires via 

l’inhibition de l’activité de NF-kB par nitrosation de la cystéine 62 de la sous-unité p50. 

Cependant, il a été démontré que le •NO pouvait être un activateur de NF-kB, en agissant sur 

les facteurs régulant négativement son activité (nitrosation du facteur inhibiteur de l’activité 

NF-kB p21ras) (DelaTorre et al., 1999).  

- La nitrosation de certaines familles de canaux potassiques BKCa a également été décrite ; 

elle entraîne leur activation et ensuite une hyperpolarisation des cellules musculaires lisses et 

un relâchement vasculaire (Bolotina et al., 1994). 

-  Enfin, il a été récemment démontré que de nombreux récepteurs peuvent être nitrosés 

(Zhang et al., 2012). La nitrosation du récepteur I à l'angiotensine II au niveau de la cystéine 

289 diminue l’affinité du récepteur (de 20 à 60 %) pour l'angiotensine II de manière dose 

dépendante (Leclerc et al., 2006). Par ailleurs, la nitrosation de la kinase des récepteurs 

couplés aux protéines G et/ou des arrestines inhibe la désensibilisation des récepteurs  

bêta-adrénergiques (Ozawa et al., 2008). 



 

30 
 

 

•NO

Métaux Thiols Espèces réactives

Endommagement 
de l‘ADN, mort 

cellulaire

Hémoglobine

Transport et stockage 
de •NO

Guanylate cyclase 
soluble

Cytochrome oxydase,
NADPH oxydase, ..

Régulation du tonus vasculaire,
inhibition  de l’agrégation 

plaquettaire et de la de 
prolifération cellulaire

Régulation du  
tonus vasculaire 

Diminution de 
l’apoptose,

préservation de la 
biodisponibilité de 

•NO

Récepteurs, 
facteurs de 

transcription , 
canaux ioniques,..

Albumine, 
hémoglobine, 

glutathion, cystéine,..

Nitrosylation Nitrosation Nitration

Action anti-
inflammatoire, 

régulation du  tonus 
vasculaire 

Protéines, acides 
aminés, lipides,..

eNOS

Régulation 
négative de son 

activité 

 

 

Figure 3 : Voie de signalisation de l’oxyde nitrique (•NO), quelques exemples de cibles 
cellulaires, réactions associées et principaux effets physiologiques. 

 

1.1.3.3. Nitration  

 

La nitration est l'insertion d'un groupement nitro (-NO2) dans une molécule (Jacob et 

Winyard, 2009). Bien que les réactions de nitration interviennent dans le turn-over des 

protéines (Ischiropoulos et Gow, 2005), leur rôle physiologique n'est pas encore clairement 

établi.  

L’ion peroxynitrite est à l’origine de l’oxydation et de la nitration des acides aminés des 

protéines (exemple : oxydation des résidus cystéine, nitration des résidus tyrosine). La 

nitration de la tyrosine provoque la formation de la 3-nitrotyrosine. Elle induit un changement 

de la structure tertiaire des protéines et une altération de leur fonction (Souza et al., 2008). La 

présence de protéines aux résidus tyrosine nitrée a été mise en évidence dans de nombreuses 

pathologies, comme l’athérosclérose, l’infarctus du myocarde, la myocardite et le diabète 

(Turko et Murad, 2002).  

 

Toutes ces données confortent l’hypothèse que la nitrosation et la nitrosylation sont des 

mécanismes universels dans la voie de signalisation du •NO représentant un facteur clé de 

l’homéostasie vasculaire. 
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2. Les donneurs d’oxyde nitrique 

 

La diminution de la biodisponibilité de •NO est impliquée dans de nombreuses pathologies 

vasculaires, en particulier au cours de l'hypertension artérielle, l’athérosclérose ou les 

pathologies coronaires d’origine ischémique (Moncada et al., 1991). 

Plusieurs stratégies pharmacologiques sont développées pour pallier ce déficit de •NO et la 

perte de ses effets vasculo-protecteurs : 

1)  moduler l’action de différentes enzymes dont les activités sont modifiées : 

- améliorer le fonctionnement de la eNOS, soit en augmentant les concentrations de 

tétrahydrobioptérine, soit en inhibant l’arginase (Demougeot et al., 2005) ou la tyrosine 

phosphatase de type 1B (Richard et al., 2009)  

-   activer la GCs (Geschka et al., 2011) 

- inhiber les phosphodiestérases, enzymes responsables de la dégradation du GMPc 

(Geschka et al., 2011) 

2)  diminuer le stress oxydant afin d’améliorer la biodisponibilité du •NO (Touyz et al., 2011). 

3)  apporter du •NO de manière exogène à partir de molécules capables de le libérer.  

 

2.1. Les donneurs d'oxyde nitrique utilisés en thérapeutique 

 

Les « donneurs de •NO » sont des molécules appartenant à différentes familles chimiques 

qui sont capables de libérer directement le •NO soit de manière directe soit indirecte sous une 

forme intermédiaire qui sera convertie en •NO. L’expression « donneur de •NO » suscite un 

désaccord dans la littérature (Tsikas et al., 2012). En effet, il semble peu probable que tous 

ces composés libèrent la ou les même(s) espèce(s) chimique(s). Dans les milieux biologiques, 

toutes les formes rédox de NO (•NO, NO+, NO-) sont capables d’être libérées. Néanmoins, le 

terme « donneur de •NO » sera utilisé dans cette thèse. 

Les différents médicaments « donneurs de •NO » actuellement sur le marché regroupent 

plusieurs familles : les dérivés nitrés tels que la trinitrine et le dinitrate d’isosorbide, les 

sydnonimines, le nicorandil et le nitroprussiate de sodium (SNP). Ils présentent des 

caractéristiques pharmacocinétiques variables et sont principalement indiqués dans le 

traitement de l’angor, de l’insuffisance cardiaque et dans le traitement d’urgence des crises 

hypertensives (tableau 2). 
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Tableau 2 : Principales caractéristiques des donneurs d'oxyde nitrique.

 Principe actif Voie Délai d’action Durée d’action Indications principales Inconvénients 
Complexe 
inorganique 
métal-NO 

Nitroprussiate 
de sodium 

Intraveineuse Aucun 3 à 10 min 
Traitement d'urgence des crises hypertensives sévères 
(milieu hospitalié) 

Production d’ion cyanure 
(toxique) 

 
 
Dérivés nitrés  

Trinitrine 

Sublinguale 2 à 3 min 30 à 60 min 
Traitement préventif (à très court terme) ou curatif de 
la crise d’angor 

Développement d’une 
tolérance lors de 
l’administration de façon 
continue. Nécessité 
d’instaurer des fenêtres 
thérapeutiques pour 
limiter le phénomène 

Transdermique - 24 h Traitement préventif de la crise d’angor 

Intraveineuse 3 min 3 min 
Insuffisance cardiaque 
Infarctus du myocarde (phase aigue) 
Angor instable 

Mononitrate 
d’isosorbide 

Orale 1 h 12 h 
Insuffisance cardiaque  
Traitement préventif de l’angor 

Dinitrate 
d’isosorbide 

Sublinguale 2 à 3 min  30 à 60 min 
Traitement préventif (à très court terme) ou curatif de 
la crise d’angor 

Orale 
30 à 60 min  4 à 6 h Insuffisance cardiaque  

Traitement préventif de l’angor 1 h 8 h 

Intraveineuse 30 à 60 min  5 à 6 h 
Œdème aigu du poumon  
Insuffisance cardiaque 
Angor instable 

Intracoronaire 30 à 60 min  6 à 8 h 

Levée de spasme artériel coronaire 
Vasoconstriction spontanée ou induite  
Recherche d’une vasodilatation coronaire maximale en 
cours de coronarographie en préparation notamment à 
une angioplastie coronaire 

 
 
Sydnonimines 

Molsidomine Orale 20 min 1 à 3 h Traitement préventif de la crise d’angor (repos, effort) 
Risque d’induction de 
stress oxydant 

Chlorhydrate de  
linsidomine 

Intracoronaire 1 h 8 h Levée de spasme artériel 
Intraveineuse 4 à 6 min 25 à 40 min Traitement curatif de la crise d’angor 
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- Les dérivés nitrés sont des esters d’acide nitrique avec un nombre variable de groupements 

-C-O-NO2. Le chef de fil est la nitroglycérine (également appelée trinitrine) obtenue par 

nitration du glycérol. Les autres dérivés sont le mononitrate d’isosorbide et le dinitrate 

d'isosorbide. Le mécanisme de libération du •NO par les dérivés nitrés nécessite une 

biotransformation enzymatique.  

Plusieurs enzymes, en particulier, les glutathion-S-transférases, les cytochromes P-450 

(Bennett et al., 1994, Braun et al., 1995) et l’aldéhyde déshydrogénase (Chen et al., 2002) 

sont impliquées dans la libération d’ions nitrite à partir des dérivés nitrés ; cependant, les 

mécanismes responsables de la transformation de l’ion nitrite en •NO restent encore inconnus. 

Les dérivés nitrés constituent l'une des familles les plus utilisées dans le traitement de l'angine 

de poitrine. Leur utilisation au long cours est associée au développement d’un phénomène 

de tolérance avec une diminution rapide de l’amplitude de l’effet pharmacologique. Ce 

phénomène de tolérance met en jeu l’inactivation de l’aldéhyde déshydrogénase 

mitochondriale, la génération de O2
-• ou la déplétion de groupements sulfhydriles (Kjøller-

Hansen et al., 1994).  

 

- Les sydnonimines regroupent la molsidomine (N-éthoxycarbonyl-3-

morpholinosydnonimine) et le linsidomine (3-morpholino-sydnonimine, SIN-1). La 

molsidomine est une prodrogue N-acétylée qui est convertie par les estérases du foie en un 

métabolite actif, le SIN-1 (Feelisch et al., 1989). Elles sont utilisées dans le traitement de 

l’angine de poitrine. En présence d’oxygène moléculaire, le SIN-1 est oxydé en 

N-morpholinoaminoacétonitrile qui lui-même produit simultanément du ONOO- toxique pour 

la cellule (Hogg et al., 1992). 

 

- Le nicorandil est un principe actif hybride possédant un groupement nitrate et un résidu 

nicotinamide. Il possède un double mécanisme d’action (Kukovetz et al., 1992) : 1) il libère 

du •NO et augmente le taux de GMPc intracellulaire, du fait de la présence d'un radical nitré 

dans sa structure; 2) il active l'ouverture des canaux potassiques ATP-dépendants. Ces deux 

propriétés participent aux effets vasodilatateurs artériels et veineux du nicorandil mis à profit 

dans le traitement de l’angine de poitrine.  

 

- Le nitroprussiate de sodium est un complexe inorganique dans lequel le fer est sous forme 

ferreux et lié au NO (lequel est sous forme NO+). Selon certains auteurs, le SNP ne libère pas 

de •NO spontanément et sa dégradation nécessiterait une réduction réalisée par un thiol, 
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l’hémoglobine ou l’acide ascorbique (Rao et al.,1991, Kruszyna et al., 1993). Il a été 

également proposé qu’une enzyme membranaire nécessitant du NADH ou NADPH comme 

co-facteur serait impliquée dans sa dégradation (Mohazzab et al., 1999). Cependant, un de ses 

produits de décomposition est l’ion cyanure (CN-) qui s’accumule dans l’organisme et induit 

des effets toxiques.  

 

En conclusion, différents médicaments « donneurs de •NO » sont disponibles, mais leur usage 

reste limité aux pathologies coronaires d’origine ischémique et à l’insuffisance cardiaque. Une 

description plus détaillée de ces différents donneurs de •NO et de leurs limites d’utilisation a 

fait l’objet d’une revue (Parent et al., 2013). Par ailleurs, l’utilisation de ces médicaments au 

long cours est associée au développement d’un phénomène d’échappement thérapeutique ou 

d’un risque de toxicité par induction d’un stress oxydant/nitrosant.  

 

2.2. Les donneurs d'oxyde nitrique en cours de développement  

 

Suite aux problèmes rencontrés dans l’utilisation thérapeutique des donneurs de •NO, de 

nombreuses équipes de recherche s’intéressent au développement de nouvelles familles de 

molécules capables de libérer •NO. Parmi ces familles, on distingue les diazéniumdiolates 

(NONOates), les composés porteurs d’un groupement -C=NOH, les complexes fer-dinitrosyle 

et les RSNO.  

Certains auteurs proposent d'utiliser les ions nitrite (NO2
-) et nitrate (NO3

-) comme 

précurseurs de •NO (Kevil et al., 2012). Les NO3
- apportés par l'alimentation sont transformés 

par des enzymes du tube digestif (réductases des bactéries) en NO2
- qui sont ensuite réduits en 

•NO. Des études montrent que l’'administration des ions nitrate ou nitrite  n'entraîne pas de 

phénomène de tolérance. Mais des auteurs ont montré que leur administration à fortes doses 

entraîne la formation de nitrosamines carcinogènes, ce qui constitue une limite à leur 

utilisation en thérapeutique (Lidder et Webb, 2013).  

 

 - Les NONOates sont des molécules hybrides. Le premier NONOate (le diéthylamine 

NONOate) a été synthétisé en 1960. Ils sont produits par réaction entre des agents 

nucléophiles (X-) et le •NO. Un « dimère de •NO » est relié via un atome d’azote, ce qui 

aboutit à la structure générale X-[N(O)NO]-. (Megson et Webb 2002). Ils se décomposent 

spontanément en libérant deux molécules de •NO par molécule de NONOate et leur vitesse de 

décomposition dépend essentiellement de l’agent nucléophile lié, de la température et du pH 
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(Keefer et al., 2001). Parmi les caractéristiques intéressantes des  NONOates, on peut citer : 

une décomposition indépendante des thiols et une cinétique de libération de •NO de premier 

ordre (Morley et Keefer, 1993). Les effets vasodilatateurs et anti-agrégants plaquettaires de 

cette famille ont été mis en évidence (Diodati et al., 1993, Morley et Keefer, 1993). 

Cependant, leur potentiel thérapeutique reste limité car leur inconvénient majeur est la 

formation possible de nitrosamines carcinogènes (Fitzhugh et Keefer, 2000).  

 

- Les molécules porteuses d’un groupement -C=NOH, comme le 4-chlorobenzamidoxime, le 

4-nitrobenzamidoxime, le 4-hexyloxybenzamidoxime et le 4-méthoxybenzamidoxime, sont 

des molécules susceptibles d’être biotransformées en •NO par les NOS, les peroxydases et les 

cytochromes P450 (Mansuy et Boucher, 2002). Il a été démontré sur des artères isolées de rat 

que ces composés induisent une vasorelaxation (Vetrovsky et al., 2002). 

 

- Les complexes fer-dinitrosyle (DNCI) sont des composés ayant pour formule générale : 

[(RS-)2Fe+(NO+)2]+. Leur vitesse de décomposition est variable en fonction du thiol lié (Vanin, 

1998). Les DNCI se décomposent d’une manière spontanée selon l’équation suivante :  

[(RS-)2Fe+(NO+)2]+ → Fe2+ + •NO + NO+ + 2 RS- 

 

Le NO+ libéré à partir des DNCI réagit avec RS- pour former un RSNO. Les DNCI les plus 

étudiés sont les complexes incorporant la cystéine, le glutathion et la N-acétylcystéine (Vanin, 

1998) ; ils sont capables par libération de •NO, d’activer la GCs et d’induire une 

vasorelaxation (Mülsch et al., 1991, Pereira Ade et al., 2011). Ces composés induisent 

également une diminution persistante de la réponse à des agonistes vasoconstricteurs sur des 

artères isolées de rat (Vanin et al., 2007). En revanche, l’inconvénient majeur des complexes 

DNCI est l’induction d’un processus inflammatoire (Shekhter et al., 2007). 

 

- Une nouvelle approche dans le design des molécules libérant du •NO consiste à synthétiser 

des molécules hybrides en associant un résidu •NO sur de molécules possédant des propriétés 

pharmacologiques connues, comme des anti-inflammatoires non stéroidiens tels que l’aspirine 

(Lazzarato et al., 2011) ou le naproxène (Rossoni et al., 2004). Les actions biologiques des 

molécules hybrides de •NO ont reçu beaucoup d'attention et ont été examinées en détail par 

ailleurs (Keeble et Moore, 2002, Chiroli et al., 2003, Turnbull et al., 2006). 
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La dernière famille de donneurs de •NO qui sera décrite dans ce chapitre, est celle à laquelle 

nous nous sommes tout particulièrement intéressée dans ce travail de thèse : les  

S-nitrosothiols.  

 

2.3. Les S-nitrosothiols  

 

Les RSNO représentent un choix logique pour le développement de nouveaux donneurs de 
•NO car ils ont des demi-vies in vivo variant de 45 min à 2 h (Mathews et Kerr, 1993), ils 

n’induisent pas de stress oxydant ou nitrosant, ni de tolérance (Bauer et Fung 1991a, Miller et 

al., 2000). C’est pourquoi l’utilisation de RSNO dans un contexte thérapeutique est 

prometteuse, car ces molécules sont capables à la fois de libérer •NO et un thiol qui peut lui 

aussi présenter une très faible toxicité et des propriétés pharmacologiques intéressantes 

(propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,..) (figure 4). 
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Figure 4: Intérêts des S-nitrosothiols comme donneurs de l’oxyde nitrique (•NO). 

 

L’utilisation thérapeutique des RSNO peut se faire au moyen de :  

- RSNO endogènes tels que l’AlbSNO ou le GSNO, dont nous avons décrit les rôles 

physiologiques dans le paragraphe 1.1.3.2,  
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- RSNO exogènes comme la S-nitroso-N-acétylcystéine (NACNO) et la S-nitroso-N-

acétylpénicillamine (SNAP) et ses dérivés plus lipophiles.  

Dans le chapître suivant, nous allons détailler les effets vasculaires de ces différents RSNO.  

 

2.3.1. Effets biologiques des S-nitrosothiols 

  

- La S-nitrosoalbumine  

En 1992, l’équipe de Stamler a observé que le •NO réagit avec les thiols des protéines, 

comme l’albumine pour former de l’AlbSNO (Stamler et al., 1992c). L’AlbSNO ainsi formée 

par la fixation du groupement -NO sur le résidu cystéine en position 34 présente une demi-vie 

in vitro dans le sang humain de 5,5 h (Stamler et al., 1992a). Plus tard, la même équipe a 

démontré que l’inhibition de la production endogène de •NO par la eNOS provoquait une 

diminution de 40 % de la concentration en AlbSNO (Stamler et al., 1992c). Les effets 

vasorelaxants et antiagrégants plaquettaires GMPc-dépendants de l’AlbSNO ont été mis en 

évidence sur vaisseaux et plaquettes isolées, respectivement  (Stamler et al., 1992c, Simon et 

al., 1993, Giustarini et al., 2011). 

Par ailleurs, in vivo, la perfusion d’AlbSNO (1,8 μmol/kg) chez des rats Sprague-Dawley 

sains provoque une réduction immédiate de la pression artérielle de 29 ± 6 %. Cette réduction 

de la pression artérielle est nettement potentialisée par la co-administration d’albumine  

(Orie et al., 2005).  

 

- La S-nitrosohémoglobine  

Le •NO réagit avec l’hémoglobine selon deux types de modification : nitrosylation et 

nitrosation. La première réaction conduit à la formation de nitrosyl-hémoglobine (fixation de 
•NO sur l’hème). Cette réaction de nitrosylation joue un rôle dans la régulation du tonus 

vasculaire basal (Stamler et al., 1997b, Gladwin et al., 2000). La nitrosation, fixation de •NO 

sur le groupement thiol de la cystéine 93 de la chaîne β de l’hémoglobine, aboutit à la 

formation d'HbSNO. Des études réalisées ex vivo ont montré un effet vasodilatateur de 

l’HbSNO dépendant de la pression en oxygène et de la présence de thiols (Crawford et al., 

2003). En outre, il a été rapporté que l’HbSNO joue un rôle dans l’inhibition de l’agrégation 

plaquettaire chez l’Homme en stimulant le taux de production de GMPc (Pawloski et al., 

1998). In vivo, l’administration d'HbSNO (1 mol/kg) chez des rats Sprague-Dawley induit 

une diminution de la pression artérielle de 20 ± 5 % (Stamler et al., 1997b). 
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- Le S-nitrosoglutathion  

Le GSNO a été identifié dans l’organisme dans les érythrocytes (Messana et al., 2000), 

dans les plaquettes (Hirayama et al., 1999), dans le tissu cérébral (Do et al., 1996) et dans le 

fluide extracellulaire des poumons (Gaston et al., 1998). Les travaux menés sur le GSNO sont 

largement dominants dans la littérature par rapport aux autres RSNO. Les effets vasorelaxants 

du GSNO ont été mis en évidence sur des vaisseaux isolés ; ils mettent en jeu la production de 
•NO et l’activation de la voie de la GCs. Les valeurs de concentration produisant 50 % de 

l’effet maximum de vasorelaxation (CE50) du GSNO obtenues varient entre 0,10 et 0,40 M 

(Megson et al., 1997, Tullett et al., 2001, Alencar et al., 2003, Heikal et al., 2011). Par 

ailleurs, il a été montré qu’une incubation de vaisseaux isolés avec du GSNO permettait de 

former un stock intracellulaire de •NO, qui peut être par la suite libéré pendant plusieurs 

heures (≤ 4 h) et induire des effets vasorelaxants persistants (Megson et al., 1999, Alencar et 

al., 2003, Sarr et al., 2005).  

Des effets anti-agrégants plaquettaires et anti-proliférateurs du GSNO ont également été mis 

en évidence in vitro (Tullett et al., 2001). En outre, des études réalisées in vivo montrent que 

l’administration de GSNO par voie intraveineuse chez le lapin (0,3 µmol/kg) ou chez le rat 

(0,003 µmol/kg) anesthésié diminue la pression artérielle moyenne de 50 % et de 20 %, 

respectivement (Ishibashi et al., 2011, Nossaman et al., 2012). Ces résultats sont en 

concordance avec ceux trouvés dans notre laboratoire montrant que l’injection en sous-

cutanée chez le rat Wistar de GSNO (10 µmol/kg) provoque une diminution de 24 ± 3 mmHg 

de la pression artérielle moyenne, par rapport aux valeurs initiales (données non publiées).  

Par ailleurs, dans un contexte de pathologies vasculaires cérébrales, l’administration de GSNO 

par voie orale (entre 0,15 µmol/kg et 3,10 µmol/kg) chez le rat, dans des modèles 

expérimentaux de trauma cérébral (Khan et al., 2005, Khan et al., 2011) ou d’accident 

vasculaire cérébral (Khan et al., 2009), augmente la concentration cellulaire  de GSH 

endogène et réduit l'inflammation, les lésions oxydatives neurovasculaires induites et la taille 

de l'infarctus.  

Le GSNO a été administré dans plusieurs essais cliniques (de phase I ou II) avec pour 

principal objectif l’étude des propriétés vasodilatatrices ou antiagrégantes plaquettaires. Une 

centaine de patients au total ont été inclus dans ces essais. Une description plus détaillée de 

ces essais cliniques est rapportée dans la revue Gaucher et al., (2013). 
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- Les S-nitrosothiols synthétiques 

La NACNO et le SNAP et ses dérivés plus lipophiles ont également fait l’objet de 

nombreux de travaux de recherche en physiopathologie vasculaire. 

 La NACNO est obtenue par nitrosation de la N-acétylcystéine ; cette dernière est un 

médicament dérivé de la cystéine qui est administré par voie orale comme agent mucolytique 

(Prescott et al., 1979). Sur l’anneau d’aorte isolé de rat, la NACNO induit une vasorelaxation-

dépendante de la voie GMPc avec une valeur de CE50 comprise entre 0,20 et 1,40 M  

(Ceron et al., 2001, Tullet et al., 2001, Alencar et al., 2003). En outre, la NACNO présente 

également un effet antiagrégant plaquettaire sur des plaquettes humaines isolées (Mendelsohn 

et al., 1990). La NACNO exerce aussi des effets hypotenseurs dose-dépendants après 

injection intraveineuse (de 0,028 à 4,28 
mol/kg) chez le rat sain. Ces effets sont potentialisés 

chez le rat spontanément hypertendu (SHR) en comparaison au rat normotendu de type 

Wistar-Kyoto (WKY) (Ricardo et al., 2002).  

Plusieurs essais cliniques ont été réalisés afin d’évaluer les propriétés vasodilatatrices et 

antiagrégantes plaquettaires de NACNO et sont détaillés dans la revue Gaucher et al. (2013).  

 

La deuxième famille de RSNO synthétiques comporte le SNAP et ses dérivés.  Le SNAP est 

obtenu par nitrosation de la N-acétylpénicillamine. La pénicillamine est utilisée comme 

immunosuppresseur dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde (Jaffe, 1965) ou comme 

chélateur du cuivre dans la maladie de Wilson (Walshe, 1956). Les effets vasodilatateurs du 

SNAP ont bien été démontrés à l’aide d’anneau d’aorte isolé de rat et sont dépendants de la 

GMPc. Les valeurs de CE50 du SNAP sont comprises entre 0,10 et 1,5 M (Megson et al., 

1997, Alencar et al., 2003). Le SNAP exerce également des effets hypotenseurs dose-

dépendants après injection intraveineuse (0,05 à 75 
mol/kg) chez le rat sain. A l’inverse de la 

NACNO, ces effets hypotenseurs sont diminués chez le rat SHR (Styś et al., 1998). Les 

différences observées dans les effets sur la tension artérielle des deux molécules SNAP et 

NACNO à travers les deux souches WKY et SHR de rat pourraient s’expliquer par des voies 

métaboliques différentes impliquées dans la libération de •NO différentes pour SNAP et 

NACNO.  

Différents dérivés du SNAP ont été synthétisés en vue d’augmenter la stabilité, la lipophilie et 

l’effet biologique de la molécule mère SNAP. La première stratégie utilisée consiste à ajouter 

une chaîne de carbone allant de C3 à C7 au lieu du groupement N-acétyle du SNAP.  
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La deuxième stratégie consiste en un couplage d’un acide aminé (leucine, glycine, proline, 

acide aspartique ou glutamique) à la molécule mère SNAP, formant ainsi des dipeptides 

nitrosés. Enfin, une série de dérivés glycosylés du SNAP a été développée.  

Ces différentes stratégies de synthèse sont rapportées dans la revue Gaucher et al., (2013). Les 

dérivés correspondants sont plus stables, plus lipophiles et induisent des effets vasorelaxants 

plus prolongés que la molécule mère SNAP (Megson et al., 1997, Megson et al., 1999,  

Al-S’adoni et al., 2000, Gaucher et al., 2013).  

 

2.3.2. Méthodes de synthèse des S-nitrosothiols 

 

Les RSNO sont synthétisés selon différentes méthodes : 

(i) par réaction d’un thiol avec du nitrite de sodium en milieu acide : c’est la méthode la plus 

utilisée. Elle est efficace, rapide et permet d’obtenir un produit avec un rendement élevé. Elle 

consiste à faire réagir une mole de thiol avec une mole de nitrite de sodium (Hart, 1985) 

suivant la réaction suivante : 

 

RSH + NaNO2 + HCl  RSNO + NaCl + H2O 

 

Cette réaction se déroule en milieu acide à 4 oC pendant une période qui varie entre 40 min et 

1 h (temps nécessaire pour atteindre le plateau de la réaction). Des étapes de précipitation et 

de purification peuvent être réalisées sur cette solution afin d’obtenir un produit pur sous 

forme solide, ce qui permet une meilleure conservation (Roy et al., 1994, Al-S’adoni et al., 

2000, Al-S’adoni et al., 2004).  

D'autres agents de nitrosation comme le tétrafluoroborate de nitrosonium, le chlorure de 

nitrosonium, le trioxyde d'azote, et le tétraoxyde de diazote (Williams, 1999) sont également 

utilisés dans la synthèse des RSNO. Toutefois, l’utilisation d’une solution de nitrite de sodium 

acidifiée est préférée pour des applications biologiques, en raison de la simplicité, de la 

compatibilité avec des solutions aqueuses et des rendements de synthèse élevés. 

 

(ii) par réaction avec l’oxygène et •NO : cette méthode consiste à faire réagir un mélange 

gazeux d’oxyde nitrique et de dioxygène avec une solution aqueuse de RSH selon la réaction 

suivante :  

4 •NO + O2 + 2 GSH  2 GSNO + 2 NO2
- + 2 H+
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A la différence de la première méthode décrite ci -dessus, le plateau de réaction est atteint en 

quelques minutes. Cette méthode est utilisée pour synthétiser des RSNO en solution aqueuse, 

mais également des RSNO dans une matrice composée de polyéthylène glycol et d’eau 

(Seabra et al., 2004). 

 

(iii) par transnitrosation avec un autre RSNO : cette méthode est destinée à une meilleure 

compréhension des mécanismes de transnitrosation qui peuvent se produire in vivo. Elle 

consiste à faire réagir un thiol avec un nitrosothiol (R’SNO) selon la réaction suivante (Wang 

et al., 2001) : 

RSH+ R’SNO RSNO + R’SH 

 

2.3.3. Les différents paramètres impliqués dans la dénitrosation des S-nitrosothiols 
 

Il a été démontré que les RSNO se décomposent de manière homolytique en produisant le 

radical thiyl (RS•) et le •NO radicalaire, ou d’une manière hétérolytique par un clivage 

catalysé par des ions métalliques, produisant NO+ ou NO-. Ce dernier mécanisme est 

prédominant dans les milieux biologiques (Singh et al., 1995).  

Ces deux mécanismes se produisent spontanément ou sont catalysés par différents paramètres, 

parmi lequels nous distinguerons dans les paragraphes suivants ceux d’origine non 

enzymatique et enzymatiques. 

 

2.3.3.1. Paramètres non enzymatiques 

 

Différents facteurs non enzymatiques, comme la lumière, la température, le pH, le 

dioxygène, les ions métalliques et les thiols, jouent un rôle dans la dégradation des RSNO.  

 

- Lumière et température 

Le mécanisme de décomposition des RSNO en fonction de la température et de la lumière 

est similaire (Singh et al., 1995, Veleeparampil et al., 2009) ; il consiste en une rupture 

homolytique produisant un radical thiyl (RS•) et un •NO radicalaire.  

 

RSNO → RS• +•NO 

RS• + RS• → RSSR 

RS• + RSNO → RSSR + •NO 



 

42 
 

 

Le radical thiyl se combine avec un autre RSNO ou bien avec un autre radical thiyl pour 

libérer une autre molécule de •NO et pour former le disulfure correspondant, respectivement. 

Cette rupture est indépendante de la structure du RSNO (Veleeparampil et al., 2009). 

 

- pH 

Plusieurs auteurs se sont intéressés à l’influence du pH sur la dégradation des RSNO. En 

effet, un RSNO existe en équilibre de résonance entre trois structures. On distingue la forme 

conventionnelle (I), la forme zwitterion (II) et la forme ionique (III) (figure 5). 

 

 

 

 

Figure 5 : Formules de résonance (A) et structure chimique (B) des S-nitrosothiols (RSNO). 

 

Tout facteur qui favorise la prépondérance de la forme II sur la forme I conduira à une 

augmentation de la stabilisation de la liaison S-NO (Roy et al., 1994). En fonction des 

structures des RSNO, et notamment des substituants présents sur les carbones en positions α 

et β du soufre, l’équilibre entre les différentes formes sera déplacé vers la forme II, diminuant 

ainsi la labilité de la liaison S-NO. Cette forme II est prédominante en milieu  acide et elle 

stabilise le RSNO. En opposition, quand la valeur de pH augmente, l’abondance de la forme II 

diminue conduisant ainsi à une augmentation de la vitesse de décomposition de RSNO. Les 

rôles des substituants présents sur les atomes de carbone en positions α et β du soufre dans la 

stabilisation de la liaison S-NO sont détaillés dans la revue de Gaucher et al. (2013). 
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- Dioxygène 

Le dioxygène joue également un rôle dans la stabilité de la liaison S-NO. Le mécanisme 

proposé pour la dégradation des RSNO par le dioxygène est le suivant (Grossi et 

Montevecchi, 2002) : 

 

 
 

Le •NO libéré dans le milieu réactionnel par la décomposition du RSNO est susceptible de 

réagir avec le dioxygène de l’air pour former N2O3. Par la suite, N2O3 réagit avec RSNO, ce 

qui conduirait à la formation du complexe [+•RSNO N2O3
-•] qui se décomposerait ensuite en 

un intermédiaire radicalaire avec libération de •NO. Le •NO ainsi libéré réagit de nouveau 

avec le dioxygène pour reformer le N2O3 (Grossi et Montevecchi, 2002). 

 

- Ions métalliques 

Les ions métalliques sont connus comme étant des catalyseurs de la dégradation des RSNO 

notamment Cu2+ et Cu+. In vitro, le rôle de ces métaux a été mis en évidence en comparant la 

stabilité des RSNO sans et avec ajout de Cu2+ dans la solution. Cette décomposition est 

dépendante de la concentration initiale de la solution en RSNO. L’équipe de Noble et al. 

(1999) a montré qu’à des concentrations millimolaires le GSNO est stable en présence de 

Cu2+ alors que pour des concentrations plus faibles (micromolaires), la stabilité de GSNO est 

réduite. Selon cette équipe, le glutathion oxydé (GSSG) produit par la décomposition de 

GSNO en présence de Cu2+ complexe le Cu2+ (figure 6) limitant ainsi la formation de Cu+ et 

stabilisant par conséquent le RSNO (Noble et al., 1999, Noble et Williams, 2000).  
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Figure 6 : Structure du complexe théoriquement formé entre le glutathion oxydé et le Cu2+. 

D’après Noble et al.  (1999). 
 

Un débat existe sur le rôle exact du cuivre dans la décomposition des RSNO in vivo. En effet, 

les concentrations physiologiques de cuivre libre qui dégrade les RSNO sont très faibles 

(estimées entre 10-6 et 10-12 M) par rapport aux concentrations utilisées dans les études de 

dégradation in vitro (10-6 M). Cependant, certains auteurs montrent que les ions Cu2+ liés à un 

acide aminé, un peptide ou une protéine génère également du Cu+ in vivo (Dicks et al., 1996).  

Donc, il serait possible que les ions cuivreux  présents in vivo jouent un rôle dans la libération 

de •NO à partir des RSNO. 

 D’autres ions métalliques endogènes comme le Fe2+ ou exogènes comme Ag+ et Hg2+ sont 

également capables de dégrader les RSNO par hydrolyse stœchiométrique (Swift et Williams, 

1997). 

 

- Agents réducteurs  

Les agents réducteurs comme l’acide ascorbique et les thiols jouent également un rôle dans 

la dégradation des RSNO.  

Concernant l’acide ascorbique, il dégrade les RSNO in vitro en deux étapes, selon la réaction 

suivante (Kashiba-Iwatsuki et al., 1996) : 

 

RSNO + acide ascorbique → monodéhydroascorbate + RSH + •NO 

Monodéhydroascorbate + RSNO → déhydroascorbate + •NO + RSH 

 

Cette réaction est fortement dépendante du pH (Smith et Dasgupta, 2000). Conformément à 

son impact in vitro dans la dégradation des RSNO, il a été montré sur un modèle ex vivo 

d’anneau d’aorte isolé de lapin que l’acide ascorbique augmente 10 fois la vasorelaxation 

induite par des RSNO (De Saram et al., 2002).  
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De même, les études in vitro montrent que les thiols libres comme la cystéine diminuent 

significativement la stabilité des RSNO (Tullett et al., 2001). A des concentrations de l'ordre 

du micromolaire, les thiols se comportent comme des agents réducteurs et favorisent la 

dégradation des RSNO. Cependant, cette dégradation est ralentie en présence de fortes 

concentrations (de l'ordre du millimolaire) en thiol, car il se comporte alors comme un 

chélateur des ions métalliques (Dicks et al., 1997).  

Au niveau de vaisseaux isolés, la présence de thiols comme l’albumine, la cystéine, la  

N-acétylcystéine et le glutathion augmente (de 9 à 41 fois) les effets vasorelaxants des RSNO 

(Alencar et al., 2003, Giustarini et al., 2011).  

Par ailleurs, après traitement de rats avec l'AlbSNO ou la CysNO, l'administration de cystéine 

ou de N-acétylcystéine potentialise (de 5 à 10 fois) les effets vasodilatateurs des RSNO 

(Scharfstein et al., 1994, Warnecke et al., 2009).   

 

Un autre thiol endogène, le sulfure d’hydrogène (H2S), joue également un rôle dans la 

dégradation des RSNO. Le H2S est produit de manière endogène au cours du métabolisme de 

la L-cystéine par deux enzymes : la cystathionine β-synthase (EC 4.2.1.22) et la cystathionine 

γ-lyase appelée aussi cystathionase (EC 4.4.1.1). Ses concentrations plasmatiques 

physiologiques rapportées sont comprises entre 35 et 52 M (Chen et al., 2005, Jiang et al., 

2005). Il exerce des effets similaires à ceux produits par le •NO tels que l’inhibition de 

l’agrégation plaquettaire (Zagli et al., 2007) et de l'apoptose (Rinaldi et al., 2006), et 

l’induction de la vasorelaxation (Zhao et al., 2001). D’autres travaux ont montré que NaHS, 

qui donne HS-, forme ionisée de H2S à pH physiologique, libère •NO 

in vitro à partir de différents RSNO comme le GSNO, le SNAP (Ondrias et al., 2008).  

Par ailleurs, au niveau de vaisseaux isolés, la présence de NaHS potentialise significativement 

(de 4 à 5 fois) les effets vasorelaxants des RSNO. Donc, H2S, produit de façon endogène chez 

les mammifères, influence in vivo l’activité des RSNO (Ondrias et al., 2008).  

 

En résumé, les différents paramètres décrits ci dessus interviennent dans le métabolisme et les 

effets vasorelaxants des RSNO ; cependant, la contribution exacte de chacun d’entre eux  

in vivo est encore difficile à déterminer (Al-S’adoni et al., 2000).  
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2.3.3.2. Paramètres enzymatiques  

 

Au niveau membranaire, de nombreux systèmes enzymatiques, tels que la GGT, la PDI et 

le système L de transport des acides aminés (L-AT), jouent un rôle dans la dénitrosation des 

RSNO et le transfert du •NO dans le compartiment intracellulaire. Par ailleurs, de nombreux 

systèmes enzymatiques cytosoliques sont également capables de décomposer les RSNO 

comme la Trx et la GSNOR. La figure 7 représente les acteurs principaux du métabolisme des 

RSNO.  

Par la suite, nous détaillerons, dans les conditions physiopathologiques, le rôle de chaque 

enzyme et transporteur (GGT, L-AT, PDI, Trx, GSNOR et carbonyle réductase 1) dans le 

processus de dénitrosation des RSNO.  

 

Carbonyl reductase 1,
GSNOR

+

PDI

Trx

GGT

 
 

 

Figure 7 : Les différents paramètres environnementaux et enzymatiques jouant un rôle dans le 

métabolisme des S-nitrosothiols (RSNO). Oxyde nitrique (•NO), S-nitrosoglutathion (GSNO), 

S-nitrosocystéinylglycine (CysGlyNO), S-nitrosocystéine (CysNO), -glutamyltransférase 

(GGT), sulfure d’hydrogène (H2S), protéine disulfure isomérase (PDI), système L de transport 

des acides aminés (L-AT), thiorédoxine (Trx), glutathion réduit (GSH), guanylate cyclase 

soluble (GCs), GSNO réductase (GSNOR). 
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- La -glutamyltransférase 

La GGT (EC 2.3.2.2) est une glycoprotéine hétérodimérique amphiphile, ancrée en 

position exofaciale dans la membrane plasmique. Elle est composée de 2 chaînes 

polypeptidiques formant une sous unité lourde et une sous unité légère (figure 8). Son site 

actif (Ser 406, Asp 423, Thr 524) est situé sur la sous-unité légère. La masse moléculaire des 

sous unités varie selon les espèces (Meister el al., 1981). Chez l’Homme, les masses 

moléculaires de la sous unité légère et de la sous unité lourde sont respectivement de  

28 à 30 kDa, et de 60 à 64 kDa.  

La GGT est présente dans les membranes des cellules de nombreux organes comme  les reins, 

les voies biliaires, le pancréas, le foie, la rate, le cœur, le cerveau, et les vésicules séminales.  

Cinq à sept gènes ou pseudogènes codant pour la GGT ont été identifiés chez l'Homme, 

localisés pour certains d'entre eux sur le chromosome 22.  

 
COOH

NH2

  Ser 406 
 Asp 423 
Thr 524

catalytic site

plasma membrane

 

 

Figure 8 : Structure de la -glutamyltransférase. 

 

La GGT est l’enzyme majoritairement impliquée dans le clivage du GSH, du GSSG, et ses 

dérivés sulfo-conjugués (Lieberman et al., 1995). Elle représente l'enzyme clé du cycle  

-glutamyle permettant le recyclage du GSH. Le GSH sérique n'étant pas capable de pénétrer 

dans la cellule sous forme de tripeptide, son clivage par la GGT permet la capture des acides 

aminés, en particulier de la cystéine, destinés à la synthèse du GSH intracellulaire. La GGT 

catalyse également de façon spécifique le catabolisme du GSNO selon deux types de 

réactions,  hydrolyse (1) ou transpeptidation (2) : 
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GSNO acide glutamique + S-nitrosocystéinylglycine NO + cystéinylglycine oxydé (1)

GGT  

Hydrolyse

Cu2+, Fe2+

GSNO + glycylglycine -glutamylglycylglycine + S-nitrosocystéinylglycine

NO + cystéinylglycine oxydé (2)

GGT  

Transpéptidation 
Cu2+, Fe2+

 
 

Cette dernière réaction correspond au transfert du résidu -glutamyle d'un donneur à un 

accepteur conduisant à la libération de la CysGlyNO. La CysGlyNO est un composé 

instable qui va rapidement libérer le •NO en présence d’ions métalliques tels que les ions 

cuivrique (Hogg et al., 1997, Angeli et al., 2009).  

In vitro, les études cinétiques montrent que le GSNO est converti en CysGlyNO avec une 

constante de Michaelis (Km) semblable à celle du GSH, de l’ordre de 28 µM (Hogg et al., 

1997, Angeli et al., 2009).  

Quelques études se sont intéressées à l’implication de la GGT dans le métabolisme et les 

effets cellulaires médiés par le GSNO. Le rôle de la GGT dans ces effets a été déterminé par 

l’utilisation de l’inhibiteur compétitif, le complexe sérine borate (SBC), ainsi que l’emploi 

d’un inhibiteur non compétitif, l'acivicine. D’autres inhibiteurs compétitifs de la GGT 

existent, comme le S-méthylglutathion et le S-hexylglutathion, mais ils sont peu utilisés pour 

étudier l’impact de la GGT dans les effets cellulaires médiés par le GSNO (Hogg et al., 2007, 

Zheng et al., 2009). Un autre moyen pour étudier l’implication de la GGT dans les effets 

cellulaires médiés par le GSNO est d’évaluer l’impact de la glycylglycine, un activateur de 

l’activité enzymatique de la GGT agissant comme un accepteur du résidu  

-glutamyle (Hogg et al., 1997). 

Il a été démontré sur des lymphocytes T que l’inhibition de la GGT diminue les effets 

antiprolifératifs du GSNO de 5 à 10 fois (Henson et al., 1999). Le rôle de la GGT a également 

été mis en évidence dans l’activation de la voie AKT/HIF-1 médiée par le GSNO sur des 

cellules endothéliales pulmonaires (Carver et al., 2007). Par ailleurs, l’équipe de Lipton et al. 

(2001) a montré que le GSNO régule les réponses ventilatoires à l'hypoxie et que cette 

réponse est altérée chez les souris knockout en GGT. Ces observations montrent que le GSNO 

et son métabolisme par la GGT sont impliqués dans la régulation de la respiration.  

Au meilleur de notre connaissance, peu d’études se sont déjà focalisées sur l’implication de 

la GGT dans le métabolisme du GSNO au niveau vasculaire. Il a été démontré que 
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l’administration de l’acivicine, par voie intraveineuse chez des rats Wistar augmente la demi-

vie du GSNO de 5 fois et prolonge l’effet hypotenseur du GSNO (Kashiba et al., 1999).  Ces 

résultats montrent que la GGT circulante est impliquée dans la dégradation du GSNO au 

niveau de la circulation sanguine. Récemment, sur anneau d’aorte isolé de rat, il a été montré 

que l’inhibition de la GGT par l’acivine provoque une diminution de la quantité de RSNO 

intracellulaire de 60,0 ± 3,7 % et une augmentation de la valeur de CE50 du GSNO de  

15,0 ± 2,6 % (Heikal et al., 2011). Donc, la GGT joue un rôle important dans la libération de 
•NO à partir de GSNO, dans la nitrosation des protéines au niveau intracellulaire et elle 

participe aux effets vasorelaxants induits par le GSNO (Heikal et al., 2011).  

 

En biologie clinique, depuis longtemps, la mesure de l’activité de la GGT plasmatique est 

utilisée comme un biomarqueur de pathologies hépatiques et d’intoxication alcoolique (Lum 

et Gambino, 1972, Rollason et al., 1972, Papoz et al., 1981). Beaucoup d’études 

épidémiologiques ont montré que l’activité de la GGT plasmatique est augmentée dans le 

diabète (Lee et al., 2003) et dans différentes maladies vasculaires comme l'hypertension 

(Ermis et al., 2012) et l’athérosclérose (Franzini et al., 2009). Cependant, très peu d’études 

ont évalué le rôle de la GGT au niveau tissulaire. Récemment, les travaux de Franzini et al. 

(2009) ont montré chez des patients atteints d’athérosclérose que l’augmentation de l’activité 

GGT plasmatique était associée à une  augmentation de l’activité enzymatique au niveau de la 

plaque d’athérome. Donc, on peut supposer que la GGT tissulaire influence les effets du 

GSNO dans des situations pathologiques. Cet axe de recherche est encore peu exploré dans la 

littérature. 

 

- Le système L de transport des acides aminés 

Le système L de transport des acides aminés (L-AT) est un transporteur hétérodimérique 

exprimé dans les érythrocytes, les cellules musculaires lisses vasculaires et endothéliales 

(Sandmann et al., 2005, Broniowska et al., 2006, Granillo et al., 2008, Riego et al., 2009). Ce 

transporteur possède deux chaînes peptidiques, une lourde et une légère. Elles sont attachées 

entre elles par un pont disulfure nécessaire à la stabilité des deux sous-unités. Certains RSNO 

de faible masse moléculaire comme la S-nitrosohomocystéine, la CysGlyNO et la CysNO sont 

importés directement à l’intérieur de la cellule grâce au transporteur L-AT qui contrôle le 

niveau intracellulaire des protéines S-nitrosées (Zhang et Hogg, 2004). Par ailleurs, une étude 

récente a mis en évidence le rôle de L-AT dans le transport de •NO au niveau intracellulaire et 

dans sa participation aux effets vasorelaxants induits par GSNO. En effet, l’inhibition de la  L-
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AT par l’acide 2-aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylique, provoque une diminution de 

la quantité de S-NO intracellulaire de 65,0 ± 3,9 % et une augmentation de la valeur de CE50 

du GSNO de 40,0 ± 2,1 % (Heikal et al., 2011).  

 

- La GSNO réductase  

La GSNOR (EC 1.2.1.1), appelée aussi formaldéhyde déshydrogénase GSH-dépendante, 

est une enzyme ubiquitaire NADH-dépendante exprimée chez les levures, les plantes et les 

mammifères (Jensen et al., 1998, Staab et al., 2009). Elle est capable d’oxyder les alcools à 

chaîne moyenne, les dérivés du GSH comme le S-hydroxyméthylglutathion et le GSNO 

(Jensen et al., 1998). La GSNOR, en utilisant le NADH comme cofacteur, joue le rôle d’une 

enzyme intracellulaire terminale dans le métabolisme du GSNO. Elle catalyse spécifiquement 

la dégradation du GSNO en un intermédiaire le GS(NHOH) qui à son tour réagit avec le GSH 

pour produire GSSG et NH2OH, ou bien qui s’hydrolyse spontanément et produit GSO2H et 

de l'ammoniac (Jensen et al., 1998). Donc, à l’inverse d’autres enzymes métabolisant le 

GSNO comme la GGT, le produit final de la réaction catalysée par le GSNOR n’est pas le 
•NO. Par conséquent, l’action de la GSNOR retire le •NO du pool total disponible dans la 

cellule. Donc, contrairement aux autres enzymes étudiées, elle diminue la biodisponibilité de 
•NO, d’où l’intérêt du développement d’inhibiteurs de cette enzyme. 

Des études récentes ont mis en évidence dans des conditions physiologiques le rôle de la 

GSNOR dans le maintien du tonus vasculaire. En effet, l’inhibition de la GSNOR entraîne une 

vasorelaxation de l’anneau d’aorte isolé de rat (Chen et al., 2013). Par ailleurs, des souris 

déficientes en GSNOR présentent un tonus vasculaire périphérique réduit et une diminution 

de la contractilité cardiaque stimulée par un agoniste β-adrénergique (Beigi et al., 2012). Ces 

observations suggèrent une implication de l’enzyme dans l’homéostasie cardiovasculaire. 

Il a été également montré que chez des rats hypertendus, l'administration orale de l’inhibiteur 

de GSNOR (N6338) pendant 14 j réduit la pression artérielle (170,0 ± 5,3 mmHg vs.  

203,8 ± 1,9 mmHg pour le contrôle) et restaure la dilatation flux-dépendante (7,4 ± 1,7 % vs. 

13,0 ± 3,1 % pour le contrôle) (Chen et al., 2013).  

Le rôle de GSNOR dans la diminution de la biodisponibilité du •NO au cours de maladies 

pulmonaires a été davantage caractérisé dans le contexte de l'asthme et des inhibiteurs de 

GSNOR sont actuellement en développement (Henderson et Gaston, 2005, Sun et al., 2011).  
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- La carbonyle réductase 1  

La carbonyle réductase 1 (EC 1.1.1.184) est  impliquée dans le métabolisme du GSNO 

(Bateman et al., 2008). C’est une enzyme cytosolique distribuée dans de nombreuses cellules 

notamment dans les cellules gliales et les cellules musculaires lisses (Oppermann, 2007). 

Classiquement, la carbonyle réductase 1 est connue pour participer à la réduction d'une large 

gamme de substrats contenant un groupement carbonyle mais également différentes molécules 

exogènes dont les prostaglandines et les stéroïdes. Elle métabolise le GSNO avec un 

mécanisme semblable à celui de la GSNOR en produisant un intermédiaire GS(NHOH) qui 

réagit avec le GSH pour produire NH2OH et GSSG (Broniowska et al., 2013). Il n’y a donc 

pas de production de •NO. Une comparaison de la cinétique du catabolisme du GSNO entre la 

GSNOR et la carbonyle réductase 1 à partir de GSNO montre que la GSNOR est plus efficace 

dans le catabolisme spécifique du GSNO (Staab et al., 2011). 

 

- Les rédoxines : la thiorédoxine et la protéine disulfure isomérase  

Les rédoxines sont des protéines ubiquitaires présentes dans les procaryotes et les 

eucaryotes. Elles possèdent des caractéristiques structurales et/ou fonctionnelles communes. 

Cette famille regroupe entre autres les Trx, les glutarédoxines, les PDI, les thiol-peroxydases, 

les Dsb procaryotiques, les glutathion-S-transférases et les méthionine sulfoxyde réductases 

(Pan et Bardwell, 2006). Les rédoxines constituent une famille de protéines possédant des 

activités d’oxydase, de réductase et d’isomérase (Holmgren, 1989, Collet et Messens, 2010). 

La caractéristique des membres de cette famille est la présence de deux résidus cystéine 

généralement conservés d’un membre à un autre séparés par deux acides aminés variables 

(CXXC) (Holmgren 1989, Holmgren 1995). La première cystéine en position N-terminale 

(cystéine catalytique) est susceptible de réaliser des attaques nucléophiles. En outre, la 

seconde cystéine en position C-terminale est appelée cystéine de recyclage et se trouve en 

position plus enfouie dans la protéine (Noiva et Lennarz, 1992, Holmgren, 1995).  

Les rédoxines sont impliquées dans des nombreuses fonctions cellulaires : la réparation des 

protéines, la régulation de l’apoptose, la prévention du stress oxydant et la signalisation de 
•NO via des réactions de dénitrosation  (Holmgren et Lu, 2010). Parmi les rédoxines, les Trx 

et les PDI sont les plus étudiées pour comprendre les mécanismes de dénitrosation des RSNO 

(Ramachandran et al., 2001, Sengupta et al., 2007, Sengupta et Holmgren, 2012).  

Concernant la Trx, il existe trois isoformes humaines. La thiorédoxine-1 (Trx-1), la plus 

étudiée dans les mécanismes de dénitrosation des RSNO (tableau 3), existe principalement 

dans le cytosol, mais elle se retrouve également dans le noyau et le plasma. Les deux autres 
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isoformes sont la thiorédoxine-2 (Trx-2), également connue comme la Trx mitochondriale, et 

la SpTrx, une isoforme exprimée dans les spermatozoïdes (Miranda-Vizuete et al., 1998). Les 

Trx peuvent être réduites en présence de NADPH par une flavoenzyme, la thiorédoxine 

réductase (TrxR), qui appartient à la famille des pyridine disulfure oxydoréductases.  

Par ailleurs, il y a actuellement 19 membres identifiés dans la famille PDI humaine 

(Appenzeller-Herzog et al., 2008) : PDI, PDIp, Erp18, Erp27, Erp28/29, Erp44, Erp46  

(ou EndoPDI), Erp57, Erp72, P5, PDIr, TMX (Thioredoxin-Related Transmembrane Protein), 

TMX2, TMX3, TMX4, Hag2 et Hag3, Erdj5, et PDILT. Ils sont homologues à la Trx et 

chacun d’eux contient deux résidus cystéine au niveau du site actif CXXC  

(Appenzeller-Herzog et Ellgaard, 2008). Leur localisation est principalement le réticulum 

endoplasmique, mais ces enzymes sont également sécrétées par certaines cellules comme les 

cellules endothéliales, à la surface desquelles elles restent associées par des interactions 

électrostatiques (Zai et al., 1999).  

 

 

Tableau 3 : Principales caractéristiques des rédoxines à forte activité dénitrosante : la 

thiorédoxine et la protéine disulfure isomérase.  

 

 Thiorédoxine-1 (Trx-1) 
Protéine disulfure 

isomérase (PDI) 

Masse moléculaire 12 kDa 57 kDa 

Site actif (n) Cys-Gly-Pro-Cys (1) Cys-Gly-His-Cys (2) 

pKa (SH) 7,5 6,7; 9,9 

Localisation 

Intracellulaire 

Cytosol, noyau, plasma, 

mitochondrie 

Membrane plasmique, réticulum 

endoplasmique 

Potentiel rédox - 270 mV - 127 mV 

 

 

Il a été démontré que la Trx-1 est capable de dénitroser les RSNO de faible masse moléculaire 

comme le GSNO et la CysNO, et de masse moléculaire élevée comme l’AlbSNO 

(Stoyanovsky et al., 2005, Sengupta et al., 2007, Sengupta et al., 2013). 

De même que la Trx-1, la PDI participe au métabolisme des RSNO (Sliskovic et al., 2005). Il 

a été démontré qu’une inhibition de l’activité de la PDI présente à la surface des plaquettes 

empêche la dénitrosation du GSNO (Root et al., 2004). Au niveau d’aortes isolées de rat, une 

étude récente a prouvé que la PDI joue un rôle dans la libération de •NO, sa diffusion à travers 
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la membrane cytoplasmique et les effets vasorelaxants induits par le GSNO (Heikal et al., 

2011). En effet, l’inhibition de la PDI par la bacitracine provoque une diminution de la 

quantité de S-NO intracellulaire de 39,0 ± 3,9 % et une augmentation de la valeur de CE50 de 

GSNO de 19,0 ± 1,9 %.  

Bien que les rédoxines soient reconnues depuis longtemps comme des acteurs de la 

dénitrosation des RSNO, une littérature émergente a identifié que les rédoxines participent 

aussi aux réactions de transnitrosation. La revue présentée ci-après (Gaucher et al., 2013), 

dans sa première partie, explore le rôle des deux enzymes, la Trx et la PDI, dans les réactions 

de dénitrosation et de transnitrosation dans des conditions physiologiques et pathologiques. 

Les RSNO présentent un grand potentiel thérapeutique. Comme nous l’avons décrit 

précédemment, de nombreux facteurs biologiques peuvent dégrader les RSNO tant au niveau 

plasmatique que cellulaire. C’est pourquoi, il paraît nécessaire de stabiliser la liaison S-NO 

afin d’augmenter les quantités de RSNO atteignant les cellules cibles. La deuxième partie de 

la revue est donc consacrée aux différentes stratégies pour améliorer la stabilité de ces 

composés, d’une part par des modifications de leur structure chimique et d’autre part par leur 

incorporation dans des formes galéniques appropriées. Ces stratégies doivent permettre de 

protéger les RSNO de l’action des systèmes enzymatiques de transnitrosation / dénitrosation 

tout en assurant leur libération contrôlée, de façon à mimer la libération physiologique de 
•NO. 

 

2.3.3.3. Article 1.  C. Gaucher, A. Boudier, F. Dahboul, M. Parent, P. Leroy.  

S-nitrosation/denitrosation in cardiovascular pathologies: facts and concepts for the rational 

design of S-nitrosothiols. Curr. Pharm. Des. 2013;19(3):458-72. 
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Chapitre II. 

Les S-nitrosothiols : synthèse, 

caractérisation physico-chimique et 

étude de stabilité 
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1. Introduction 

 

Le premier objectif de notre travail de thèse concerne la synthèse de RSNO suivie de leur 

caractérisation physico-chimique (identification, pureté et stabilité) avant l’étude de leurs 

propriétés biologiques. Deux RSNO ont été synthétisés :  

- le GSNO, RSNO endogène de référence usuel dans la littérature et utile à nos études en 

relation avec la GGT, 

- la BUC(NO)2, nouveau dinitrosothiol non encore décrit dans la littérature, comportant dans 

sa structure deux mononitrosothiols connus, la NACNO et le SNAP.  

En ce qui concerne le GSNO, nous avons réalisé une synthèse selon la réaction de nitrosation 

du groupement thiol du GSH par les ions nitrite en milieu acide suivie ou non d’une 

précipitation à l’acétone et d’une purification (Hart, 1985). Le schéma réactionnel est le 

suivant : 

 

 
 

Nous avons caractérisé de façon approfondie la structure des deux produits obtenus (tableau 

4) puis nous avons déterminé leur pureté, identifié et quantifié les impuretés présentes.  

La structure globale de la molécule obtenue a été vérifiée par : 

- SM : la masse moléculaire attendue du GSNO égale à 336,07 u.m.a. est bien retrouvée, 

par ailleurs la fragmentation concourt également à identifier le produit, 

- résonance magnétique nucléaire du proton (1H RMN) : le signal du groupement 

méthylène en α du groupement thiol a été déplacé de 3,01-2,90 à 4,09 ppm, 

 - analyse élémentaire : les pourcentages en masse experimentaux de chaque élément de la 

molécule GSNO ont été identiques aux pourcentages théoriques. 

La présence de la liaison S-NO a été déterminée par : 

- spectrométrie UV-visible : absence de maxima d’absorbance à des longueurs d’onde 

supérieures à 220 nm pour le GSH et apparition de deux maxima à 334 et 545 nm pour 

GSNO, 
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- dichroïsme circulaire : deux maxima apparaissent dans la molécule de GSNO, à 334 nm 

avec une ellipticité molaire [θ] = - 935°.cm².dmol-1 et à 545 nm avec  

[θ] = 915°.cm².dmol-1, 

- spectroscopie IR à transformation de Fourier (FT-IR) : disparition de la vibration 

d’étirement du thiol (à 2525 cm-1) et apparition d’une vibration azote-oxygène  

(à 1520 cm-1), 

 - analyse thermique par DSC : le premier événement endothermique est simultané à une 

perte de masse de 8,85 % (valeur correspond à la masse molaire de •NO (m/z = 30 u.m.a.)). 

Le point de fusion de GSH, correspondant au deuxième événement endothermique de 

l’analyse de GSNO, a été retrouvé à sa valeur attendue soit 195 °C. 

Toutes ces analyses indiquent la présence de GSNO comme principal produit résultant de la 

synthèse. 

Le contrôle qualité de la molécule obtenue a été réalisé à la fois par mesure de l’absorbance 

molaire à 334 nm, par la méthode spectrophotocolorimétrique de Saville-Griess et par une 

technique originale de chromatographie liquide haute performance (CLHP) inspirée de celle 

décrite par Tsikas et al. (2001). Cette dernière repose sur un processus séparatif de partage à 

polarité de phases inversée avec appariement d’ions en mode isocratique, dont l’intérêt est de 

permettre l’analyse simultanée d’impuretés inorganiques très polaires (ions chlorure, nitrite, et 

nitrate) et des différentes formes du glutathion : GSH, GSSG et GSNO.  

Nous avons montré que le GSNO obtenu de façon synthétique et isolé par précipitation, 

possède une pureté élevée,  mesurée selon deux méthodes différentes et calculée à l’aide d’un 

produit commercial de référence (moyenne de deux lots de synthèse de GSNO) : 

- CLHP = 102,5 % (m/m)  

-  méthode de Saville-Griess  = 97,0 % (m/m). 

La teneur en impuretés présentes dans le produit synthétisé a été déterminée par CLHP :  

0,21 % (m/m) d’ions nitrite, 0,18 % (m/m) d’ions nitrate, et 1,83 % (m/m) de GSSG (valeurs 

moyennes obtenues sur deux lots de synthèse de GSNO) ; les valeurs sont comparables à 

celles trouvées pour le produit commercial de référence et s’avèrent en adéquation avec les 

exigences habituellement édictées par les autorités de santé pour les médicaments. Par 

ailleurs, nous avons montré que la teneur en impuretés était légèrement supérieure (3 fois 

plus) dans le milieu réactionnel de synthèse du GSNO utilisé pour les expériences biologiques 

sans isolement de celui-ci (pratique la plus répandue dans la littérature). Cependant, la teneur 

en GSNO dans le milieu réactionnel de synthèse déterminée par CLHP et par la méthode de 



 

 72 
 

Saville-Griess, et calculée par rapport au produit commercial de référence (moyenne de deux 

lots de synthèse de GSNO) est élevée : 105,1 % et 97,5 %, respectivement.  

L’étude physico-chimique complète du GSNO a atteint son objectif en autorisant pour les 

expérimentations biochimiques et pharmacologiques indifféremment l’emploi de la forme 

solide du GSNO ou du milieu réactionnel de synthèse. Cette démarche a été étendue aux 

autres RSNO synthétisés dans le laboratoire et plus particulièrement à la BUC(NO)2.
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Tableau 4 : Propriétés physicochimiques des S-nitrosothiols (GSNO et BUC(NO)2). 

 

Méthode 
 

GSH 
 

GSNO 
 

BUC(SH)2 
 

BUC(NO)2 

UV-visible Pas de maxima > à  220 nm 
 
Maxima à 334 et 545 nm  
 

Pas de maxima > à  220 nm Maxima à 334 et 545 nm  

IR 

 
Vibration d’étirement du thiol à 2525 cm-1 
 

 
Disparition de la vibration d’étirement du thiol à 
2525 cm-1 
Apparition d’une vibration azote-oxygène à 
1520 cm-1 

 
Vibration d’étirement du thiol à 
846 cm-1 
 

 
Disparition de la vibration 
d’étirement du thiol à  846 cm-1 

1H NMR  
(ppm) 

 
4,59 (t, J = 5,8 Hz, 1H) 

4,00 (s, 2H) 
3,85 (t, J = 7,4 Hz, 1H) 

3,01-2,90 (m, 2H) 
2,58-2,57 (td, 3J = 7,4 Hz, 4J = 3,0 Hz, 2H) 

2,19 (td, 2J = 3J = 7,4 Hz, 2H) 

 
4,69  (dd, 3J = 3J’ = 4,6 Hz, 1H) 

4,09 (dd, 2J = 14,8 Hz, 3J = 4,6 Hz, 2H)  
3,97 (s, 2H) 

3,82 (t, J = 6,3 Hz, 1H) 
2,47 (t, J = 7,4 Hz, 2H) 

2,23-2,10 (m, 2H) 

 
 

 
4,60 (dd, J = 5,1, 1,8 Hz, 1H, CH) 

3,17-2,99 (m, 2H, CH2SH) 
1,64  (s, 6H, 2 CH3) 

 
8,45 (brd, 1H, NH) 

 
4,40 (brdd, 1H, CH) 

3,97-3,82 (m, 2H, CH2SNO) 
1,57 (s, 3H, CH3) 
1,05 (s, 3H, CH3) 

DSC 
 

 
 
Point de fusion à 194,9 °C 

 

Décomposition à 150,3 °C avec une perte de 

masse de 8,85 %, ce qui correspond à  m/z = 30 
Point de fusion à 195,3 °C 

Point de fusion à 139,8 °C Point de fusion à 197,9 °C 

Analyse  
élémentaire 

 
Masse  expérimentale (%) (masse  théoriques 
(%)) 
 
Carbone     38,9 %   (39,1 %)  
Hydrogène  5,6 %  (5,6 %) 
Azote      13,6 %  (13,7 %)  
Soufre     9,6 %  (9,5 %)  
Oxygène     31,7 %    (31,2 %) 

 
Masse  expérimentale  (%) et (masse  théorique 
(%)) 
 

Carbone       34,9 %  (35,7 %)  

Hydrogène    4,8 %       (4,8 %) 

Azote        15,8 %  (16,7 %)  

Soufre       9,6 %       (9,5 %)  

Oxygène       32,4 %       (33,3 %) 

  Non déterminé Non déterminé 
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La synthèse de la BUC(NO)2 a été réalisée selon la même approche que celle décrite pour le 

GSNO en mélangeant en milieu acide le dithiol, BUC(SH)2, avec deux fois plus de nitrite de 

sodium pour s'adapter à la stœchiométrie du produit attendu. Le schéma réactionnel est le 

suivant : 
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Cette approche a également été décrite pour la nitrosation de polythiols comme les 

phytochélatines (Heikal et al., 2011). Les phytochélatines sont des oligopeptides dérivés du 

GSH (formule générale : (γ-Glu-Cys)n-Gly, n = 2 à 6). 

Cependant, contrairement au GSNO, il ne nous a pas été possible de précipiter le produit par 

ajout d’acétone et un autre protocole de synthèse décrit dans la littérature pour le SNAP a été 

appliqué (Al-Sa'doni et al., 2000) ; il consiste à utiliser un mélange eau-méthanol (32 : 68 v/v) 

comme milieu réactionnel. Un produit « huileux » a été obtenu avec une pureté de 87 % 

(vérifié par la méthode Saville-Griess et calculée à l’aide d’un produit commercial de 

référence (SNAP)). Différents solvants organiques (acétone, acétonitrile, dichlorométhane, 

éther diéthylique ou éther de pétrole) ont été ajoutés au milieu réactionnel dans un rapport  

1 : 1 (v/v) avec la phase aqueuse ; mais aucun d’entre eux n’a conduit à la précipitation du 

produit. Seul l'éther diéthylique a permis l’extraction efficace du produit ; l’évaporation à sec 

de la phase éthérée résultant de l’extraction n’a pas abouti à l’obtention d’un produit pur (une 

décomposition importante (de 70 %) survient au cours du processus). 

De ce fait, l’utilisation de la BUC(NO)2 sans isolement du milieu réactionnel reste le seul outil 

disponible pour étudier les effets pharmacologiques de ce nouveau composé. La plupart des 

effets des RSNO décrits dans la littérature, notamment ceux de la NACNO, du GSNO, de la 

CysNO ou encore des S-nitrosophytochélatines (SNOPC) ont été évalués en utilisant les 

produits correspondants non isolés (Megson et al., 1997, Kashiba et al., 1999, Alencar et al., 

2003, Heikal et al., 2010). 
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Par conséquent, la caractérisation physico-chimique de BUC(NO)2 a esssentiellement été 

réalisée sur le produit en solution (UV-visible, CLHP-SM, CLHP, Saville-Griess) et quelques 

analyses ont été effectuées sur le produit huileux (analyse thermique, 1H RMN, FT-IR).  

Dans un premier temps, la structure globale et la présence de la liaison S-NO de la molécule 

synthétique a été vérifiée par :  

- CHLP-SM : la masse moléculaire attendue du BUC(NO)2 égale à 281,00 u.m.a est donc 

bien retrouvée  

- 1H RMN: le signal du groupement méthylène localisé en position α du groupement thiol 

du noyau cystéine a été décalé de 3,17 - 2,99 à 3,97 - 3,82 ppm après nitrosation. De plus, 

le signal des deux groupements méthyle liés à l'atome de carbone en position α du 

groupement thiol du noyau pénicillamine a été déplacé de 1,64 à 1,57 et 1,05 ppm après 

nitrosation. 

- spectrométrie UV-visible : absence de maxima d’absorbance à des longueurs d’onde 

supérieures à 220 nm pour la BUC(SH)2 et apparition de deux maxima à 334 et 545 nm 

pour BUC(NO)2, 

- spectroscopie FT-IR : disparition complète de la vibration d’étirement du thiol (à 846 

cm-1), 

- analyse thermique (DSC) : une différence a été observée entre le point de fusion de 

BUC(SH)2 (139,8 °C) et de BUC(NO)2 (197,9 °C). 

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus avec le GSNO et nous ont permis de confirmer 

la présence de BUC(NO)2 comme principal produit obtenu après synthèse. 

 

Ensuite, nous avons développé une méthode de CLHP originale adaptée à la BUC(NO)2 qui 

nous a permis de montrer que la synthèse du BUC(NO)2 permettait d’obtenir un produit de 

grande pureté (99,9 ± 0,1 %) ; n = 4) comparable aux résultats obtenus par la méthode de 

Saville-Griess (99,5 ± 0,1 %). Le taux global d’impuretés est inférieur à 0,6 %  

(soit 0,30 ± 0,05, 0,19 ± 0,01 et 0,10 ± 0,02 % pour les ions nitrite, la BUC(SH)2 et la 

BUC(NO)1 respectivement). La solution de ce composé est donc utilisable pour les études 

biologiques ultérieures.  

Par ailleurs, nous avons étudié la stabilité de GSNO, de BUC(NO)2 et des deux 

mononitrosothiols, SNAP et NACNO, en suivant la variation de la concentration en RSNO 

par spectrophotométrie à 334 nm.  

Le GSNO sous forme solide se conserve sous atmosphère inerte (argon ou azote), à – 20 °C et 

à l’abri de la lumière pendant 6 mois. Les études menées sur les RSNO en solution dans 
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différentes conditions (pH, température, lumière, présence d’ions métalliques, oxygénation) 

ont permis de :  

1) vérifier que les RSNO étaient stables dans les conditions d’études ex vivo des propriétés 

vasorelaxantes (solution de Krebs, pH 7,4, oxygénation de 95 % O2 et 5 % CO2 et 37 oC) 

pendant les 15 premières min d’incubation ; délai nécessaire pour atteindre le plateau de 

l’effet vasorelaxant des RSNO étudiés. 

2) déterminer les conditions idéales de conservation entre synthèse et utilisation :  

- les solutions de GSNO et de NACNO sont conservées à pH 7,4 à 4 °C et à l’abri de la 

lumière pendant 4 j au maximum, 

- les solutions de BUC(NO)2 et de SNAP sont conservées à pH < 0,5 à 4 °C et à l’abri de la 

lumière pendant 4 j au maximum. 

Durant les travaux réalisés, le contrôle de la solution mère de RSNO a été effectué avant 

chaque utilisation par spectrophotométrie à 334 nm (mesure de l’absorbance molaire) et une 

concentration de RSNO supérieure à 95 % de la valeur nominale a été fixée pour un usage 

expérimental.  

L’utilisation de réactifs de qualité analytique et d’eau ultra-pure (> 18,2 MΩ.cm) est 

nécessaire pour assurer la meilleure stabilité des RSNO en solution, démontrant ainsi qu’il 

n’est pas nécessaire d’utiliser de chélateurs de métaux comme l’acide éthylène diamine  

tétra-acétique (EDTA) pour conserver les solutions de RSNO. Ceci est d’importance car la 

présence d’agents chélateurs peut avoir des effets parasites dans les études pharmacologiques 

(par exemple au niveau des flux calciques nécessaires au maintien du tonus vasculaire des 

artères).  

De plus, nous avons examiné les produits de dégradation. D’une part, l’analyse CLHP d’une 

solution de GSNO stockée pendant 10 j à pH 7,4 et à 4 °C révèle la présence d’ions nitrite et 

de GSSG en quantités importantes (2,9 % et 25,2 %), respectivement) et une faible quantité de 

nitrate (0,4 %). D’autre part, l’analyse CLHP d’une solution de BUC(NO)2 stockée pendant 4 

j à pH 7,4, 4 °C révèle la présence d’ions nitrite en quantités importantes (30,5 ± 5,5 %). Des 

tentatives ont été réalisées afin d’identifier le produit d’oxydation (BUC(ox)) en faisant 

réagire le dithiol BUC(SH)2 avec différents agents oxydants comme le peroxyde d'hydrogène 

(H2O2), l’iode (I2) (en se basant sur le protocole de Woycechowsky et al., 1999), et le 

ferricyanure (en se basant sur le protocole de Cleland, 1964) mais les profils 

chromatographiques n’ont pas permis d’identifier un produit principal issu de ces réactions. 
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Enfin, nous avons déterminé in vitro l’effet de la complexation des RSNO avec des 

cyclodextrines (CD), molécules-cages d’origine naturelle connues pour leurs propriétés 

complexantes vis-à-vis de molécules variées, sur : 

 (i) la stabilité des RSNO (GSNO, NACNO, SNAP et BUC(NO)2),  

 (ii) la protection des RSNO contre la dégradation enzymatique par la GGT et la Trx-1.  

Nous avons montré que l’emploi de CD entraîne : 

-  uniquement une amélioration de la stabilité de la BUC(NO)2, 
- une protection du GSNO contre la dégradation par la GGT,  

- une absence de protection de tous les RSNO contre la dégradation catalysée par la Trx-1. 

 

La majorité de ces travaux a fait l’objet de deux publications : la première publiée dans Curr. 

Pharm. Anal., la seconde actuellement soumise à  Eur. J. Pharmacol. 

 

2. Article 2. M. Parent, F. Dahboul, R. Schneider, I. Clarot, P. Maincent, P. Leroy, A. Boudier. 

A Complete Physicochemical Identity Card of S-nitrosoglutathione. Curr. Pharm. Anal. 

2013;9(1)31-42.  

 

3. Article 3. F. Dahboul, C. Perrin-Sarrado, A. Boudier, I. Lartaud, R. Schneider, P. Leroy. 

S,S’-dinitrosobucillamine, a new nitric oxide donor, induces a better vasorelaxation than other 

S-nitrosothiols, soumise à Eur. J. Pharmacol. 

 

Les résultats concernant (i) les études de stabilité de SNAP et de NACNO in vitro, (ii) les 

études de stabilité des RSNO dans le modèle d’étude ex vivo et (iii) l’impact de l’emploi 

d’une CD sur la stabilité et la dégradation enzymatique des RSNO sont présentés après ces 

articles sous forme de résultats complémentaires. 
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"S,S'-dinitrosobucillamine" (BUC(NO)2). This compound combines in its structure two 

S-mononitrosothiols: S-nitroso-N-acetylpenicillamine and S-nitroso-N-acetylcysteine. 

Our study indicates that BUC(NO)2 releases a larger amount of nitric oxide into the 

aorta, partially through protein disulfide isomerase catalysis, and induces a more 

potent vasorelaxation,  than other S-nitrosothiols previously reported. 
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Abstract  
 

S-nitrosothiols (RSNO) are considered as potential drugs for delivering nitric oxide 

(•NO) or related species in cardiovascular disorders associated with decrease in •NO 

bioavailability. We have synthesized a new RSNO, i.e. S,S'-dinitrosobucillamine 

(BUC(NO)2), which combines in its structure two S-mononitrosothiols, S-nitroso-N-

acetylpenicillamine (SNAP) and S-nitroso-N-acetylcysteine (NACNO). Synthesized 

BUC(NO)2 was structurally characterized using HPLC-MS, 1H NMR, IR spectroscopy, 

thermal analysis and UV-visible, and resulting data are consistent with the expected structure. 

The vasorelaxant effect of BUC(NO)2 was evaluated using isolated rat aortic rings and 

compared to SNAP, NACNO, and to an equimolar mixture of NACNO plus SNAP in order to 

mimic the number of •NO contained in a BUC(NO)2 molecule. BUC(NO)2 (pD2 = 7.8 ± 0.1) 

was more potent in vasorelaxation than NACNO (pD2 = 6.4 ± 0.2), SNAP (pD2 = 6.7 ± 0.1) 

and the mixture of SNAP plus NACNO (pD2 = 6.7 ± 0.2). The release of •NO from 

BUC(NO)2 was 6-fold that of basal value and significantly higher than the release of •NO 

from the SNAP plus NACNO mixture (4-fold increase versus basal value). Finally, the role of 

protein disulfide isomerase (PDI) in BUC(NO)2 metabolism was investigated. Vasorelaxant 

effect (pD2 = 6.8 ± 0.2) and •NO release decreased in the presence of a PDI inhibitor (both p < 

0.05 versus BUC(NO)2). In conclusion, BUC(NO)2 releases a larger amount of •NO into the 

aorta, partially through PDI activation, and induces vasorelaxation at lower concentrations 

than other RSNO previously reported.  

 

Key-words  

 

S,S'-dinitrosobucillamine; physicochemical characterization; rat aorta ring; vasorelaxation; 

protein disulfide isomerase. 
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List of abbreviations 

 

 AlbSNO: S-nitrosoalbumin; BUC(SH)2: bucillamine; BUC(NO)2: S,S’-

dinitrosobucillamine; BUC(NO)1: mononitrosobucillamine; cGMP: cyclic guanosine 

monophosphate; DAF-2: 4,5-diaminofluorescein; DAF-2 DA: 4,5-diaminofluorescein 

diacetate; DSC: differential scanning calorimetry; ESI: electrospray ionization; FT-IR: 

Fourier transform infrared; GSNO: S-nitrosoglutathione; HPLC: high-performance liquid 

chromatography; L-AT: L-amino acid transport; MS: mass spectrometry; NACNO: S-nitroso-

N-acetylcysteine; NMR: nuclear magnetic resonance; •NO: nitric oxide; ODQ: oxadiazolo 

[4,3-a] quinoxalin-1-one; PHE: phenylephrine; pD2: negative logarithmic of drug 

concentration inducing 50% of maximum effect; PDI: protein disulfide isomerase; RSNO: S-

nitrosothiol; SNAP: S-nitroso-N-acetylpenicillamine; SNOPC: S-nitrosophytochelatins; 

S.E.M.: standard error of mean; sGC: soluble guanylate cyclase. 
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1. Introduction  
 

Nitric oxide (•NO) plays an important role in many physiological processes, especially 

in vascular tone homeostasis. In the vessel wall, •NO released from endothelial cells diffuses 

to the smooth muscle cells layer and activates cytosolic soluble guanylate cyclase (sGC) to 

produce cyclic guanosine monophosphate (cGMP), which in turn mediates smooth muscle 

cells relaxation (Arnold et al., 1977; Furchgott and Zawadzki, 1980). Decreased •NO 

bioavailability has been described under ageing and numerous pathological conditions, 

particularly in cardiovascular diseases (Förstermann and Munzel, 2006). •NO donors such as 

organic nitrates and sydnonimines are widely used as therapeutic agents (Thatcher, 1998). 

However, these treatments are known to provide a fast •NO release concomitant with the 

induction of oxidative stress and frequently tolerance (Bauer and Fung, 1991; Parker and 

Gori, 2001). S-nitrosothiols (RSNO) have been proposed as •NO donors because they do not 

present the drawbacks of organic nitrates. S-nitrosothiols are characterized by an in vitro half-

life ranging from 10 to 38 h (Mancuso et al., 2003). In vessels, RSNO induce vasorelaxation 

(Alencar et al., 2003), prevent platelet aggregation (Furlong et al., 1987), and are currently 

thought to play a major role in the endogenous storage and transport of •NO (Al-Sa’doni and 

Ferro, 2004). 

Most of RSNO previously synthesized are S-mononitrosothiols based on two different 

thiol moieties, either penicillamine or cysteine (Megson et al., 1997; Al-Sa’doni and Ferro, 

2004). Currently, research focuses on the development of di- or poly-S-nitrosothiols in order 

to increase the payload of compounds releasing •NO, thus limiting the drug concentration. 

We have presently selected the dithiol bucillamine (BUC(SH)2) as an interesting •NO 

carrier because it combines in its structure N-acetylcysteine and N-acetyl-D,L-penicillamine 

moieties at the same time (Fig. 1). Moreover, BUC(SH)2 is a commercially available drug 

used in rheumatoid arthritis; it presents anti-inflammatory and anti-oxidant properties through 

metallic ion chelation (Mazor et al., 2006), and it has undergone some preliminary 

investigations in experimental studies of ischemia-reperfusion (Amersi et al., 2002). We have 

investigated the vasorelaxant properties of BUC(NO)2 by using an ex vivo aortic ring model 

and compared them to those of the two constitutive S-mononitrosothiols, S-nitroso-N-

acetylpenicillamine (SNAP) or S-nitroso-N-acetylcysteine (NACNO), and to an equimolar 

mixture of SNAP plus NACNO (which mimics the number of •NO moles contained in a 

BUC(NO)2 molecule). We hypothesised that BUC(NO)2 and SNAP plus NACNO would be 

more pharmacologically potent than the constitutive S-mononitrosothiols.  
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A further objective was to examine the denitrosation pathway of BUC(NO)2. Most of the 

RSNO are unable to cross the cell membranes and require enzymatic transformations. Protein 

disulfide isomerase (PDI) is an important enzyme involved in the formation and breakage of 

disulfide bonds. In the endoplasmic reticulum, PDI is used to regulate protein folding through 

disulfide formation and correction (Wilkinson and Gilbert, 2004). PDI is also located at the 

cytoplasmic membrane and has already been pointed out in •NO release from RSNO (Xiao et 

al., 2005; Heikal et al., 2011). We investigated the contribution of PDI to the BUC(NO)2-

induced vasorelaxant effect in isolated rat aorta by using bacitracin, i.e. a PDI inhibitor. 
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2. Material and methods  

 

2.1. Chemicals and standards 

  

 All reagents were of analytical grade and used without further purification. 4,5-

Diaminofluorescein (DAF-2), 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2 DA) were obtained 

from Interchim (Montluçon, France). N-(2-mercapto-2-methylpropanoyl)-L-cysteine 

(bucillamine, CAS no: 65002-17-7) was purchased from Discovery Fine Chemicals 

(Wimborne Dorset, United Kingdom). SNAP, oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), 

bacitracin, carbachol, protein disulfide isomerase (PDI) from bovine liver, 2,3-

diaminonaphthalene (DAN) and all other reagents were from Sigma-Aldrich (Saint Quentin 

Fallavier, France). Ultrapure deionized water (> 18.2 MΩ.cm) was used to prepare all 

solutions. 

  

2.2. Synthesis and physico-chemical characterisation of S-nitrosothiols 

 

Nitrosation of BUC(SH)2 was performed in acidic medium with a 2-fold molar excess 

of sodium nitrite by using two different protocols (see online supplementary methods). 

Mononitrosobucillamine (BUC(NO)1) and NACNO were obtained by using similar conditions 

but with a BUC(SH)2 and N-acetylcysteine to sodium nitrite ratio of 1:1.  Due to the light-

sensitivity of RSNO, all solutions of RSNO were protected by aluminium foil.  

Physicochemical characterisation of BUC(NO)2 was performed either on the oily 

product or on the unisolated form in solution obtained using the two synthesis protocols. 

Structure of BUC(NO)2 was studied by using high-performance liquid chromatography 

(HPLC) coupled with mass spectrometry (MS), 1
H nuclear magnetic resonance (

1
H NMR) 

spectroscopy, Fourier transform infrared (FT-IR) and UV-visible. Thermal analysis was 

performed by differential scanning colorimetry (DSC) (see online supplementary methods).  

The reaction yield of BUC(NO)2 synthesis and the residual nitrite ion (NO2
-) content 

in the reaction medium were measured by using Saville-Griess and Griess methods, 

respectively (Bryan and Grisham, 2007). Calibration curves were performed in the range 10-6 -

10-5 M, using SNAP and sodium nitrite as standards for Saville-Griess and Griess assays, 

respectively. Additional impurities (BUC(NO)1, BUC(SH)2 and NO2
-) in BUC(NO)2 solution 

which could result from the synthesis process were quantified by HPLC coupled with UV 



 

 98 
 

detection at 220 nm, using a calibration curves (10-6 - 10-5 M). BUC(NO)2 solution was 

injected at a concentration of 10-3 M (see online supplementary methods). 

 

2.3. In vitro stability studies of S,S’-dinitrosobucillamine 

     

The stability of a 10-2 M BUC(NO)2 solution was monitored as a function of time in 

three different conditions of temperature and pH: i) 4 °C, pH 7.4; ii) 4 °C, pH < 0.5; iii) 37 °C, 

pH 7.4. Data were expressed as percentage of remaining BUC(NO)2 concentration measured 

by monitoring the absorbance at 334 nm. 

 

2.4. Biochemical and vascular studies of S-nitrosothiols 

 

 2.4.1. Interaction of S-nitrosothiols with purified protein disulfide isomerase 

 

 Interaction between RSNO and PDI was first evaluated in vitro by measuring the kinetics 

of the reaction between 10-6 M PDI and 5.10-6 M of each RSNO in Tris buffer  

(10-2 M; pH 7.4) at room temperature (22 ± 2 °C). The decrease of fluorescence intensity 

measured at an excitation wavelength of 280 nm and an emission wavelength of 340 nm was 

monitored for 30 min. The release of •NO occurring during this reaction time was determined 

by 2,3-diaminonaphthalene (DAN) assay, as previously described (Misko et al., 1993) 

(calibration curve in the range 5.10-8 - 5.10-7 M using sodium nitrite as standard; fluorescence 

intensity measured at exc = 375 nm and em =  415 nm). The experiments were repeated in the 

presence of 10-4 M bacitracin as PDI inhibitor. 

 

 2.4.2. Vasorelaxation studies of S-nitrosothiols   

 

 Vasorelaxation was evaluated on endothelium-intact aortic rings isolated from 12 week-

old, male, normotensive, outbred Wistar rats (Janvier Laboratories, Le Genest St Isle, France; 

300 ± 25 g). All experiments were performed in accordance with the European Community 

guidelines (2010/63/EU) for the use of experimental animals, the respect of the 3 Rs' 

requirements for Animal Welfare. The protocol has been approved by the regional ethic 

committee (CELMEA, agreement number CELMEA-2012-0017). Animals were kept under 

standard conditions (temperature: 21 ± 1°C, hygrometry 60 ± 10 %, light on 6 am to 6 pm) 

and had free access to standard diet (A04, Safe, Villemoisson-sur-Orge, France) and water 
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(reverse osmosis system, Culligan, Brussells, Belgium). After anesthesia (sodium 

pentobarbitone 60 mg/kg, i.p., Sanofi Santé Nutrition Animale, Libourne, France) and 

intravenous administration of heparin (500 units, heparine Choay), rats were sacrificed by 

exsanguination. A segment (3 cm) of the descending thoracic aorta was removed and 

immediately placed in ice-cold Krebs’ solution containing 119.10-3 M NaCl, 4.7.10-3 M KCl, 

1.2.10-3 KH2PO4, 1.2.10-3 MgSO4, 1.6.10-3 M CaCl2, 24.10-3 M, NaHCO3, 5.5.10-3 M glucose, 

adjusted to pH 7.4. Vessels were cleaned from surrounding connective tissues, cut in 5-mm 

long rings and immediately used for vasoactivity studies. Some samples of aortic rings were 

frozen in liquid nitrogen for biochemical studies. 

 Aortic vasoactivity was measured as previously described (Lartaud et al., 2007; Dahboul et 

al., 2012) using an isometric force transducer (0 - 10 g, Fort 10, World Precision Instruments, 

Sarasota, FL, USA). All manipulations and assays involving RSNO were performed under 

conditions of subdued light, in order to minimize light-induced RSNO degradation. The bath 

was filled with Krebs’ solution (1.5 mL, 37 oC) and continuously bubbled with 95% O2 and 

5% CO2. Following 60-min equilibration with a basal resting tension determined at 2 g, as 

giving the maximal response to -adrenergic stimulation, rings were exposed 3 times to KCl 

(60.10-3 M, 5 min, rings with a response lower than 4.5 ± 0.5 g were discarded). Aortic rings 

(n = 6 - 12 per group, from 3 - 8 different rats in each group) were then precontracted with 10-

6 M phenylephrine (PHE). At the plateau of contraction, concentration-relaxation response 

curves to increasing RSNO concentrations (10-11 - 10-5 M) were performed. 

 Endothelium integrity was verified by measuring the ability of carbachol 10-5 M to relax 

preconstricted aortic rings (PHE, 10-6 M). 

 The role of PDI in the vasorelaxant effect of RSNO was evaluated by comparing 

concentration-response curves in the absence and in the presence of 10-4 M bacitracin (added 

60 min before precontracting with PHE), as previously described (Heikal et al., 2011). 

 The involvement of sGC in the vasorelaxation induced by BUC(NO)2 was evaluated in the 

presence of the inhibitor ODQ added at a concentration of 5.10-6 M, since the start of the 60-

min equilibration period (Wang et al., 2004). 

 

 2.4.3. Quantification of •NO production in aortic rings 

      

Quantification of intracellular •NO was measured using the cell-permeable fluorogenic 

probe DAF-2 DA (Dahboul et al., 2012). After 1-h preloading with 10-5 M DAF-2 DA, aortic 

rings were rinsed in Krebs’ solution then incubated or not with 10-4 M bacitracin for 1 h 
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followed by 15-min incubation with 10-3 M of either BUC(NO)2 or a SNAP plus NACNO 

equimolar mixture. The subsequent nitrosated DAF-2 probe (DAF-2T) was extracted from the 

tissue using DMSO and fluorescence intensity was read by using a microplate reader (Biotek, 

USA, λexc = 485 ± 20 nm, λem = 528 ± 20 nm); •NO concentration was calculated by using a 

calibration curve (2.5 - 25.10-8 M) built with sodium nitrite as the standard. 

  

2.5. Data analysis and statistical tests  

 

 Relaxation induced by RSNO (or carbachol) was calculated as the percentage of the 

relaxation induced by 10-6 M PHE. The value of Hill slope for all experiments was  

0.82 ± 0.05. The pD2, i.e. the negative log of the molar concentration that produced 50%, of 

the maximal effect (– log EC50), was calculated by fitting the dose-response curve using 

Graph Pad prism® (Version 4.0) software. Results are expressed as means ± S.E.M. 

Significant differences between groups were determined by a one-way ANOVA followed by a 

post-hoc Bonferroni test . The null hypothesis was rejected at p < 0.05. 

  

3. Results  

 

3.1. Physicochemical properties of S,S’-dinitrosobucillamine 

 

The structure of BUC(NO)2 was confirmed by using both HPLC-MS and 1H NMR 

spectroscopy. The m/z value observed for the molecular peak of BUC(NO)2 was 281.0061, 

which is in accordance with the theoretical mass (Fig. 2A). Other observed m/z ions 

corresponding to BUC(NO)2 adducts were consistent with the expected structure. 

In the 1H NMR spectrum, after nitrosation, the signal of the CH2 group localised at the 

position of the -SNO function of the cysteine core was shifted from 3.17-2.99 to 3.97-3.82 

ppm (Table 1). This displacement is in agreement with results obtained for S-nitrosoglutathion 

(GSNO) (Parent et al., 2013). It is also worthy to mention that the signal of the two CH3 

groups linked to the carbon atom at the position of the -SNO function of the penicillamine 

core was shifted from 1.64 to 1.57 and 1.05 ppm after nitrosation. The obtained data 

confirmed the nitrosation of both thiol fonctions of BUC(SH)2.  

FT-IR analysis of BUC(NO)2 showed the full disappearance of the thiol stretching 

vibration (at 846 cm-1) observed for BUC(SH)2 (Table 1). The different spectrometric data 

were consistent with the structure of BUC(NO)2 and confirm it as the main product resulting 
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from synthesis. As for thermal analysis, performed with DSC, a difference was observed 

between the melting point of BUC(SH)2 and BUC(NO)2, 139.8 and 197.9 °C, respectively 

(Table 1).  

The UV-visible spectrum of BUC(NO)2 exhibits two bands with maxima at 334 and 

545 nm (which corresponds both to the specific absorption of the SNO bond, Table 1 and Fig. 

2B). The band at 545 nm appears as a combination of each individual mononitrosothiol band, 

and the calculated molar absorbance of BUC(NO)2 at 334 nm was 1720 ± 20 M-1.cm-1 (Fig. 

2B). 

Saville-Griess and Griess assays performed on the reaction medium resulting from 

BUC(NO)2 synthesis indicated a reaction yield of 99.5 ± 0.1 %  for BUC(NO)2 and a nitrite 

ion content of 0.4 ± 0.1 %  (mean ± SD for 4 different batches).  

BUC(NO)2 impurities resulting from the synthesis process were analysed by HPLC 

(Fig. 2C). Results showed that less than 0.6 % of quantified impurities were present in the 

BUC(NO)2 solution and consist in nitrite ion (0.30 ± 0.05 %), BUC(SH)2 (0.19 ± 0.01 %) and 

BUC(NO)1 (0.10 ± 0.02 %). Nitrate and chloride ions, eluted in the void volume of the 

column, could not be quantified. 

 

3.2. In vitro stability of S,S'-dinitrosobucillamine  

 

In vitro stability studies were devoted to define the best storage conditions of 

BUC(NO)2 solution resulting from the synthesis and to check that no BUC(NO)2 degradation 

occurs under experimental conditions used in the ex vivo model. 

As shown in Fig. 3A, BUC(NO)2 was more stable in solution at pH < 0.5  than at pH 

7.4. After 4-days storage at pH < 0.5 and 4 °C, the content of BUC(NO)2 solution was  

98.1 ± 0.1 % (n = 3). Our results showed also that under experimental conditions used for 

vasorelaxation studies (37 °C, pH 7.4) less than 5 % of degradation of BUC(NO)2 was 

observed after 3 h of incubation (Fig. 3B). 

 

3.3. Interaction of S,S'-dinitrosobucillamine with protein disulfide isomerase 

 

 The in vitro decrease of intrinsic PDI fluorescence intensity in the presence of the three 

studied RSNO highlighted different rates of PDI-mediated denitrosation (the plot of rate 

disappearance versus time is linear, showing that the reaction obeys first order kinetics) 

(Table 2).  
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The disappearance rate of the reduced PDI form in the presence of BUC(NO)2 (-0.146 ± 0.007 

s-1) remained intermediary between the values observed for SNAP and NACNO. 

Simultaneous release of •NO from RSNO was measured (Table 2): when 10-6 M of PDI was 

added to 5.10-6 M of each RSNO, the concentration of released •NO was around  

10-6 M in all conditions. These results were consistent with the 1:1 stoichiometric ratio of the 

reaction between PDI and each RSNO and the use of PDI in limiting concentration compared 

to RSNO. In the presence of bacitracin, both disappearance rates of reduced PDI form and 

released •NO induced by BUC(NO)2 were divided by 10 (- 0.017 ± 0.005 s-1 and  0.081 ± 

0.008.10-6 M, respectively). Similar results were obtained with NACNO and SNAP (data not 

shown). All these results confirm that bacitracin inhibited RSNO denitrosation induced by 

PDI (Table 2).  

  

3.4. Vasorelaxant responses of S-nitrosothiols in isolated aortic rings 

 

 In endothelium-intact aortic rings precontracted with PHE, BUC(NO)2 elicited a 

concentration-dependent vasorelaxation (Fig. 4 A,B). In the presence of the sGC inhibitor 

ODQ, the concentration-response curve of BUC(NO)2 was shifted to the right (pD2 = 4.7 ± 

0.1, p < 0.05 versus BUC(NO)2 alone), thus confirming that the observed effect was mediated 

through production of cGMP (Fig. 4 A,B). 

 Moreover, as demonstrated by the calculated pD2 values, BUC(NO)2 exhibited a higher 

potency to relax aorta than NACNO, SNAP, and also than the equimolar mixture of SNAP 

plus NACNO (p < 0.05 for each condition versus BUC(NO)2, Fig. 5 A,B). 

 The vasorelaxant responses induced by BUC(NO)2 were also shifted to the right after 

incubation of aortic rings with bacitracin, a PDI inhibitor, with a significant decrease of the 

pD2 value (p < 0.05, Fig. 6A). On the opposite, bacitracin exhibited no effect on the 

vasorelaxation induced by SNAP and NACNO alone. Similarly, no change was observed with 

the mixture of SNAP plus NACNO (Fig. 6 B, C, D, E).  

 

3.5. Release of •NO from aortic rings incubated with S,S'-dinitrosobucillamine 

 

 BUC(NO)2 induced a 6-fold increase of the •NO content measured in the aorta as 

compared to the basal value (107 ± 2.10-6 M) (Fig. 7). The amount of •NO released from the 

mixture of SNAP plus NACNO was significantly less than that from BUC(NO)2 (4-fold 

increase versus basal value, p < 0.05). •NO production was partially reduced in the presence of 
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bacitracin (3-fold increase versus •NO released from BUC(NO)2 alone) whereas no significant 

changes were observed in the •NO released from the mixture of SNAP plus NACNO (Fig. 7). 

Control experiments were carried out in order to verify the possibility that bacitracin might 

directly interact with DAF-2 DA or affect tissue autofluorescence. Aortic rings were thus 

incubated in Krebs’ solution in the presence of DAF-2DA without addition (control-basal) 

and after addition of bacitracin alone (control-bacitracin). Basal fluorescence was indeed 

appreciable in aortic rings, but was not modified in presence of bacitracin, suggesting that this 

compound did not modify tissue autofluorescence. This result also confirmed that bacitracin 

did not exert any effect on •NO production independently of exogenously added BUC(NO)2. 
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4. Discussion  

 

Use of dinitrosothiols appears as an interesting approach in order to increase the 

payload of compounds releasing •NO, thus limiting the drug concentration. The first 

dinitrosothiol derived from penicillamine was synthesized by Moynihan and Roberts (1994), 

and it has been shown to induce a decrease of systemic arterial blood pressure in anesthetized 

rats and rabbits. Then, other di- or polynitrosothiols derived from cysteine core were 

synthesized. Poly-S-nitrosated albumin (polyAlbSNO) obtained by nitrosation of denaturated 

albumin, which presents a greater •NO payload (20-fold) than the native form (AlbSNO), was 

shown to exhibit a more potent vasorelaxant effect (4-fold) than AlbSNO (DeMaster et al., 

1995). Similarly, S-nitrosophytochelatins (SNOPC, oligopeptides derived from GSNO; 

general formula: (γ-Glu-Cys-NO)n-Gly; n = 2 to 6) were more potent in vasorelaxation than 

GSNO, and this effect was related to the number of S-nitrosated moieties per mole of 

compound (Heikal et al., 2011).  

The initial choice of BUC(SH)2 mainly relies upon its ability to form a dinitrosothiol 

which could release two •NO, and the addition of cleavable •NO moieties to this drug could 

also enrich its basic pharmacological properties. Its synthesis was operated in the same 

conditions than those usually described for other S-mononitrosothiols such as GSNO, SNAP 

and NACNO (Al-Sa’doni et al., 2000; Alencar et al., 2003), but doubling the amount of 

sodium nitrite to fit with the stoichiometry of the expected product. This approach has already 

been reported to be successful to nitrosate other dithiols such as dithiothreitol (Le et al., 1997) 

and polythiols, e.g. phytochelatins (Heikal et al., 2009).  

Most of RSNO synthesized in the literature, e.g. NACNO, SNAP derivatives and 

SNOPC (Tullett et al., 2001; Alencar et al., 2003) have never been isolated in solid form and 

they are commonly used to investigate their biological effect as solutions obtained by diluting 

reaction medium (Broniowska et al., 2013). The product obtained by dinitrosation of 

BUC(SH)2 was physicochemically characterized, then its pharmacological action on vessels 

was evaluated. Classical physicochemical methods (HPLC-MS, 1H NMR, IR, DSC and UV-

visible) already applied to other RSNO (Heikal et al., 2009; Parent et al., 2013), give rise to 

data consistent with BUC(NO)2 structure. Purity of BUC(NO)2 (99.5 %) and its impurities 

content (close to 0.5 %) were in accordance with the usual requirements of health competent 

authorities, and values reported for other RSNO in literature (Al-Sa’doni and Ferro, 2004; 

Parent et al., 2013).  
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Stability is another critical point when considering new •NO donors, and it was presently 

investigated for BUC(NO)2. The in vitro stability of RSNO has already been extensively 

studied (Roy et al., 1994; Moran et al., 2011; Gaucher et al., 2013) and it is mainly dependent 

on pH. This dependence can be rationalized in term of the relative weight of their three 

resonance forms (Moran et al., 2011): 

RS-N=O (form I) ⇌RS+=N-O- (form II) ⇌ RS- N≡O+ 
(form III) 

At pH 7.4, BUC(NO)2 was shown to be less stable than at low pH value. Indeed, under acid 

medium, a shift of the equilibrium to form II, RS+=N-O- (Roy et al., 1994), occurred, which 

strongly stabilised BUC(NO)2. Our results allowed to define the optimum storage 

conditions of BUC(NO)2 solution. In fact, BUC(NO)2 was stable for 4 days, at 4 °C and at pH 

< 0.5. We also demonstrated that BUC(NO)2 was not degraded under artificial physiological 

conditions (37 °C, pH 7.4) during at least 3 h. This result allowed the use of BUC(NO)2 

solution during the present biochemical and pharmacological studies. 

 One of the most interesting findings in this work is the fact that BUC(NO)2 exhibits a 

potent concentration-dependant vasorelaxation of pre-constricted rat aorta. BUC(NO)2 

exhibits an increase of •NO bioavailability by providing a high theoretical •NO/RSNO mass 

ratio (Table 3). The ability of BUC(NO)2 to release •NO in aorta was higher and, when 

comparing their vasorelaxation efficiency measured by using the isolated aortic ring of Wistar 

rat, BUC(NO)2 induced vasorelaxation at lower concentrations than other usually studied  

S-mononitrosothiols (NACNO, SNAP, AlbSNO and GSNO) (Table 3). Moreover, BUC(NO)2 

appears a more potent vasorelaxant agent than other di- or poly-S-nitrosothiols (Table 3). 

The vasorelaxant effect of BUC(NO)2 is attenuated in presence of the inhibitor of sGC, ODQ. 

These data suggest that BUC(NO)2 is involved in the activation of sGC/cGMP pathway. It has 

already been reported that RSNO causes vasorelaxation via sGC activation (Ceron et al., 

2001; Alencar et al., 2003; Dahboul et al., 2012). However, RSNO can also produce 

relaxation by themselves, independently from sGC activation. NACNO and GSNO have been 

shown to induce vasorelaxation through cGMP dependent and independent pathways, and it 

has been suggested that these RSNO could directly activate KATP and KCa channels (Ceron et 

al., 2001). In this context, it is not excluded that BUC(NO)2 can also induce direct vascular 

effects and further experiments are needed to investigate this point.   

 Based on the results reported by Heikal et al. (2011), our hypothesis was that the 

vasorelaxant properties were linked to the number of •NO releasable from the RSNO. In this 

context, we expected that the vasorelaxation induced by BUC(NO)2 would occur at a similar 

concentration than the equimolar mixture of SNAP plus NACNO. We showed that the 
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vasorelaxant effect of BUC(NO)2 occurred at lower concentrations and the corresponding •NO 

release in aortic rings were significantly more important than the mixture of NACNO plus 

SNAP. Therefore we hypothesized that other specific features of BUC(NO)2 accounted to its 

effect and we have further investigated its interaction with the most important denitrosating 

enzyme located on the membrane, i.e. PDI. The in vitro interaction between BUC(NO)2 and 

purified PDI demonstrated the ability of this enzyme to fully denitrosate BUC(NO)2. These in 

vitro studies also demonstrated that bacitracin was an efficient inhibitor of PDI, as already 

described in the literature (Shah et al., 2007). When using the ex vivo model of isolated aorta, 

the vasorelaxant curve of BUC(NO)2 was shifted to the right and the •NO release was 

significantly decreased in presence of bacitracin, whereas no change was noted for SNAP, 

NACNO and SNAP plus NACNO mixture (Fig. 5). Discrepancies were observed between 

data from in vitro studies demonstrating the ability of PDI to denitrosate both SNAP and 

NACNO, and the results from ex vivo studies showing no effect of PDI inhibition on 

vasorelaxation. In fact, purified PDI used in our in vitro studies at a concentration of 10-6 M, 

was easily access for all RSNO. However, in a vessel, which represents a more complex 

biological system, PDI located at the plasma membrane could be less available to the RSNO 

denitrosation process. This difference in PDI availability might be account for these 

disagreements. Furthermore, despite the ability of PDI to metabolize SNAP and NACNO in 

the in vitro conditions, other mechanisms, such as transport by L-amino acid transport (L-

AT), are suggested to preferentially participate to the release of •NO from RSNO with a 

cysteine core in the presence of vascular tissue (Heikal et al., 2011). 

Our results suggest that vascular PDI strongly interacts with BUC(NO)2, which could 

increase its •NO release and promote the aorta relaxation. The role of PDI in the 

vasorelaxation has also been observed with other S-mononitrosothiols such as GSNO and S-

polynitrosothiols like SNOPC2,4,6 (Heikal et al., 2011). However, PDI inhibitor does not fully 

suppress BUC(NO)2 vasorelaxation indicating that bioactive amounts of •NO entered the cells 

via other mechanisms such as direct uptake, or that PDI inhibition is only partial. Indeed, the 

higher lipophilicity of BUC(NO)2 (cLog P = 1.08) than NACNO (cLog P = -0.46) and SNAP 

(cLog P = 0.08) could induce a more favourable direct cell penetrance of BUC(NO)2 , and 

consequently the released  •NO could be increased. This hypothesis has already been proposed 

in the case of some S-nitrosated penicillamine derivatives which are more hydrophobic than 

the mother molecule SNAP (Al-S’adoni et al., 2000). Intracellular enzymes such as 

thioredoxin can metabolise BUC(NO)2 and allow the release of •NO (Broniowska et al., 2013) 

(Fig. 8). 
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As a main result, we have demonstrated that BUC(NO)2 which presents a 2-fold 

increase of NO payload versus conventional mononitrosothiols exhibits a 10-fold increase of 

vasorelaxation effect, offering interesting therapeutic perspectives to this molecule.   

 

5. Conclusion 

 

In this study, we prepared and fully characterized a new S,S’-dinitrosothiol, 

BUC(NO)2. Its synthesis using sodium nitrite and BUC(SH)2 in a 2:1 molar ratio leads to a 

high product content and a very limited amount of impurities in solution. The vasorelaxant 

effect and •NO delivery of BUC(NO)2 revealed that the molecule is 10-fold more potent than 

the mixture of SNAP plus NACNO, thus it could be an interesting drug candidate. Studies of 

selected •NO delivery mechanism to intracellular target showed that BUC(NO)2 releases a 

large amount of •NO into the aorta through PDI enzymatic pathway. Further experiments are 

planned to test BUC(NO)2 in vivo, and fully check its pharmacological activity. 
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Figure captions  
 

Figure 1. Chemical structure of the different thiols presently studied for nitrosation: 

bucillamine (A), N-acetyl-D,L-penicillamine (B) and N-acetylcysteine (NAC) (C).  

 

Figure 2. Mass spectra of BUC(NO)2 obtained in negative ionisation mode (A). UV-visible 

spectra of BUC(NO)2 (1), NACNO (2), and SNAP (3) in phosphate buffer (0.5 M; pH < 0.5) 

(B). Absorption maxima (max) and molar absorbance () values for the different S-

nitrosothiols presently studied. Typical chromatograms corresponding to (BUC(NO)2) 

solution showing the different inorganic and organic impurities detected at 220 nm (C). The 

separations were achieved on a C18 column eluted with acetonitrile-water-trifluoroacetic acid 

(30:70:0.1; v/v/v) at a flow rate of 0.8 mL.min-1 and at 40 °C.  

 

Figure 3. Stability studies of BUC(NO)2 under the following conditions: 4 °C and pH < 0.5 

() or pH = 7.4 () (A) and 37 °C and pH = 7.4 (B). Results are given as the percentage of 

remaining RSNO concentration evaluated by UV spectrophotometry at 334 nm. Data are 

means ± S.E.M.  

 

Figure 4. Concentration dependent vasorelaxation response curves of BUC(NO)2 alone () 

or in presence of 5.10-6 M ODQ () (A). pD2 values (B) (*, p < 0.05 versus BUC(NO)2 

alone). Data are means ± S.E.M. 

 

Figure 5. Concentration dependent vasorelaxation response curves of BUC(NO)2 (), SNAP 

(), NACNO (), and SNAP plus NACNO () (A). pD2 values (B) (*, p < 0.05 versus 

BUC(NO)2 alone). Data are means ± S.E.M. 

 

Figure 6. Concentration dependent vasorelaxation response curves of BUC(NO)2 alone () 

and in presence of 10-4 M bacitracin () (A); SNAP alone () and in presence of 10-4 M 

bacitracin  (B); NACNO alone () and in presence of 10-4 M bacitracin () (C), SNAP 

plus NACNO alone () and in presence of 10-4 M bacitracin () (D). pD2 values (E) (*, p < 

0.05 versus BUC(NO)2 alone). Data are means ± S.E.M. 
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Figure 7. Panel A: •NO production from rat aortic rings exposed to BUC(NO)2 alone (10-3 M) 

or SNAP plus NACNO alone or in the presence of bacitracin (10-4 M). Data are means ± 

S.E.M. of 3 experiments * p < 0.05 versus BUC(NO)2.  

 

Figure 8. Proposed cellular mechanisms of •NO release and vasorelaxant effect induced by 

BUC(NO)2. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 8 
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Table 1. 

Physicochemical properties of BUC(NO)2 compared to BUC(SH)2, using spectroscopic and 

thermal analysis.  

 

 

Method 

 

HS
N
H

O
SH

O

OH

 
 
             BUC(SH)2 

 

S
N
H

O
S

O

OH

N O

NO

 
 
                  BUC(NO)2 

1H NMR (D2O) 
 (ppm) 

 
 
 
4.60 (dd, J = 5.1, 1.8 Hz, 1H, CH) 
 
3.17-2.99 (m, 2H, CH2SH) 
 
1.64 (s, 6H, 2 CH3) 
 
SH, NH and CO2H signals were not 
observed 

 
 8.45 (brd, 1H, NH) 
 
4.40 (brdd, 1H, CH) 
 
3.97-3.82 (m, 2H, CH2SNO) 
 
1.57 (s, 3H, CH3) 
1.05 (s, 3H, CH3) 
CO2H signal was not observed 

IR 

 
Thiol stretching vibration at 846 cm-1 

 
Disappearance of the thiol 
stretching vibration at 846 cm-1 

DSC 
 

One endothermic event: 
melting point at 139.8 °C 

One endothermic event:  
melting point at 197.9 °C 

 

UV-visible 

 

No maximum at λ > 220 nm 

 

Maxima at 334 and 545 nm  
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Table 2. 

Disappearance rate of reduced PDI after reaction with different S-nitrosothiols (RSNO). The 

reaction medium initially contains 10-6 M of purified PDI, and 5.10-6 M of each studied 

RSNO in 10-2 M Tris buffer pH 7.4, in the presence or absence of 10-4 M bacitracin. The 

reaction was monitored by measuring the decrease of intrinsec PDI fluorescence intensity at 

340 nm after excitation at 280 nm. Data correspond to three independent measurements (mean 

± S.E.M).  

RSNO Disappearance rate of reduced 

PDI (first order kinetic) 

Concentration of 

released •NO (10-6 M ) 

 

NACNO -0.062 ± 0.005 0.700 ± 0.150  

BUC(NO)
2
 -0.146 ± 0.007 0.920 ± 0.100  

SNAP -0.165 ± 0.006 0.780 ± 0.060  
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Table 3. 

Vasorelaxant effects (expressed as pD2 values ± S.E.M.) of BUC(NO)2 and different S-

nitrosothiols (RSNO) reported in the literature using aortic rings isolated from male Wistar rat 

and physicochemical properties (cLog P and •NO / RSNO mass ratio) that could influence 

pharmacological action of different S-nitrosothiols (RSNO).  

 

 

RSNO Vasorelaxant 

effect (pD2) 

cLog P# •NO / RSNO  

mass ratio 

Reference 

GSNO 6.5 ± 0.1 

6.5$ 

-2.70 0.09 (Dahboul et al., 2012) 

(Heikal et al., 2011) 

NACNO 6.5*$ 

6.4 ± 0.2 

-0.46 0.16 (Alencar et al., 2003) 

present study 

SNAP 6.8*$  

6.7 ± 0.1 

0.08 0.14 (Alencar et al., 2003) 

present study 

AlbSNO 

(native form) 

5.9*$  - 0.00046 (Giustarini et al., 2011) 

SNOPC2 6.8$  -4.00 0.11  

 (Heikal et al., 2011) SNOPC4 7.1$  - 0.11 

SNOPC6 7.2$  - 0.11 

BUC(NO)2 7.8 ± 0.1 1.08 0.21 present study 

     
#The calculated partition coefficient (cLog P) values were computed with ChemDraw 

software (CambridgeSoft, Perkin-Elmer, USA). 
$pD2 value calculated from the EC50 provided in the corresponding study. 

*Vasorelaxation measured on endothelium-removed aortic rings.  
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Supplementary Material and Methods  

 

1. Synthesis of S,S’-dinitrosobucillamine 

 

Nitrosation of BUC(SH)2 was performed in acidic medium with a 2-fold molar excess of 

sodium nitrite by using two different protocols: 

1- Synthesis of the BUC(NO)2 solution: 44 mg of BUC(SH)2 (0.2 mmol) were dissolved in ca. 

7 mL of deoxygenated 0.5 M HCl by shaking for 30 min. Then, 1.0 mL of a 0.4 M NaNO2 

solution prepared in deoxygenated water was added, and the volume was filled up to 10.0 mL 

with 0.5 M HCl. The resulting mixture was kept in the dark at 4 °C for 1 h. For some 

experiments, 0.45 mL of a 40 % (w/v) NaOH solution was added and the volume was 

completed to 20.0 mL with phosphate buffer (0.5 M; pH 7.4). 

2- Synthesis of BUC(NO)2 applying the method described for SNAP (Al-S’adoni et al., 2004) 

and consisting in a water-methanol mixture (32:68 v/v) as reaction medium: 580 mg of 

BUC(SH)2 (2.6 mmol) were dissolved in 1 M HCl in CH3OH; 0.7 mL of concentrated H2SO4 

and a solution containing 360 mg of NaNO2 (5.2 mmol) dissolved in 7 mL of water were 

added. The reaction mixture was stirred at 25 °C during 35 min under N2 in the dark. Diethyl 

ether was added to the reaction medium (50:50 v/v), and the organic layer was separated and 

concentrated in vacuum. An oily product with 87 % purity (checked by Saville-Griess 

method) was obtained. All attempts to isolate BUC(NO)2 as a solid with a high purity degree 

failed. 

 

2. HPLC-UV/ HPLC-MS systems and operating conditions for studies of S,S’-

dinitrosobucillamine 

 

 The HPLC system consisted of an isocratic pump (L-6000 model, Hitachi-Merck, 

Darmstadt, Germany), an injection valve equipped with a 20-μL loop (7725i model, 

Rheodyne, IDEX, Oak Harbor, USA), a C18 column (Nucleosil® 100-5-C18-HD, 250 × 4 mm 

I.D., Macherey-Nagel, Düren, Germany), a column oven (Croco-Cil, Cluzeau, France), a UV 

detector (LKB Bromma, Sweden), and a data processing software (Azur®153, Datalys, Saint-

Martin-d'Hères, France). The mobile phase consisted in a mixture of acetonitrile-water-

trifluoroacetic acid (30:70:0.1; v/v/v). Column temperature was set at 40 °C, flow rate was 0.8 

mL.min-1, and UV detection was operated at 220 nm.  
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The HPLC coupled with mass spectrometry (HPLC-MS) consisted of a HPLC system 

(model Ultimate 3000, Dionex-Thermo, Sunnyvale, USA) and a tandem MS equipped with an 

electrospray ionization (ESI) source (microTOF-Q, Bruker Daltonics, Billerica, USA). 

Samples were dissolved in a mixture of acetonitrile and ammonium acetate buffer (0.1 M,  pH 

6.8) (20:80 v/v) pumped through an Acclaim® 120 C18 (3 µm) column (150 × 1 mm I.D., 

Phenomenex, Torrance, USA) at a flow rate of 40 μL.min-1 and a temperature of 40 °C. 

Analyte ions were generated by negative-mode ESI A (applied voltage: -4.5 kV). 

 

3. 
1
H-NMR, infra-red studies of S,S’-dinitrosobucillamine 

 
1H NMR spectra were recorded in D2O using a 300 MHz spectrometer (Avance 300, 

Bruker, Bremen, Germany). Chemical shifts values are reported in ppm relative to the residual 

peak of the solvent. The following abbreviations were used to explain the multiplicities: s 

singlet, d doublet, m multiplet, dd doublet of doublets and br broadened. Coupling constants 

(J) are reported in hertz (Hz). 

Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectra were recorded on a Vector 22 device 

(Bruker, Bremen, Germany) equipped with an attenuated total reflectance system (Pike 

Technologies, Meaux, France).  

 

4. Differential scanning calorimetric studies of S,S’-dinitrosobucillamine 

 

Differential scanning calorimetry (DSC) measurements were performed with a DSC 

Q10 (TA Instruments, Inc., New Castle, USA). About 5 mg of the product were placed in an 

open aluminium pan crimped with an aluminium lid. The crimped sample was then placed in 

the DSC cell opposite to empty aluminium pan (as reference) and the sample was scanned at 

10 °C.min-1 from 40 to 250 °C. 
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4. Résultats complémentaires du chapitre II  

 

Dans cette section sont présentés les résultats complémentaires à ceux des articles 2 et 3. 

L’objectif de ces travaux est d’évaluer la stabilité des RSNO in vitro et dans les conditions 

expérimentales du modèle ex vivo utilisé pour l’étude de leurs propriétés vasorelaxantes. Les 

effets de la complexation des RSNO avec les CD ont été déterminés sur : 

 (i) la stabilité des RSNO (GSNO, NACNO, SNAP et BUC(NO)2),  

 (ii) la protection des RSNO contre la dégradation enzymatique par la GGT et la Trx-1. 

 

4.1. Etude de la stabilité des S-nitroso-N-acétylcystéine et S-nitroso-N-acétylpénicillamine 

 

Afin de déterminer les conditions idéales de conservation des solutions de NACNO et de 

SNAP (à une concentration de 10 mM) entre leur synthèse et leur utilisation, des études de 

stabilité ont été conduites dans les conditions opératoires suivantes (cf. article 3) :  

- à deux valeurs de pH différentes : à pH < 0,5 (correspondant au milieu de synthèse) et à  

pH 7,4 (obtenu après neutralisation du milieu de synthèse par NaOH et ajout de tampon 

phosphate 10 mM, 7,4), 

- à deux températures differentes : 4 et 37 °C,  

- en présence de Cu2+ (10 
M) à 4 °C et à pH 7,4. 

Les résultats sont donnés en pourcentage de RSNO restant évalué par mesure de l’absorbance 

molaire à 334 nm pour la NACNO et 340 nm pour le SNAP (n = 3). 

 

Comme le montre la figure 9 A et B, la dégradation de SNAP et de NACNO est plus lente 

à 4 °C qu’à 37 °C. En effet, après 2 h de stockage à 4 °C, le pourcentage de NACNO et de 

SNAP restant atteint 98,2 ± 0,6 % et 87,7 ± 0,1 %, respectivement. De la même manière, 

après 2 h de stockage à 37 °C, le pourcentage de NACNO et de SNAP restant est de  

98,0 ± 0,6 % et 68,0 ± 0,2 %, respectivement. Par conséquent, une température  4 °C a été 

retenue pour tester l’influence du pH. 

A pH < 0,5, le pourcentage de NACNO et de SNAP restant après 4 j atteint 96,1 ± 1,0 % 

(figure 9 C). Par ailleurs, à pH 7,4, le pourcentage de NACNO et de SNAP restant après 4 j 

est de 96,2 ± 0,2 % et 25,3 ± 0,9 %, respectivement (figure 9 A). 

En effet, à pH < 0,5, la similitude entre la stabilité de SNAP, NACNO, BUC(NO)2 et GSNO, 

dans lequel l'atome de carbone en position  est substitué ou non par un ou deux  

groupements méthyle, confirme l'hypothèse que la substitution de l’atome de carbone en 
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position n’a pas d'effet sur la stabilité des RSNO en milieu acide. Par conséquent, la raison 

pour laquelle les RSNO sont plus stables dans une solution acide peut être attribuée à un 

déplacement de l'équilibre de résonance vers la forme II (RS + = NO-) décrite comme la forme 

la plus stabilisante de la liaison S-NO et comme étant la plus abondante aux faibles valeurs de 

pH (Roy et al., 1994, Megson et al., 1997, Heikal et al., 2010). 

En opposition, la grande stabilité de NACNO et de GSNO à pH 7,4 se justifie par la formation 

de la structure cyclique à 6 atomes entre l'atome d'oxygène du groupe carbonyle et l'atome de 

soufre (Roy et al., 1994).  

La dégradation rapide de SNAP observée à pH 7,4 confirme que la présence d'un groupement  

méthyle en position  déstabilise la liaison S-NO (Megson et al., 1997). Ainsi, la BUC(NO)2 

présente une stabilité intermédiaire entre SNAP, NACNO et GSNO. 

Enfin, l'impact des ions Cu2+ sur la stabilité de SNAP et de NACNO a été déterminé. Comme 

représenté sur la figure 9 D, les ions Cu2+ provoquent une décomposition rapide des deux 

RSNO. Le pourcentage de NACNO et de SNAP restant après 2 h de stockage à 4 °C est de 

85,2 ± 0,5 % et de 23,5 ± 0,5 %, respectivement. Ces résultats sont conformes à ceux d'autres 

études (Megson et al., 1997).  

Par conséquent, les conditions idéales de conservation entre synthèse et utilisation sont : pH 

7,4 et 4 °C pour NACNO et pH < 0,5 et 4 °C pour SNAP. Les deux solutions sont préparées 

avec des réactifs et de l’eau de haute qualité (afin de minimiser les traces d’ions métalliques) 

et sont conservées à l’abri de la lumière et pendant 4 j au maximum. 
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Figure 9 : Etude de stabilité des solutions de NACNO (□) et SNAP () (10 mM) dans 

différentes conditions : A)  4 °C, pH 7,4, B) 37 °C, pH 7,4,  C) 4 °C, pH 0,3,  D) 4 °C, pH 7,4 

avec Cu2+ (10 M). Les résultats sont donnés en pourcentage de RSNO restant et évalués par 

spectrophotométrie à 334 nm pour le NACNO et 340 nm pour le SNAP (n = 3). 
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4.2. Etude de la stabilité des S-nitrosothiols dans les conditions expérimentales du modèle 

ex vivo 

 

Nous avons étudié la stabilité des RSNO dans les conditions expérimentales du modèle ex 

vivo utilisé pour l’évaluation de leurs propriétés vasorelaxantes, à savoir le modèle d’anneau 

d’aorte isolée de rat. Ces études ont été réalisées à une concentration de RSNO égale à 10-7 M 

(valeur correspondant à la CE50 de la plupart des RSNO étudiés dans la littérature) et de ce 

fait elles ont nécessité l’emploi d'une méthode de dosage plus sensible que celles utilisées 

dans les études de stabilité décrites précédemment (UV, Saville-Griess, CLHP). Une méthode 

spectrofluorimétrique utilisant la sonde 2,3-diaminonaphtalène (DAN) a été retenue. Cette 

sonde est un composé diamino aromatique non fluorescent, qui réagit en milieu acide avec 

une espèce dérivée de •NO, NO+, pour former un produit fluorescent en milieu alcalin : le  

2,3-naphtotriazole (NAT) (λexc = 375 nm ; λém = 415 nm). Les RSNO ont été quantifiés par 

réaction préalable avec un excès de HgCl2 en milieu acide provoquant un clivage 

hétérolytique de la liaison S-NO et une libération de NO+ qui peut ensuite réagir avec la sonde 

DAN. 

Le tableau 5 résume les différentes caractéristiques des méthodes analytiques utilisées au sein 

du laboratoire pour doser les RSNO, le •NO ou les ions nitrite.  Les espèces dérivées de •NO 

(NO2
-, N2O3, NO+) réagissant avec les réactifs varient avec la méthode analytique utilisée et 

elles ne seront pas précisées ultérieurement dans le texte. D’autres méthodologies offrant des 

limites de détections (LOD) plus faibles sont décrites dans la littérature (Griveau et Bedioui, 

2013). Elles reposent principalement sur l’emploi de la chimiluminescence (LOD = 1.10-9 M, 

Bryan et Grisham, 1997) et d’électrodes sélectives du •NO (LOD = 3.10-9 M, Davies et Zhang, 

2008).  

 

4.2.1. Conditions opératoires  

 

La stabilité d’une solution de RSNO (10-7 M) préparée dans une solution physiologique de 

Krebs à pH 7,4, oxygénée par bullage d’un mélange 95 % O2 et 5 % CO2 et placée dans des 

cuves d’organe isolées à 37 °C en l’absence de tissus, a été évaluée pendant 30 min. Les 

espèces dérivées du •NO ont été quantifiées par la méthode spectrofluorimétrique décrite 

précédemment utilisant la sonde DAN. 
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4.2.2. Résultats et discussion 

 

Comme le montre la figure 10, après 15 min, la concentration en RSNO diminue d’environ 

3,25 ± 0,05 % en absence de vaisseaux, dans des conditions identiques à celles utilisées lors 

des études de vasorelaxation. Après 30 min, une dégradation de 3,50 ± 0,10 % des RSNO est 

observée. Ces résultats ont permis de confirmer l’utilisation en toute sécurité des solutions de 

RSNO pendant les 15 premières min d’incubation (délai nécessaire pour atteindre le plateau 

de l’effet vasorelaxant des RSNO étudiés dans les conditions ex vivo). 
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Figure 10 : Evolution de la concentration en GSNO (□), BUC(NO)2 (■), SNAP ( ) et 

NACNO( ) (10-7 M) en fonction du temps d’incubation dans les conditions expérimentales 

des études de vasorelaxation (solution de Krebs pH 7,4, 37 oC et oxygénation (95 % O2, 5 % 

CO2))  par la méthode spectrofluorimétrique (Hg2+ + DAN) (λex = 375 nm ; λém = 415 nm) (n 

= 3).  
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Tableau 5 : Méthodes de dosage des RSNO et des espèces réactives dérivées de •NO utilisées au cours des présents travaux. 

 

Abréviations : DAN : 2,3-diaminonaphtalène, DAF : diaminofluorescéine, DAF-2 DA : diaminofluorescéine diacétate, RSNO : S-nitrosothiols, 
LOD : limite de détection, LOQ : limite de quantification, NO2

- : ions nitrite, NO3
- : ions nitrate 

S

Méthode  Analytes Domaine de linéarité LOD LOQ 

Griess 
540 nm 

NO2
-, NO+ 

10-6 à 10-5 M  0,2.10-6 M 0,5.10-6 M 
Saville-Griess (Hg2+) 

540 nm 
NO2

-, NO+
 (libre et provenant des RSNO) 

DAN 
Exc = 375 nm 
Em = 415 nm 

NO+ 

5.10-8 à 5.10-7 M 

2,5.10-8 M 8.10-8 M 

DAN + Hg2+ 
Exc = 375 nm 
Em = 415 nm 

NO+
 (libre et provenant des RSNO) 5.10-8 M 15.10-8 M 

DAF-2 
Exc = 485 nm 
Em = 538 nm 

NO+ 2,5.10-8 à 25.10-8 M 1.10-8 M 3,04.10-8 M 

DAF-2 DA 
Exc = 485 nm 
Em = 538 nm 

Permet de visualiser par microscopie de façon qualitative la production d’ions nitrite au niveau d’un tissu et de façon quantitative après extraction 

de la sonde transformée avec un solvant organique (diméthylsulfoxyde) 

CLHP avec détection UV 
334 nm 
220 nm 

 
RSNO 
NO2

- 

 
5.10-4 à 5.10-3 M  

10-6 à 10-4 M   

 
5. 10-5 M 
1.10-6 M 

 
15. 10-5 M 
3. 10-6 M 
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4.3. Effet des cyclodextrines sur la stabilité des S-nitrosothiols et leur effect protecteur 

contre la dégradation enzymatique 
 

Les CD sont des oligosaccharides cycliques composés de sous-unités de glucopyranose 

liées en α-(1,4). Trois familles sont principalement utilisées : les α-, β- et γ-cyclodextrines 

formées respectivement de 6, 7 ou 8 sous-unités. Elles font l’objet de très nombreuses 

applications dans le domaine pharmaceutique (Szejtli, 2004) et l’une d’entre elles (α-CD) a 

été récemment préconisée pour protéger le GSH contre sa dégradation catalytique par la GGT 

(Garcia-Fuentes et al., 2006). Nous avons évalué l’impact de CD (i) sur la stabilité des RSNO 

et (ii) sur la protection des RSNO contre la dégradation enzymatique de la GGT et de la Trx-1 

(protéine ayant le même site actif que la PDI).  

 

4.3.1. Conditions opératoires  

 

La stabilité d’une solution de RSNO (10 mM) préparée dans un tampon phosphate  

(10 mM) pH 7,4 a été évaluée à température ambiante (23 ± 1 °C), à l'abri de la lumière en 

présence ou en absence d’-CD ou d’hydroxypropyl--CD (HP--CD) (32 mM) après 28 h 

d’incubation. Les résultats sont donnés en pourcentage de RSNO restant mesuré par 

absorbance à 334 nm pour la NACNO, le GSNO et la BUC(NO)2, et à 340 nm pour le SNAP. 

L’influence de l’-CD ou HP--CD sur la protection de GSNO (1 mM) contre la 

dégradation par la GGT purifiée de rein de bœuf (0,4 µg/mL) a été évaluée in vitro en 

mesurant la consommation de GSNO selon le protocole précédemment décrit par Angeli et al. 

(2009) mais en présence ou en absence d’ -CD ou HP--CD (32 mM).  

L’impact de la CD sur la protection des RSNO (5 M) contre la dégradation par la Trx-1 

de E. Coli (1 M) a été déterminé en en mesurant la diminution de l’intensité de fluorescence 

émise par la Trx-1 selon le protocole appliqué à la BUC(NO)2 décrit dans l’article 3 mais en 

présence d’-CD ou de HP--CD (160 mM) à température ambiante (23 ± 1 °C). La Trx-1 est 

une protéine contenant un résidu tryptophane (Trp31-Cys32-Gly33-Pro34-Cys35) qui confère 

des propriétés de fluorescence à la protéine. La Trx-1 catalyse la réaction de dénitrosation des 

RSNO aboutissant à la libération de •NO et à la formation de Trx-1 oxydée, forme n’étant pas 

dotée de fluorescence intrinsèque.  
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4.3.2. Résultats et discussion 

 

Deux CD ont été testées pour leur capacité à former des complexes avec les RSNO :  

l’-CD et l’HP--CD ; seule l’-CD a permis de mesurer une constante de complexation 

avec le GSNO (technique utilisée : électrophorèse capillaire de zone ; travaux réalisés dans le 

cadre du master de Joanna Krawczyk, et intitulés : « S-nitrosothiols and cyclodextrins 

inclusion complexes: characterization, chemical stabilization and protection against 

degradation enzymes »). Pour les autres RSNO, l’emploi d’HP--CD est apparu la plus 

appropriée à la formation de complexes (tableau 6). Chacune de ces CD sera utilisée avec le 

RSNO correspondant dans les études ultérieures de stabilité et d’interaction avec les enzymes.  

Tableau  6 : Détermination de la constante de complexation entre cyclodextrines et  
S-nitrosothiols. 

 

S-nitrosothiol GSNO NACNO SNAP BUC(NO)2 

CD α-CD HP-β-CD HP-β-CD HP-β-CD 

Kc (M-1)  28 27 24 77 

 

La constante de complexation a été calculée selon l’équation suivante (Al Azzam et al., 

2010) : 

 

 

 

 

- µlibre = mobilité électrophorétique du RSNO libre (sans ajout de CD dans le tampon de 

migration) 

- µc = mobilité électrophorétique du RSNO totalement complexé (en présence d’une 

concentration de CD (Cmax) pour laquelle la mobilité du RSNO atteint un minimum)  

- µi = mobilité de l’analyte à une concentration de CD ajoutée au tampon de migration 

égale à une valeur Ci comprise entre 0 et Cmax.  

Kc x [C] = 
µlibre - µi

µi - µc
Kc x [C] = 

µlibre - µi

µi - µc
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En effet, la présence d’-CD n’a pas d’influence sur la stabilité in vitro de NACNO, GSNO, 

SNAP et BUC(NO)2. Cependant, en présence de HP--CD, comme le montre la figure 11 A, 

une augmentation significative de 25 ± 2 % de la concentration BUC(NO)2 a été observée. 

Ces résultats sont en concordance avec les mesures de constantes de complexation réalisées 

dans notre laboratoire montrant qu’il existe une plus forte affinité entre la BUC(NO)2 et une 

CD, la HP-β-CD, (Kc = 77 M-1) par rapport aux autres RSNO (tableau 6). Ces résultats sont 

importants surtout si nous prenons en considération le fait que la BUC(NO)2 n'existe qu'en 

solution/ou en produit huileux pour le moment ; le complexe formé entre BUC(NO)2 et CD 

pourrait être utile pour obtenir la BUC(NO)2 à l'état solide. En effet, les CD permettent 

d’isoler de nombreux composés en solution en solides par précipitation des complexes 

d’inclusion correspondants. Cette étape reste à valider expérimentalement. 

Par ailleurs, la présence de HP--CD n’a pas d’influence sur la protection du GSNO contre sa 

dégradation par la GGT et seulement une protection significative de 50 ± 3 % du GSNO 

contre l’action de la GGT en présence d’α-CD est obtenue (figure 11 B). Etant donné que la 

GGT catalyse spécifiquement la coupure de molécules contenant un groupement γ-glutamyle, 

nous n'avons pas examiné le rôle de la CD sur la protection des autres RSNO. Enfin, aucune 

protection des RSNO contre l’action de la Trx n’a été observée avec les deux types de CD :  

-CD et HP--CD (figure 11 C).  
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Figure 11 : A) Etude de stabilité des RSNO (10 mM) en absence (□) et en présence (■) de 

HP--CD (36 mM) dans un tampon phosphate (10 mM) pH 7,4 à 23 ± 1 °C après 28 h 

d’incubation. B) Interaction entre GSNO (1 mM) et GGT de rein de bœuf (0,4 µg/mL) en 

absence (□) et en présence (■) d’-CD (36 mM) dans un tampon Tris (10 mM) pH 7,4 

contenant de la glycylglycine (20 mM) et de Cu2+ (10 M) à 37 °C après 2 h d’incubation. C) 

Interaction entre Trx-1 (1 M) et RSNO (5 M) en absence (□) et en présence (■) de HP--

CD (160 mM) dans un tampon Tris (10 mM) pH 7,4 à 23 ± 1 °C après 2 h d’incubation.  

(n = 3, *p < 0,05). 
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Chapitre III. 

Evaluations biochimique et 

pharmacologique des S-nitrosothiols : 

rôle des enzymes dans les effets 

vasculaires 
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1. Introduction 

 

Après la synthèse, la caractérisation physico-chimique et l'étude de stabilité des RSNO, des 

études biochimique et pharmacologique ont été mises en place. L’objectif est d'étudier l’effet 

vasorelaxant des RSNO ainsi que l’implication de deux enzymes, la GGT et la PDI, dans leurs 

effets vasculaires. Le rôle de ces deux enzymes a été évalué en adoptant la stratégie suivante :  

1- étude in vitro de l’interaction des deux enzymes purifiées, GGT et PDI, avec le GSNO et la 

BUC(NO)2, 

2- mesure des activités enzymatiques de la GGT et de la PDI au niveau vasculaire,  

3- relation entre la libération de •NO à partir des RSNO via l’action catalytique des deux 

enzymes et les effets vasorelaxants induits par les RSNO. 

 

En ce qui concerne  le GSNO, nous avons montré que : 

1- la GGT et la PDI purifiées dénitrosent le GSNO avec une production simultanée de •NO.  

2- l’activité de la GGT mesurée dans l’homogénat à l’aide d’un substrat communément utilisé 

dans la littérature, le L--glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide (Orlowski et Meister, 1963) mais 

également à l’aide de deux substrats naturels, le GSH et le GSNO, est diminuée en présence 

de SBC (entre 57 et 85 %) et augmentée en présence de glycylglycine (entre 24 et 108 %). Par 

ailleurs, l’évaluation histochimique de l’activité GGT a permis de localiser cette activité dans 

la couche endothéliale des vaisseaux.  

Concernant la PDI, des essais ont été réalisés pour mesurer son activité au niveau vasculaire 

en utilisant l'insuline comme substrat. Cependant, cette technique n’a pas permis de mettre en 

évidence une activité dans les tissus aortiques et des techniques plus sensibles sont 

actuellement en cours de développement dans le laboratoire (cf. résultats complémentaires). 

3- le GSNO induit une relaxation rapide (CE50 = 3,2 ± 0,5.10−7 M) en mettant en jeu la voie 

GCs/GMPc. L’implication de cette voie a été évaluée en présence de l’inhibiteur de la GCs,  

le 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ). 

4- la dénitrosation du GSNO au niveau vasculaire est catalysée par la GGT mais également 

par la PDI. En effet, la CE50 du GSNO augmente en présence de deux inhibiteurs distincts de 

la GGT, la SBC (CE50 = 1,6 ± 0,2.10-6 M) et l’acivicine (CE50 = 8,3 ± 0,6.10-7 M), tandis 

qu’elle diminue en présence de l’activateur, la glycylglycine (CE50 = 4,7 ± 0,9.10-8 M). 

Quant à la PDI, son inhibition par la bacitracine entraîne une augmentation de la CE50 du 

GSNO (CE50 = 8,5 ± 0,2.10-7 M). 



 

 140 
 

De plus, nous avons mis en évidence le rôle clé de l’endothélium dans les effets vasorelaxants 

du GSNO. En effet, en absence d’endothélium, la valeur de CE50 du GSNO est 

significativement augmentée (CE50 = 2,3 ± 0,3.10−6 M) par rapport à celle obtenue en 

présence d’endothélium (CE50 = 3,2 ± 0,5.10−7 M). Par ailleurs, la CE50 du GSNO obtenue 

en absence d’endothélium est similaire à celle induite par le GSNO après inhibition de la GGT 

par la SBC (CE50 = 1,5 ± 0,1.10-6 M). Ces observations confirment le rôle important de la 

GGT endothéliale dans la vasorelaxation induite par le GSNO et elles sont en accord avec les 

résultats histologiques qui ont montré que l’activité de la GGT était principalement localisée 

au niveau de l’endothélium. Au meilleur de notre connaissance, une seule étude avait 

précédemment montré l'implication de la GGT dans la vasorelaxation rapide induite par le 

GSNO (Heikal et al., 2011), mais le rôle spécifique de l'endothélium n'avait pas été évalué, 

d’où l'originalité de notre étude. Cette étude originale du rôle de la GGT dans les effets 

vasorelaxants du GSNO a fait l’objet d’un manuscrit publié dans PlosOne (article 4).  

 

2. Article 4. F. Dahboul, P. Leroy, K. M. Gate, A. Boudier, C. Gaucher, P. Liminana, I. 

Lartaud, A. Pompella, C. Perrin-Sarrado. Endothelial γ-Glutamyltransferase Contributes to the 

Vasorelaxant Effect of S-Nitrosoglutathione in Rat Aorta. PLoS One 2012;7(9):e43190.  

 

Les résultats concernant la détermination de l’activité de la PDI, son impact dans le 

métabolisme du GSNO et dans ses effets vasculaires sont présentés après cet article, en tant 

que résultats complémentaires.  

 

Comme nous l’avons présenté précédemment dans l’article 3 pages 90-127, notre étude 

pharmacologique a également décrit les effets vasculaires de la BUC(NO)2, un nouveau 

dinitrosothiol jamais décrit dans la littérature, ainsi que le rôle de la PDI dans ses effets. Nous 

avons montré que : 

1- la PDI purifiée dénitrose la BUC(NO)2 avec une production simultanée de •NO. Etant 

donné que la GGT catalyse spécifiquement la coupure de molécules contenant un groupement 

γ-glutamyle, nous n'avons pas étudié son interaction avec la BUC(NO)2 qui ne comporte pas 

ce groupement.  

2- la BUC(NO)2 est capable de libérer •NO au niveau de l’aorte de rat  

([•NO] = 649,1 ± 14,4.10-6 M) et d’induire une vasorelaxation concentration-dépendante 

(CE50 = 2,2 ± 0,2.10-8 M) mettant en jeu la voie GCs/GMPc. La présence d’ODQ dans le 
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milieu d’incubation provoque une inhibition de la CE50 de la BUC(NO)2  

(CE50 = 1,4 ± 0,1.10-5 M).  

3- la BUC(NO)2 induit une libération du •NO au niveau vasculaire et une vasorelaxation plus 

importante que la NACNO (CE50 = 3,1 ± 0,5.10-7 M) et le SNAP (CE50 = 3,8 ± 0,2.10-7 M) 

seuls, mais également que le mélange équimolaire de SNAP plus NACNO  

(CE50 = 2,9 ± 0,3. 10-7 M).  

4- la PDI participe à l’effet vasorelaxant de la BUC(NO)2 (CE50 = 2,3 ± 0,1.10-7 M en 

présence d’un inhibiteur de la PDI, la bacitracine). De manière intéressante, en présence de la 

bacitracine, les effets vasorelaxants du mélange et ceux des mononitrosothiols seuls n’ont pas 

été modifiés. Ces résultats suggèrent que la présence de structures proches de la NACNO et 

du SNAP au sein d’une même molécule permettrait de modifier les propriétés 

pharmacologiques du produit et que la PDI vasculaire interagit préférentiellement avec 

BUC(NO)2.  
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3. Résultats complémentaires du chapitre III  

 

Dans cette section sont présentés les résultats complémentaires à ceux de l’article 4. 

L’objectif de ces travaux complémentaires est d’évaluer les interactions in vitro du GSNO 

avec la GGT purifiée ainsi que le rôle de la PDI dans le catabolisme et les effets vasorelaxants 

du GSNO. 

 

3.1. Etude in vitro des interactions du S-nitrosoglutathion avec la -glutamyltransférase 

purifiée 

 

Dans une étude préalable aux expérimentations réalisées en présence de tissus vasculaires, 

les interactions entre l’enzyme GGT purifiée et le GSNO ont été évaluées in vitro. Dans ce 

but, la dégradation du GSNO catalysée par la GGT et la quantité de •NO libéré en fonction du 

temps ont été suivies en parallèle. 

 

3.1.1. Conditions opératoires 

 

L’étude in vitro de l’interaction de la GGT purifiée de rein de bœuf (0,4 µg/mL) avec le 

GSNO (0,1 mM), a été réalisée selon le protocole précédemment décrit par Angeli et al. 

(2009). La quantité de •NO libéré a été déterminée par la méthode spectrofluorimétrique 

utilisant la sonde DAN selon le protocole précédemment décrit dans l’article 3. 

 

3.1.2. Résultats et discussion 
 

Comme le montre la figure 12, en présence de glycylglycine (accepteur du résidu  

-glutamyle) et d’ions Cu2+ (catalyseur de la dégradation du métabolite cysglyNO), la 

concentration en GSNO diminue en fonction du temps sous l’action catalytique de la GGT et 

parallèlement la concentration en •NO augmente. Ces résultats sont conformes à la littérature 

(Angeli et al., 2009) et confirment que la GGT et les ions Cu2+ jouent un rôle essentiel dans la 

libération de •NO à partir de GSNO qui s’avère quasi-totale selon le rapport stoechiométrique 

1 : 1. 



 

 151 
 

0

20

40

60

80

100

120

0 100 200 300
co

nc
en

tr
at

io
n 

(µ
M

)

temps (min)
 

Figure 12 : Evolution des concentrations de GSNO  (♦) mesurées par spectrophotométrie UV, 

et des concentrations des espèces dérivées du •NO (■) mesurées par spectrofluorimétrie 

(DAN) (λex = 375 nm, λém = 415 nm) en fonction du temps sous l’action de la GGT purifiée 

de rein de bœuf (0,4 µg/mL) dans un tampon phosphate (10 mM) pH 7,4, à 37 oC et en 

présence de Cu2+ (10 
M) et de glycylglycine (20 mM) (n = 3). 

 

3.2. Mesure de l’activité de la protéine disulfure isomérase purifiée par le test de turbidité à 

l’insuline  

 

Le test de turbidité à l’insuline a été initialement développé par Holmgren et son équipe 

pour la mesure de l’activité de la Trx d’E. Coli (Holmgren, 1979) mais il est aussi applicable 

aux autres rédoxines comme la PDI. Ce test mesure la capacité de l’enzyme à catalyser la 

réduction de l’insuline en présence de l’agent réducteur D,L-dithiothréitol (DTT) (figure 13, 

réaction 2). Le DTT permet de maintenir la PDI sous forme réduite après réaction avec 

l’insuline (figure 13, réaction 1). L’insuline est composée de deux chaînes polypeptidiques A 

et B reliées entre elles par deux ponts disulfures. Lorsque ces ponts sont rompus, la chaîne B 

libérée insoluble précipite.  

1

DTT 2

1

DTT 2

 

 

 

Figure 13 : Mécanisme de réduction de l’insuline par la protéine disulfure isomérase (PDI) 

(1). Réduction de la PDI par le D,L-dithiothréitol (DTT) (2).  



 

 152 
 

 

3.2.1. Conditions opératoires  
 

La mesure de l’activité de la PDI de foie de bœuf par le test de turbidité à l’insuline a été 

réalisée selon le protocole décrit par Holmgren (1979). Brièvement, l’insuline (0,13 mM) est 

incubée avec différentes concentrations de PDI (entre 0,5 et 2 M) ou avec des homogénats 

de foie ou d’aorte de rat Wistar dans un tampon phosphate (10 mM) pH 7,4 à température 

ambiante (23 ± 2 °C). La réaction est initialisée par l’addition de DTT (1 mM). Pour les 

manipulations en présence de bacitracine (100 M), une pré-incubation du milieu réactionnel 

est réalisée pendant 30 min avant l’ajout de l’insuline et de DTT. 

L’activité enzymatique exprimée en UA/min2 correspond au rapport vitesse maximale sur 

temps de latence (, en min) (Holmgren, 1979, Martínez-Galisteo et al., 1993). L’activité 

spécifique est exprimée en UA/min2/mg de protéines et elle est calculée par le rapport activité 

enzymatique sur quantité de protéines déterminée par la méthode à l'acide bicinchoninique 

(Pierce Kit pour le dosage des protéines). 

 

3.2.2. Résultats et discussion 

 

Avant de débuter la mesure de l’activité de la PDI dans les homogénats tissulaires, une 

validation du protocole au moyen de PDI purifiée a été réalisée. Comme le montre la figure  

14 A, la réduction de l’insuline par la PDI en fonction du temps correspond à une courbe 

présentant trois phases : une phase de latence, une phase exponentielle (au cours de laquelle la 

phase initiale correspond à la vitesse maximale de l’enzyme) et une phase stationnaire 

(plateau). Ces résultats sont conformes à ceux de la littérature (Holmgren, 1979). Par ailleurs, 

une corrélation linéaire entre la concentration de la PDI et son activité a été mise en évidence 

(figure 14 B). Nous avons ensuite vérifié l’effet de la bacitracine sur l’activité de la PDI 

purifiée (2 M). L’activité enzymatique de la PDI est diminuée d’un facteur 10 (8,10 ± 0,57 

vs. 0,80 ± 0,07.104 UA/min2, n = 3), ce qui confirme l’inhibition de la PDI par la bacitracine. 
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[PDI] 2 µM 1 µM 0,5 µM
Temps de latence 

(min) 12,05 ± 0,05 15,5 ± 0,71 34,20 ± 1,78

Vmax (UA/min) 0,010± 0,002 0,008 ± 0,001 0,006 ± 0,001
Activité 

enzymatique 
x 104 (UA/min2) 8,10 ± 0,57 4,2 0± 0,70 1, 60 ± 0,02

B
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Figure 14 : A) Suivi de la réduction de l’insuline (0,13 mM) en fonction du temps en 

présence de différentes concentrations de PDI purifiée de foie de bœuf (2 (◊), 1 (□), 0,5 (∆) 

M)) (n = 3) en présence de DTT (1 mM) dans un tampon phosphate (10 mM) pH 7,4 et à  

23 ± 2 °C. B) Tableau récapitulatif des valeurs de temps de latence (min), Vmax (UA/min) et 

activité enzymatique de la PDI (UA/min2). 

 

 

Après avoir validé la mesure de l’activité de la PDI sur enzyme purifiée, des mesures 

d’activité des rédoxines sur des protéines isolées à partir d’homogénats de foie et d’aorte ont 

été réalisées en présence et en absence de bacitracine. Les protéines ont été isolées par 

saturation à 90 % à l’acétate d’ammonium selon le protocole précédemment décrit par 

Lundström et Holmgren (1990). 

Comme le montre la figure 15 A et B, une activité des rédoxines dans les homogénats de 

foie a été mise en évidence. Par ailleurs, la présence de bacitracine (100 M) dans le milieu 

réactionnel diminue l’activité spécifique de 3 fois. 

Ces expériences ont été répétées de façon similaire mais en présence d’homogénats d’aorte 

de rat avec la même quantité de protéines que celle présente dans le cas de l’étude sur le foie. 

Aucune activité n’a été détectée. Actuellement, des techniques plus sensibles pour la mesure 

de l’activité de la PDI comme celle utilisant un substrat fluorogénique, le diéosine glutathion 

disulfure (Raturi et Mutus, 2007), sont en cours de développement dans le laboratoire. 
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Figure 15 : A) Suivi de la réduction de l’insuline (0,13 mM) en fonction du temps en 

présence d’homogénats de foie de rat Wistar et de DTT (1 mM) avec (□) ou sans (∆) 

bacitracine (100 M) (n =3) dans un tampon phosphate (10 mM) pH 7,4 à 23 ± 2 °C. B) 

Tableau récapitulatif des valeurs de temps de latence (min), de Vmax (UA/min), d’activité 

enzymatique (UA/min2) et spécifique des rédoxines (UA/min2/mg de protéines). 

 

3.3. Etude in vitro des interactions du S-nitrosoglutathion avec la protéine disulfure 

isomérase purifiée  

 

La réaction de dénitrosation du GSNO médiée par la PDI a également été évaluée in vitro. 

La PDI est une protéine contenant un résidu tryptophane (Cys32-Val33-Trp34-Cys35) 

caractérisé par un hétérocycle indole qui confère des propriétés de fluorescence à la protéine. 

La PDI catalyse la réaction de dénitrosation du GSNO aboutissant à la libération de •NO et à 

l’oxydation de la PDI (pont disulfure entre les deux résidus cystéine du site actif), la forme 

oxydée de la PDI n’étant pas dotée de fluorescence intrinsèque. Ainsi la réaction de 

dénitrosation est suivie en mesurant la diminution de l’intensité de fluorescence émise par la 

PDI. Parallèlement, la production de •NO est mesurée par la méthode spectrofluorimétrique 

utilisant la sonde DAN. Par ailleurs, nous avons vérifié sur ce test in vitro l’effet de la 

bacitracine sur l’inhibition de la décomposition du GSNO médiée par la PDI. 

 

3.3.1. Conditions opératoires 
 

L’étude in vitro de l’interaction de la PDI avec le GSNO a été réalisée selon le même 

protocole appliqué à la BUC(NO)2 décrit dans l’article 3. 
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3.3.2. Résultats et discussion 

 

Comme le montre le tableau 7, le taux de diminution de l'émission de fluorescence 

intrinsèque de la PDI réduite associé à la décomposition du GSNO est égal à  

– 0,120 ± 0,007 s-1 (cinétique d’ordre 1) et il est accompagné d’une production de •NO de  

0,80 ± 0,05 M. En effet, quand 1 M de PDI (facteur limitant par rapport au GSNO) est 

ajouté à 5 M de GSNO, la concentration maximale de •NO libérée est d'environ 1 M. Ce 

résultat confirme que la réaction entre la PDI et le GSNO obéit à un rapport stœchiométrique 

de 1:1. En parallèle, nous avons observé que la bacitracine (100 M) diminue 

significativement (p < 0,05 vs. GSNO seul) la production de •NO et qu’elle ralentit la 

diminution de la fluorescence intrinsèque de la PDI consécutive à l’interaction entre GSNO et  

PDI. Ces résultats confirment que la bacitracine est un inhibiteur de la PDI (prouvé par 

ailleurs avec un autre substrat comme l’insuline (paragraphe 4.2.). 

 

Tableau 7 : Etude de l’interaction entre la PDI réduite et le GSNO en absence ou présence de 

bacitracine. Le milieu réactionnel contient de la PDI purifiée (1 M), du GSNO (5 M) en 

présence ou en absence de bacitracine (100 M) préparé dans un tampon phosphate (10 mM) 

pH 7,4. La réaction est suivie en mesurant la diminution de l’intensité de la fluorescence 

intrinsèque de la protéine réduite (λex = 280 nm, λém = 340 nm) à 23 ± 2 °C pendant 30 min. 

La libération de •NO a été mesurée par spectrofluorimétrie (DAN) (λex = 375 nm,  

λém = 415 nm) (n = 3, *p < 0,05). 

 

 

 

 

RSNO 
Vitesse de diminution de la PDI 

sous forme réduite (s-1) 
Concentration de •NO libérée (M) 

GSNO - 0,120 ± 0,007 0,80 ± 0,05 

GSNO + bacitracine - 0,011 ± 0,005* 0,07 ± 0,01* 
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3.4. Evaluation du rôle de la protéine disulfure isomérase dans les effets vasculaires du  

S-nitrosoglutathion 

 

Le rôle de la PDI dans la libération de •NO à partir de GSNO et l’effet vasorelaxant 

correspondant ont été évalués sur des aortes isolées de rat grâce à l’utilisation d’un inhibiteur, 

la bacitracine.  

 

3.4.1. Conditions opératoires 

  

La quantification et la production de •NO à partir de GSNO au sein de l’aorte ainsi que la 

détermination de la CE50 du GSNO en présence de bacitracine ont été réalisées selon les 

protocoles décrits dans l’article 4. 

 

3.4.2. Résultats et discussion 

 

La production de •NO (figure 16 A) induite par le GSNO et quantifiée à l’aide de la sonde 

perméable DAF-2 DA est modérément mais significativement diminuée d’environ 10 % en 

présence de bacitracine (p < 0,05 vs. GSNO seul). De même, dans les sections aortiques, 

l’intensité de fluorescence correspondant à la libération de •NO à partir de GSNO  

(figure 16 D) diminue après l’addition de GSNO en présence de bacitracine (figure 6 E). Des 

contrôles ont également été effectués afin de vérifier que la bacitracine n’interagissait pas 

avec la sonde DAF-2 DA. Les sections d'anneaux ou les tissus aortiques ont donc été incubés 

dans une solution de Krebs en présence de DAF-2 DA et de bacitracine (figure 16 A, B, C). 

Les résultats montrent que l’incubation d’anneaux en présence de DAF-2 DA et de bacitracine 

seule ne modifie pas la quantité de •NO basal. Enfin, l’effet vasorelaxant de GSNO  

(CE50 = 3,2 ± 0,5.10-7 M) est augmenté en présence de l’inhibiteur de la PDI  

(CE50 = 8,5 ± 0,2.10-7 M). Ces résultats confirment que, paralèllement à l’action de la GGT, 

la PDI joue également un rôle dans la libération de •NO à partir du GSNO et dans l’effet 

vasorelaxant du GSNO. 
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Figure 16 : Rôle de la PDI dans les effets vasculaires du GSNO. A) production de •NO après 

incubation des anneaux aortiques isolés de rat avec du GSNO (1 mM) en absence ou en 

présence de bacitracine (100 M). B et C) sections d’anneaux aortiques chargés pendant 2 h 

avec DAF-2 DA (10 M) montrant les contrôles en absence et en présence de bacitracine, 

respectivement. D, E) sections d’anneaux aortiques de rat chargés pendant 2 h avec  

DAF-2 DA 10 M montrant la production de •NO après 15 min d’incubation avec du GSNO 

(1 mM) en absence ou en présence de bacitracine (100 M), respectivement. Toutes les 

images ont été prises avec le même temps d'exposition, gain et offset. F) courbe 

concentration-réponse de GSNO (0,001 – 100 µM) obtenue sur des anneaux aortiques isolés 

de rat précontractés à la phényléphrine 10 µM en présence (■) ou en absence (▲) de 

bacitracine.  (n = 3 – 12, *p < 0,05). 
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Chapitre IV. 

Discussion générale, conclusion et 

perspectives 
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Dans ce dernier chapitre, nous discuterons successivement des faits marquants de nos 

travaux. Les résultats obtenus seront mis en parallèle avec ceux de la littérature et les 

perspectives du présent travail seront évoquées. 

 

Les maladies cardiovasculaires représentent la première cause de mortalité dans le monde 

et la dysfonction endothéliale constitue l’élément essentiel de ces pathologies (Laslett et al., 

2012). Cette dysfonction endothéliale est essentiellement associée à une diminution de la 

production et/ou de la disponibilité de •NO. Comme précédemment mentionné, de 

nombreuses équipes de recherche s’intéressent à de nouvelles familles de composés de 

structure chimique variée, susceptibles de mimer l’action de •NO, d’activer ses voies de 

signalisation et de ne pas présenter les inconvénients des médicaments « donneurs de •NO » 

actuellement présents sur le marché. Il existe différentes familles de donneurs de •NO 

(NONOates, complexes nitrosyle, RSNO, etc…). L’utilisation de donneurs de •NO 

naturellement présents dans l’organisme apparaît comme une alternative intéressante pour le 

développement de composés améliorant la biodisponibilité de •NO. La famille des RSNO 

existant de façon endogène assure majoritairement une fonction de stockage et transport de 
•NO (Stamler et al., 1992a, Tsikas et al., 2012). De nombreuses enzymes comme la GGT, la 

PDI, la Trx et le GSNOR sont capables de métaboliser les RSNO et d’induire la libération de 
•NO. Le but de ce travail a été d’évaluer l’impact de deux enzymes membranaires, la GGT et 

la PDI, dans la libération de •NO et les effets vasorelaxants des RSNO. 

 

1. S-nitrosothiols : critères de choix, synthèse et caractérisation physico-chimique  

 

Dans ce travail, deux RSNO ont été synthétisés : l’un existe de façon endogène, le GSNO 

(article 2),  l’autre est exogène, la BUC(NO)2 (article 3). 

Le GSNO est le RSNO le plus étudié sur différents modèles in vitro, ex vivo et in vivo (Hogg 

et al., 1997, Sogo et al., 2000, Tullett et al., 2001, Heikal et al., 2011). Il a déjà été administré 

chez l’Homme dans plusieurs essais cliniques de phase I ou II, généralement pour ses 

propriétés vasodilatatrices et antiagrégantes plaquettaires (tableau 8).  
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Tableau  8 : Utilisation du S-nitrosoglutathion dans des essais cliniques. 
 

Voie 

d’administration 

Nombre 

de patients 
But de l’étude/Application 

Essai 

de 

phase 

Référence 

Perfusion 

intraveineuse  
10 (sains) 

Etude des effets systémiques et détection 

d’éventuels effets indésirables 
I 

Ramsay et 

al., 1995 

Perfusion intra-

artérielle  
5 (sains) 

Confirmation des résultats obtenus chez 

l’animal : effet vasodilatateur/antiagrégant 

plaquettaire 

II 
De Belder 

et al., 1994 

Administration via le 

cathéter utilisé pour la 

procédure chirurgicale 

13 

(malades) 

Réduction de l’activation plaquettaire induite 

par l’angioplastie coronaire 
II 

Langford et 

al., 1994 

Administration 

parentérale 

24 

(malades) 

Diminution de l’embolisation post- 

endartériectomie cérébrale 
II 

Molloy et 

al.,  1998 

Inhalation (tampon ou 

aérosol) 

20 

(malades) 

Amélioration des paramètres respiratoires 

chez les patients atteints de mucoviscidose 
II 

Snyder et 

al., 2002 

Application locale 

(bras) 
8 (sains) 

Augmentation du flux sanguin local  (lutte 

contre une ischémie locale, pansements) 
II 

Seabra et 

al.,  2005 

 

 

Pour synthétiser les RSNO, nous avons choisi une méthode rapide, simple et répétable. Elle 

consiste à faire réagir des ions nitrite avec le thiol en milieu acide (figure 17).  

Nous avons démontré que cette méthode de synthèse utilisant un rapport 1 : 1 entre NO2
- et 

GSH permet d’obtenir un produit soit sous forme isolée (après précipitation à l’acétone) soit 

sous forme non isolée en solution utilisé pour les expériences biologiques, tous deux offrant 

les garanties nécessaires en matière de pureté (97,5 %) et de leur très faible niveau 

d’impuretés (article 2).  

De nombreuses techniques ont été proposées dans ce travail pour caractériser le GSNO 

synthétisé (article 2). Les méthodes physico-chimiques classiques (UV-visible, 1H RMN et 

IR, CLHP-SM et DSC) déjà appliquées au GSNO ont permis de s’assurer que la BUC(NO)2, 

non isolé en solution et utilisé pour les expériences biologiques était d’une haute pureté (99,5 

%), comparable à celle rapportée pour le GSNO (article 3). 
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Figure 17 : Méthode de synthèse de GSNO et BUC(NO)2.  

 

Actuellement dans la littérature, seulement quelques di-ou polynitrosothiols à coeur 

pénicillamine ou cystéine ont été nitrosés et caractérisés. Ces RSNO ont montré des effets 

biologiques plus importants que le mononitrosothiol initial. C’est le cas du dinitrosodithiol 

dérivé de la pénicillamine qui a démontré une diminution plus importante (3 fois plus que le 

SNAP) de la pression artérielle systémique chez le rat et le lapin anesthésiés (Moynihan et 

Roberts, 1994). D’autres polynitrosothiols ont également été synthétisés. La  

S-nitrosopolyalbumine, obtenue par nitrosation de l'albumine dénaturée, présente des 

propriétés vasodilatatrices plus importantes que la molécule mère AlbSNO (DeMaster et al., 

1995). De même, les S-nitrosophytochélatines (SNOPC) ont prouvé un effet vasorelaxant plus 

puissant que le mononitrosothiol GSNO, cet effet étant en relation avec le nombre de 

groupements S-nitrosés présents par mole de polymère (Heikal et al., 2011). 

Au-delà de leur structure (cœur cystéine ou pénicillamine) et de leur lipophilie (cLog P 

(GSNO) = -2,7 ; cLog P BUC(NO)2 = 1,08), nous avons vu que GSNO et BUC(NO)2 

diffèrent fortement en termes de stabilité (articles 2 et 3). Plusieurs paramètres (pH, 
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température, ions métalliques) y compris la structure du composé lui-même jouent un rôle 

prépondérant dans leur stabilité. Ces données viennent conforter les études précédemment 

réalisées (Roy et al., 1994, Al-S’adoni et al., 2000, Heikal et al., 2009). En effet, malgré leurs 

avantages incontestables, les RSNO souffrent d’une demi-vie et d’une stabilité faibles (Al-

S’adoni et al., 2000, Tsikas et al., 2012). Des modulations chimiques des groupements 

permettant d’améliorer la stabilité de ces composés sont à l’essai, notamment en jouant sur les 

substitutions des atomes de carbone proches du groupement thiol (Megson et al., 1999, Al-

S’adoni et al., 2004, Gaucher et al., 2013). Par ailleurs, l’augmentation de l’hydrophobie des 

composés permettrait aussi de prolonger la libération de •NO (Megson et al., 1999). Une autre 

façon de protéger les RSNO des aggressions environnmentales est de les incorporer dans des 

formulations galéniques. Il existe déjà quelques exemples de formulations du GSNO dans la 

littérature (Seabra et al., 2005, Marcato et al., 2011). L’équipe CITHEFOR EA 3452 travaille 

également sur le développement de formes galéniques appropriées aux RSNO, notamment le 

GSNO. En outre, des travaux dans la littérature ont montré que l’inclusion du SNAP dans une 

CD est une approche utile pour le stabiliser sans perte de son activité pharmacologique (Bauer 

et Fung, 1991b). Nous avons vu que l’emploi de CD améliore significativement la stabilité de 

la BUC(NO)2 et protège le GSNO de la dégradation par la GGT (résultats complémentaires du 

chapitre 2). Ces approches sont à prendre en considération dans le but d’augmenter la demi-

vie des RSNO. 

Les RSNO représentent un choix logique pour le développement de nouveaux donneurs de 
•NO.  Un RSNO « idéal » devrait posséder les caractéristiques suivantes : 

 être disponible en quantité suffisante et/ou facile à synthétiser (Al-S’adoni et al., 2004)  

 avoir une pureté déterminée et un profil d’impuretés bien caractérisé (Butler et al., 1998) 

  être isolé, facile à manipuler et à stocker (Al-S’adoni et al., 2004)  

 être lipophile, ce qui entraîne une augmentation de la pénétration à l’intérieur des cellules 

(Al-S’adoni et al., 2000) 

 avoir une demi-vie in vivo suffisante pour l’application thérapeutique visée (Al-S’adoni et 

al., 2004)  

 avoir une capacité à libérer le •NO in vitro (Megson et al., 1999, Al-Sadoni et al., 2004)  

 avoir un rapport élevé masse de •NO libéré / masse de RSNO afin d’augmenter la 

biodisponibilité de •NO en limitant la concentration du médicament. (Al-S’adoni et al., 2000)  

 être peu ou pas toxique (Roy et al., 1994). 

On peut conclure d’après nos données que le BUC(NO)2 répond à la plupart de ces critères ; 

cependant, il reste à isoler ce produit et à évaluer sa toxicité cellulaire. 
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2. Effets vasorelaxants des S-nitrosothiols et rôle des enzymes dans ces effets 

 

Après avoir étudié les caractéristiques physico-chimiques du GSNO, nous avons montré  

in vitro que la libération de •NO à partir de GSNO est catalysée par la GGT, la Trx et la PDI. 

Ces résultats sont conformes à la littérature où plusieurs travaux ont montré que la GGT, la 

PDI et la Trx jouent un rôle dans la dégradation des RSNO et la libération du •NO (Hogg et 

al., 1997, Bramanti et al., 1999, Sliskovic et al., 2005, Holmgren et al., 2010). Ensuite, nous 

nous sommes intéressés à étudier l’impact de deux enzymes membranaires, la GGT et la PDI, 

dans l’effet vasorelaxant des RSNO en utilisant comme modèle d’étude l’anneau aortique 

isolé de rat. 

Notre modèle d’étude ex vivo (anneau aortique isolé de rat) est très largement décrit dans la 

littérature ; il utilise comme milieu extracellulaire une solution physiologique de Krebs dans 

lequel aucune protéine n’est présente. L’omission des protéines notamment l’albumine et 

l’hémoglobine dans le milieu génère un environnement qui s’éloigne des conditions in vivo. 

En effet, l’activité des RSNO est considérablement augmentée in vivo par la présence de ces 

protéines. Les interactions entre les différents thiols et les RSNO ainsi que leurs conséquences 

sur la pression artérielle ont été décrites (cf. partie bibliographique) ; ces études suggèrent 

l’importance des réactions de transnitrosation entre les thiols et les RSNO de faible masse 

moléculaire (Scharfstein et al., 1994, Orie et al., 2005, Warnecke et al., 2009, Ishibashi et al., 

2011).  

Récemment, l’équipe de Giustarini et al. (2011) a développé un modèle ex vivo d’anneau 

aortique isolé pour mesurer la vasorelaxation des RSNO dans un milieu contenant de 

l’albumine afin de se rapprocher de la composition extracellulaire. Cette étape a nécessité le 

développement d’un nouveau dispositif utilisant de larges cuves de volume 30 mL en raison 

de la formation de mousse à partir de l’albumine lors de l’oxygénation par bullage (95 % O2 et 

5 % CO2) du milieu réactionnel. Leurs résultats ont montré que l’albumine augmente l'activité 

biologique des RSNO par des réactions de transnitrosation.  

Malgré cet éloignement des conditions physiologiques, le modèle ex vivo que nous avons 

utilisé dans nos travaux représente à l’heure actuelle un modèle approprié pour : 

- l’investigation de l’effet vasorelaxant des RSNO  

- l’étude de l’implication des enzymes (via l’utilisation d’inhibiteurs) et d’autres médiateurs 

gazeux (H2S) sur l’effet vasorelaxant des RSNO 

- l’évaluation du rôle de l’endothélium dans l’effet vasorelaxant des RSNO 
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- l’évaluation des capacités des différents RSNO à libérer le •NO de manière prolongée. Des 

tests préliminaires ont été effectués pour évaluer cette libération prolongée mais une limite de 

la viabilité des anneaux (< 4 h) a été mise en évidence. Cette viabilité a été évaluée via les 

réponses contractiles à la phényléphrine.  

Sur ce modèle ex vivo, nous avons démontré que la GGT est impliquée dans la libération de 
•NO et dans les effets vasorelaxants induits par le GSNO (article 4). Ceci est en accord avec 

les résultats obtenus par l’équipe de Heikal et al., (2011). Par ailleurs, l’implication de la GGT 

a également été mise en évidence sur les effets hypotenseurs induits par une administration 

aiguë de GSNO chez le rat (Kashiba et al., 1999). 

Un des résultats importants obtenus au cours de notre travail est la mise en évidence, à notre 

connaissance pour la première fois, du rôle important de l’endothélium dans l’effet 

vasorelaxant immédiat GGT-dépendant induit par le GSNO. Nos résultats fonctionnels sont 

cohérents avec nos résultats histochimiques qui ont permis de localiser l’activité de la GGT au 

niveau de l’endothélium dans l’aorte de rat.  

Certains travaux décrits dans la littérature se sont intéressés au rôle de l’endothélium dans les 

effets vasorelaxants retardés du GSNO sur des vaisseaux isolés. L’équipe de Sarr et al. (2005) 

a montré que le GSNO exerçait, en absence d’endothélium, des effets vasorelaxants 

persistants, effets attribués à la capacité du GSNO de favoriser des réactions de nitrosation de 

thiols cellulaires de faible masse moléculaire comme la cystéine, constituant ainsi la formation 

d’une réserve de •NO pouvant être libéré de manière prolongée au niveau des cellules. 

Cependant, cet effet retardé ne semble exister qu’en absence d’endothélium. En effet, bien 

que la capacité du vaisseau à stocker le •NO soit préservée en présence d’endothélium, 

l’existence d’une production basale de •NO empêcherait la libération lente de •NO à partir de 

ces stocks et donc l’effet vasorelaxant. 

L’équipe de Megson et al. (1999) décrit également que l’absence d’endothélium est nécessaire 

pour révéler les effets vasorelaxants au long court d’autres RSNO, le SNAP et ses dérivés. 

Selon leur hypothèse, ces RSNO seraient retenus dans les zones riches en lipides des couches 

sous-endothéliales au niveau desquelles ils décomposeraient lentement pour libérer le •NO. 

Ces effets disparaîtraient en présence de l'endothélium, car celui-ci représenterait une barrière 

empêchant la rétention de ces RSNO dans les couches sous-jacentes. 

Cependant, la même équipe a montré que le GSNO induisait des effets vasorelaxants 

persistants sur des artères humaines isolées indépendamment de l’intégrité de l’endothélium 

(Sogo et al., 2000).  
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Le rôle de l’endothélium dans les effets retardés du GSNO n’est donc pas encore clairement 

établi et il semble dépendre du type de vaisseau étudié et du type de RSNO administré, mais il 

doit également être influencé par les enzymes participant au métabolisme des RSNO présentes 

dans les vaisseaux. L’étude de l’implication de la GGT dans les effets retardés du GSNO 

demeure ainsi une voie future de recherche. En outre, nous avons observé que la PDI participe 

également à la libération de •NO et aux effets vasorelaxants du GSNO. Nos résultats sont 

comparables à ceux de Heikal et al. (2011) qui est à notre connaissance, la seule étude à avoir 

montré le rôle de la PDI dans les effets vasorelaxants du GSNO au niveau vasculaire. 

Enfin, le rôle important de l’endothélium, et plus particulièrement de la GGT présente sur cet 

endothélium, revêt une importante capitale dans l’orientation future des travaux sur les 

pathologies vasculaires au cours desquelles l’endothélium est très souvent altéré. 

Quant à la BUC(NO)2, nos résultats montrent que la présence de deux mononitrosothiols 

au sein d’une même molécule : 

1- permet de libérer davantage de •NO au niveau vasculaire et améliore les propriétés 

vasorelaxantes par rapport aux mononitrosothiols GSNO, SNAP, NACNO, AlbSNO, et au 

dinitrosothiol SNOPC2. Par ailleurs, la valeur de CE50 de la BUC(NO)2 est égale à celle de 

GSNO en présence de l’activateur glycylglycine, condition proche des conditions 

physiologiques. 

2- modifie les propriétés pharmacologiques et les mécanismes enzymatiques impliqués dans 

le métabolisme des RSNO. En effet, la libération de •NO ainsi que l’effet vasorelaxant de la 

BUC(NO)2 sont supérieurs aux effets du mélange malgré le même nombre de groupements S-

NO dans les préparations. Par ailleurs, alors que les effets vasculaires de la BUC(NO)2 sont 

dépendants de la PDI, le SNAP, la NACNO et le mélange ne sont pas dépendants de celle-ci. 

De plus, la forte lipophilie de la BUC(NO)2 (cLog P = 1,08) par rapport à celle de la NACNO 

(cLog P = -0.46) et du SNAP (cLog P = 0,08) pourrait également expliquer les effets plus 

importants de la BUC(NO)2 en permettant de favoriser la pénétration membranaire et le 

transfert vers le compartiment intracellulaire. L’équipe de Megson et al. (1997) ont d’ailleurs 

mis en évidence une corrélation linéaire entre la lipophilie de différents dérivés du SNAP et 

leur effet vasorelaxant. L’évaluation de la lipophilie de la BUC(NO)2 vs. NACNO et SNAP 

reste à valider expérimentalement. Il serait possible de l’évaluer à l’aide de la technique de 

Langmuir. C’est une méthode pour construire des multicouches homogènes de molécules 

tensioactives à la surface de l’eau. Ces multicouches sont considérées comme des membranes 

biologiques permettant l’étude des caractéristiques hydrophiles, hydrophobes ou amphiphiles 

de la molécule (Ulman, 1991).  
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L’ensemble des données obtenues prouvent une implication de la GGT et de la PDI dans les 

effets vasorelaxants du GSNO et de la BUC(NO)2 mais ils n’excluent pas l’intervention 

d’autres enzymes ou transporteurs au niveau membranaire et intracellulaire (cf. partie 

bibliographique). L’évaluation de ces enzymes peut être envisagée dans de futures 

expériences en suivant la même stratégie que celle appliquée pour la GGT et la PDI décrite 

dans les articles 3 et 4. Elle consiste à évaluer la libération de •NO et l’effet vasorelaxant des 

RSNO en présence des inhibiteurs des enzymes comme : le 2-aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-

2-carboxylique pour la L-AT (Heikal et al., 2010), le 1-chloro-2,4-dinitrobenzène pour le 

système Trx/TrxR (Choi et al., 2011) et le N6338 pour la GSNOR (Chen et al., 2013). 

 

3. Perspectives : de la physiologie à la pathologie  

 

Dans des conditions physiologiques, les effets vasorelaxants immédiats des RSNO sont 

médiés par différentes enzymes, en particulier, la GGT, les rédoxines (PDI, Trx/TrxR) et la 

GSNOR. Le rôle de ces enzymes dans le mécanisme d’action des RSNO est d’autant plus 

important à connaître que leurs activités ou leurs expressions enzymatiques sont modulées 

dans certaines pathologies (tableau 9). 

En effet, de nombreuses études cliniques montrent que l’activité de la GGT plasmatique est 

augmentée dans différentes pathologies cardiovasculaires comme l’hypertension artérielle et 

l’athérosclérose (Franzini et al., 2009, Ermis et al., 2012). Cette augmentation d’activité a été 

corrélée à une augmentation dans la plaque d’athérome (Franzini et al., 2009).  

Quelques études expérimentales ont montré que l’activité de la PDI est également augmentée 

dans des conditions pathologiques. En effet, dans des conditions de stress oxydant généré au 

cours d’un traitement par l’angiotensine II de cellules musculaires lisses vasculaires en 

culture, l’activité et l’expression de la PDI sont augmentées de 5 et 2 fois, respectivement, 

(Janiszewski et al., 2005). Des résultats similaires ont également été observés sur des aortes 

isolées de rat préalablement traité par de l’angiotensine II pendant 14 j, traitement reconnu 

comme inducteur d’un dysfonctionnement endothélial associé au stress oxydant (Mehta et 

Griendling, 2007, Laurindo et al., 2008). Cette activation de la PDI est associée à la 

production d’ERO consécutive à l’activation de NADPH oxydase, un complexe enzymatique 

membranaire produisant l’O2
-•. Le stress oxydant agirait sur la protéine PDI via des 

modifications de sa conformation et une translocation de la protéine de la lumière du 

réticulum endoplasmique vers la membrane cytoplasmique  a été observée (Madrigal-Matute 

et al., 2012). 
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Tableau  9 : Modulation de l’activité / expression des enzymes GGT et rédoxines en 

pathologie vasculaire. 

 

 

 

Quant au système Trx/TrxR, dans un modèle de dysfonction endothéliale induite par 

perfusion d’angiotensine II pendant 14 j chez le rat (Choi et al., 2011), son activité est 

diminuée de 1,5 fois. Cette diminution d’activité a été reliée à une augmentation du taux des 

protéines nitrosées. En outre, l’expression du système Trx/TrxR n’est pas modifiée. Ces 

résultats suggèrent que ce système constitue un mécanisme d’intérêt dans les maladies 

vasculaires comme l’hypertension. Par ailleurs, dans le cas de l’athérosclérose, l’expression 

Conditions pathologiques Modulation de l’activité / expression enzymatique   Référence 

 

Athérosclérose  

 

Augmentation de l’activité de la GGT plasmatique et des 

plaques d’athérome 

(plasma et plaquettes humains) 

Franzini et al., 2009  

  

Augmentation de l’expression du système Trx/TrxR  

(sections d’artère coronaire humaine)  

 

Okuda et al., 2001  

 

Hypertension artérielle 

 

 

Augmentation de 1,6 fois de l’activité de la GGT plasmatique  

(plasma humain) 

 Ermis et al., 2012  

 

Stress oxydant induit par 

traitement à l’angiotensine II 

 

 

Augmentation de  5 et de  2 fois  de  l’activité et de l’expression 

de la PDI membranaire, respectivement 

(cellules musculaires lisses d'aorte de lapin)  

Janiszewski et al., 2005  

Dysfonction endothéliale induite 

par perfusion d’angiotensine II  

 

Diminution de 1,5 fois de l’activité du système Trx/TrxR 

Pas de différence d’expression du système Trx/TrxR 

(homogénats d’aorte de souris) 

Choi et al., 2011 

Hypertension artérielle 

pulmonaire hypoxique 

 

 

Augmentation de 1,8 et de 1,4 fois de  l’activité et de 

l’expression de la GSNOR, respectivement 

(homogénats des vaisseaux pulmonaires de souris)  

 

Wu et al., 2010  



 

 168 
 

du système Trx/TrxR est augmentée. Cette surexpression a été corrélée à une augmentation 

des ERO produites (Maulik et Das, 2008). Récemment, l’équipe de Madrigal-Matute et al. 

(2012) a montré que dans le cas d’un stress oxydant, l’activité du système Trx/TrxR est 

augmentée et une translocation de la Trx du cytoplasme ou du noyau vers la membrane 

cytoplasmique est observée. Cette translocation est régulée et facilitée par (i) la protéine 

TXNIP (thioredoxin interacting protein binding), et (ii) les exosomes qui sont des 

microparticules libérées par les cellules lors de l'apoptose. Ces vésicules ont été impliquées 

dans la thrombose, le diabète, l'inflammation, l'athérosclérose, et la prolifération des cellules 

vasculaires (Madrigal-Matute et al., 2012) (figure 18). 

Enfin, dans un modèle d’hypertension artérielle pulmonaire hypoxique chez les souris, 

l’activité et l’expression de la GSNOR sont augmentées de 1,8 et 1,4 fois, respectivement,  et 

elles ont été associées à une diminution de libération d’ions NO2
- et NO3

- (Wu et al., 2010).  

 

 

 

Figure 18 : Emplacement cellulaire de la thiorédoxine dans des conditions de non stress 

(gauche) et de stress (droite). Thiorédoxine (Trx), thioredoxin interacting protein binding 

(TXNIP). D’après Madrigal-Matute et al. (2012). 

 

Compte tenu : 

- du rôle de la GGT et de la PDI dans les effets vasculaires des RSNO, 

- du rôle de l’endothélium dans les effets vasorelaxants GGT-dépendants du GSNO,  
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- des altérations fonctionnelles de l’endothélium, de l’existence d’un stress oxydant et d’une 

inflammation au cours des pathologies vasculaires, 

- des modifications des activités plasmatiques et éventuellement tissulaires de ces enzymes au 

cours de ces mêmes pathologies, il nous paraît maintenant intéressant que notre travail de 

thèse soit poursuivi par la mesure de l’activité de ces enzymes et leur impact sur les effets 

vasculaires des RSNO dans une situation pathologique.  

Dans ce contexte, une étude a été initiée au laboratoire sur des rats SHR, modèle 

d’hypertension expérimentale caractérisée par l’existence d’une dysfonction endothéliale et 

d’un stress oxydant (Ulker et al., 2003, Félétou et Vanhoutte, 2009). Notre hypothèse est que 

l’existence d’une dysfonction endothéliale chez les rats SHR implique une diminution de 

l’activité tissulaire de la GGT et que l’effet vasorelaxant du GSNO soit limité. 

Dans ce contexte, nous avons évalué l’effet vasorelaxant du GSNO et l’implication de la GGT 

chez des rats SHR selon les mêmes protocoles que ceux décrits dans l’article 4. Nos résultats 

préliminaires montrent que (figure 19) : 

- une faible dysfonction endothéliale existe chez les rats SHR âgés de 20 semaines. La 

dysfonction endothéliale a été évaluée par l’étude de la vasorelaxation induite par le carbachol 

chez les rats SHR et WKY. En effet, la valeur de CE50 du carbachol chez les rats SHR  

(CE50 = 3,4 ± 0,2.10−7 M)  est augmentée de 2-3 fois par rapport à celle chez les rats WKY 

(CE50 = 1,3 ± 0,3.10−7 M) (n = 6 - 12). 

- le GSNO est plus efficace chez les rats SHR (CE50 = 2,4 ± 1,2.10−8 M) que chez les rats 

WKY (CE50 =  1,23 ± 0,05.10−7 M) (n = 6 - 12) 

- l’effet vasorelaxant du GSNO est dépendant de la GGT aussi bien chez les rats SHR que 

chez les rats WKY.  

Chez les rats WKY, la valeur de la CE50 du GSNO en présence de glycylglycine est diminuée 

de 3 fois (CE50 =  4,0 ± 2,6.10−8 M) et elle est augmentée de 8 fois en présence de SBC 

(CE50 = 1,0 ± 0,1.10−6 M) (n = 6 - 12). De même, la valeur de CE50 du GSNO chez les rats 

SHR est diminuée de 2 fois en présence de glycylglycine (CE50 = 9,9 ± 7,7.10−8 M) et elle est 

augmentée de 6 fois en présence de SBC (CE50 =  1,1 ± 0,7.10−7 M) (n = 6 - 12). 

- l’activité de la GGT au niveau aortique déterminée par le substrat chromogène  

L--glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide selon le même protocole décrit dans l’article 3, n’est 

pas  significativement modifiée chez les rats WKY (22,5 ± 2,3 µmol/min/mg de protéines) par 

rapport aux rats SHR (17,6 ± 1,3 µmol/min/mg de protéines) (n = 6 - 12). 
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5

6

7

8

9

SBC - + +

GSNO + - +

Glycylglycine + - -

pD
2

PD2 WKY SHR

GSNO + glycylglycine 7,47 ± 0,30 8,19 ± 0,49

GSNO 6,96 ± 0,25 7,82 ± 0,53

GSNO + SBC 5,97 ± 0,06 7,20 ± 0,58

 

 

Figure 19 : Impact de la GGT dans les effets vasorelaxants du GSNO chez les rats 

spontanément hypertendus (SHR, ■) et les rats Wistar-Kyoto (WKY, □). Les effets des 

modulateurs de la GGT dans les deux groupes de rat ont été analysés par une ANOVA 2 

facteurs (variables = modulateurs GGT et hypertension) (p hypertension < 0,0001,  

p modulateurs GGT < 0,001 et p interaction > 0,05) (n = 6 - 12). 

 

Ces résultats soulèvent de nouvelles questions : quel phénomène pourrait-il expliquer 

les effets supérieurs du GSNO chez les rats SHR ? Nos résultats préliminaires montrant que 

ces différences d’effets obtenus chez les rats normotendus et hypertendus ne sont pas dûes à 

une implication différente de la GGT, est-ce que d’autres activités ou expressions 

enzymatiques telles que celle de la PDI sont modifiées et pourraient expliquer les variations 

dans les effets du GSNO ? Enfin, qu’en est-il des liens entre activités enzymatiques et effets 

des RSNO dans des conditions pathologiques plus sévères en termes de dysfonction 

endothéliale et d’inflammation ? 

La réponse à ces questions conduira à une meilleure connaissance des mécanismes d’action 

des RSNO et du rôle physiopathologique des enzymes de dénitrosation au cours des 

pathologies vasculaires comme l’hypertension artérielle et permettra d’optimiser le choix de la 

meilleure molécule à utiliser dans un objectif thérapeutique. 
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Evaluations physico-chimique, biochimique et pharmacologique de S-nitrosothiols : rôle des enzymes 
membranaires dans la libération de l’oxyde nitrique 

L’objectif de notre travail a consisté en l’étude des mécanismes enzymatiques impliqués dans la libération de 
l’oxyde nitrique (•NO) à partir des S-nitrosothiols (RSNO) et dans leurs effets vasorelaxants. Notre intérêt 
porte sur deux enzymes membranaires : la -glutamyltransférase (GGT) et la protéine disulfure isomérase 
(PDI) car elles jouent un rôle prépondérant dans la dénitrosation des RSNO et dans le passage du •NO vers le 
compartiment cytosolique. Nous avons choisi d’étudier la dénitrosation de deux RSNO : le S-nitrosoglutathion 
(GSNO), un mononitrosothiol endogène de faible masse moléculaire et la S,S’-dinitrosobucillamine 
(BUC(NO)2), un dinitrosothiol non décrit dans la littérature.  
Nous avons synthétisé ces deux RSNO et nous avons vérifié la nature du produit obtenu par une caractérisation 
physico-chimique complète (UV-visible, 1H RMN, IR, CLHP-SM, analyse thermique). Ces différentes 
analyses ont montré que les produits, GSNO et BUC(NO)2, issus de nos synthèses présentent une pureté élevée 
(> 97 %) avec un niveau faible d’impuretés permettant leur utilisation dans des expérimentations biologiques. 
Les effets vasorelaxants des RSNO ainsi que l’implication de la GGT et de la PDI, ont été évalués. Tout 
d’abord, nos résultats montrent que la GGT et la PDI purifiées sont capables de dénitroser in vitro le GSNO 
avec une production simultanée de •NO. Le modèle  ex vivo d’anneau aortique isolé de rat Wistar mâle nous a 
permis de démontrer que l’effet vasorelaxant de GSNO (CE50 = 3,2 ± 0,5.10−7 M) est dépendant de 
l’endothélium et de l’activité de la GGT et de la PDI. Concernant la BUC(NO)2, ce dinitrosothiol est catabolisé 
in vitro par la PDI, est un vasorelaxant plus puissant que la plupart des mononitrosothiols décrits dans la 
littérature (CE50 = 2,2 ± 0,2.10-8 M) et met en jeu l’activité de la PDI vasculaire.  
En conclusion, nos travaux ont conduit à une meilleure compréhension des mécanismes enzymatiques 
impliqués dans les effets vasculaires des RSNO, ce qui permettra, dans un contexte pathologique, d’optimiser 
le choix de la meilleure RSNO à utiliser dans une finalité thérapeutique. 
 
Mots clés : S-nitrosothiols, caractérisation physico-chimique, -glutamyltransférase, protéine disulfure 
isomérase, anneau d’aorte isolé, vasorelaxation. 
 

Physico-chemical, biochemical and pharmacological evaluations of S-nitrosothiols: role of membrane 
enzymes in the release of nitric oxide 

The aim of our work was to evaluate the enzymatic pathways involved in the release of nitric oxide (•NO) and 
in the vasorelaxant effect of S-nitrosothiols (RSNO). We were interested in two membrane enzymes: the -
glutamyltransferase (GGT) and the protein disulfide isomerase (PDI), because they play an important role in 
RSNO denitrosation and in •NO transport into the cytosolic compartment. Two RSNO were studied: S-
nitrosoglutathione (GSNO), an endogenous mononitrosothiol, and S,S'-dinitrosobucillamine (BUC(NO)2), a 
dinitrosothiol not yet described in the literature. 
We synthesized RSNO and we structurally characterized these products by using UV-visible, 1H NMR, IR 
spectroscopy, HPLC-MS, and thermal analysis. The resulting data are consistent with the expected structure. 
Our products, GSNO and BUC(NO)2, have a high purity (> 97 %) and a limited amount of impurities allowing 
their suitable use in biological experiments. The vasorelaxant effects of RSNO and the involvement of GGT 
and PDI were evaluated. The results indicate that purified GGT and PDI denitrosate GSNO in vitro with 
simultaneous •NO production. Furthermore, we demonstrated by using an ex vivo model consisting in an aortic 
ring isolated from male Wistar rat that the vasorelaxant effect of GSNO (EC50 = 3,2 ± 0,5.10−7 M) was 
dependent on the endothelium and GGT and PDI activities. As concerns BUC(NO)2, this dinitrosothiol 
catabolized in vitro by PDI, is more potent (EC50 = 2,2 ± 0,2.10-8 M) than the most of mononitrosothiols 
described in the literature. This vasorelaxation effect was dependent on PDI activity.  
In conclusion, our data led to a better understanding of the enzymatic mechanisms involved in the vascular 
effects of RSNO, which will permit, in physiopathological context, to optimize the choice of the best RSNO 
for use in a therapeutic purpose. 

Key words: S-nitrosothiols, physico-chemical characterization, -glutamyltransferase, protein disulfide 
isomerase, isolated aortic ring, vasorelaxation. 
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