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SOMMAIRE

Les kinines [bradykinine (BK), kallidine (KD, Lys-BK) et leurs métabolites actifs (desArg’BK et
desArg'’KD)] sont des peptides qui agissent via Pactivation de deux récepteurs liés aux protéines
G, dénommés B, et B,. Alors que le récepteur B, est ubiquitaire et joue le r6le principal de 'action
des kinines, le récepteur B, est le plus souvent induit et surexprimé durant les états pathologiques.
En périphére, les kinines sont impliquées dans Yhoméostasie cardiovasculaire, la contraction et la
relaxation des muscles lisses, I'inflammation et la nociception. Elles jouent aussi un role
proéminent dans les maladies telles 'asthme, les allergies, I'arthrite rhumatoide, mais contribuent
également aux effets bénéfiques des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angiotensine
(IEC) dans Phypertension artérielle et le diabéte.

Dans le systéme nerveux central, les kinines sont des neuromédiateurs impliqués dans le controle
autonomique des fonctions cardiovasculaites. L’administration intrathécale (it ou intra cérébro-
ventriculaire (i.c.v) de la BK induit une augmentation de la pression artérielle, laquelle est
exagérée (hypersensibilité) chez le rat spontanément hypertendu (SHR). Bien que l'injection i.t. de
la desArg’BK reste sans effet chez le rat normal (témoin) et SHR, des réponses hyperalgésiques et
cardiovasculaires sont observées chez le rat rendu diabétique avec la streptozotocine (STZ). De
plus, lutilisation d’antagonistes B, ou B, a récemment mis en évidence les potentiels
thérapeutiques des récepteurs des kinines dans le traitement des maladies cérébrovasculaires et
neurologiques. Toutefois, leur dualité d’action périphérique et centrale souléve des questions
importantes, notamment dans le mécanisme d’action des IEC.

Cette thése a donc pour but d’examiner la distribution des récepteurs B, and B, des kinines dans
le cetrveau et la moelle épiniére du rat normal ou souffrant d’hypertension, du diabete ou de
Pépilepsie du lobe temporal. Pour ce faire, nos études feront appel 2 la radioliaison sur coupes
histologiques conjuguée a Pautoradiographie quantitative (autoradiographie quantitative) et 2

Phybridation 7# sita.



i
Les résultats montrent que Phypersensibilité de la réponse pressive a la BK chez le rat SHR est

liée 2 une surexpression des récepteurs B, dans la moelle épiniere et dans les centres
cardiovasculaires dans le cerveau. Cette sutexpression des récepteurs B, n’est pas secondaire a
Ihypertension artérielle, mais pourrait refléter un caractére génétique. Les effets de la desArg()BK
chez le rat diabétdque-STZ sont liés 2 une surexpression des récepteurs B, dans la moelle épiniere.
Chez le rat épileptique, alors que la moelle épiniére ne montre aucune particularité par rapport au
rat témoin, on note une surexpression du récepteur B, accompagnée d’une diminution prononcée
des récepteurs B, dans plusieurs noyaux centraux associés au cortex cérébral et a ’hippocampe ou
la reliche accrue du glutamate (un puissant neurotransmetteur excitateur) a été rapportée en
présence de I'agoniste B, LysdesArg’BK.

Les résultats de cette thése ont également mis en évidence la grande plasticité des récepteurs B, et
B, des kinines en fonction de I'dge, de P’état pathologique et du traitement chronique avec des
IEC. La plasticité induite par Pige soutient I'expression du récepteur B, dans les conditions
normales, suggérant que le B, ne joue pas un r6le dans le vieillissement.

Différente de la périphérie, la modulation centrale des récepteurs B, et B, par les IEC infirme
implication directe des kinines centrales dans le maintien de Phypertension artérielle chez le rat
SHR. Ainsi, bien que le t6le du récepteur B, dans le systéme nerveux central demeure une
question ouverte, les résultats obtenus chez les rats diabétique et épileptique suggerent
Pimplication de ce récepteur en physiopathologie. Ces modéles expérimentaux permettent donc
d’étudier le récepteur B, central en vue d’identifier de nouvelles pistes thérapeutiques pour le

traitement des maladies neurologiques et cardiovasculaires.
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SUMMARY

Kinins [bradykinin (BK), kallidin (KD, Lys-BK) and their active metabolites (desArg’BK and
desArg’KD)] are peptides acting via the activation of two G-protein coupled receptors denoted
as B, and B,. While B, receptor is ubiquitous, mediating most effects of kinins, B, receptor is
induced and up regulated during pathological states. In the periphery, kinins are implicated in
cardiovascular homeostasis, contraction and relaxation of smooth muscles, inflimmation and
nociception. They also play a predominant role in diseases such as asthma, allergies and
rheumatoid arthritis, in addition to contributing to the beneficial effects of angiotensin
converting enzyme inhibitors (ACEI) in arterial hypertension and diabetes mellitus.

In the central nervous system, kinins are mediators of neuronal pathways involved in the
autonomic control of cardiovascular functions. Intrathecal (i.t.) or intra cerebro-ventricular (i.c.v.)
administration of BK induces pressor effects that are found to be exaggerated (hypersensitivity)
in spontaneously hypertensive rats (SHR). While it. administration of desArg’BK remains
without effect in normal (control) and SHR rats, cardiovascular and nociceptive responses were
observed in streptozotocin (STZ)-diabetic rats. Moreover, the recent use of B, or B, receptor
antagonists evidenced therapeutic potential for kinin receptors in the treatment of

cerebrovascular and neurological diseases.

However, the duality of their central and peripheral actions raises important questions,
particularly in the mechanism of action of ACEL

This thesis aims at examining the normal and pathological distribution of kinin B, and B,
receptors in the brain and spinal cord of control rats or rats affected by arterial hypertension,
diabetes and temporal lobe epilepsy. The experimental approach includes radiolabeling on

histological sample conjugated to quantitative autoradiography (i# #tro autoradiography) and iz

situ hybridization.
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Results show that the hypersensitivity of the pressor response to BK in SHR is related to an over
exptession of B, receptors in the spinal cord and cardiovascular centers of the brain. This over
expression of B, receptor is not secondary to arterial hypertension, but may reflect a genetic
feature. However, the effects of desArg’BK in STZ diabetic rats are related to an over expression
of B, receptors in the spinal cord. In epileptic rats, while the spinal cord shows no particularity
compared to control rats, an up regulation of B, receptors, accompanied by a pronounced down
tegulation of B, receptors occur in various nuclei associated with the cerebral cortex and
hippocampus where an acute release of glutamate (a potent excitatory neurotransmitter) has been
reported in the presence of the B, agonist, LysdesArg’BK.

Results of the thesis also evidenced plasticity of kinin B, and B, receptors in relation with the age,
pathological state and treatment with ACEi. The plasticity induced by ageing suggests a role for
B, receptors in normal conditions, while B, receptors are unlikely involved in ageing. Different
from the petiphery, the modulation of B, and B, receptors by ACFEi in the central nervous system
does not support a role for central kinins in the sustenance of arterial hypertension in SHR rat.
Whereas the role of B, receptor in the CNS remains an open question, results in diabetic and
epileptic rats suggest its involvement in physiopathology. Thus diabetic and epileptic kindling rats
represent experimental models which allow studying the role of central B, receptor with the goal

to identify new therapeutic targets for the treatment of neurological and cardiovascular diseases.
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1.0. Généralités

Les kinines, incluant la bradykinine (BK), la kallidine (KD; Lys-BK) et la T-kinine (ILe-Ser-
BK) sont les membres d’un systéme biologique complexe, le systéme kallicréine-kinines. Elles
sont formées a partir de leurs précurseuts kininogenes par les enzymes kallicréines, puis elles
sont partiellement dégradées en métabolites actifs (desArg’-BK, desArg'>-KD et desArg"-T-
kinine) par la kininase I et en métabolites inactifs par la kininase II. Leurs effets biologiques
sont produits par l'intermédiaire des récepteurs B, et B, qui appartiennent 2 la grande famille
des récepteurs a sept domaines trans-membranaires couplés aux protéines G. Le récepteur B,
est un récepteur constitutif, exprimé de maniére ubiquitaire et spécifiquement activé par la BK,
la KD et la T-Kinine. Le récepteur B, est faiblement exprimé dans les conditions
physiologiques normales. Il est induit par ses agonistes (desArg’-BK, desArg-KD et
desArg''T-Kinine), les cytokines et par les agents pro-inflammatoires.

En périphérie, les kinines sont des peptides vasoactifs, libérés localement et impliqués 2 titre
d’autacoides dans I'inflammation, Pimmunité, la perméabilité vasculaire, la vasodilatation, la
contraction des muscles lisses et la douleur. Elles sont également impliquées dans une variété
de pathologies telles le diabéte, 'asthme, Darthrite et les maladies cardiovasculaires.

Toutefois, des études effectuées sur des souris invalidées pour le géne des récepteurs B, ou B,
ou pour le gene des enzymes de synthése ou de dégradation des kinines ont permis de mettre
en évidence des roles bénéfiques pour les kinines et leurs récepteurs sur le systéme
cardiovasculaire. Entre autres, les récepteurs des kinines participent aux mécanismes d’action
des inhibiteurs de 'enzyme de conversion de 'angiotensine-I (IEC), des médicaments de choix
dans le traitement des maladies cardiovasculaires et du diabéte.

Dans le systtme netveux central, les données pharmacologiques et neuroanatomiques
suggerent que les kinines sont des neuromédiateurs extra-synaptiques impliqués dans les

circuits associés a la nociception et au contrdle autonomique des fonctions cardiovasculaires.
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Alots que Padministration systémique de la BK produit une hypotension, son administration
centrale (moelle épiniere thoracique, tronc cérébral et ventricules cérébraux) entraine une
augmentation de la pression artérielle via Pactivation du systéme nerveux sympathique. De
plus, des données récentes suggérent un potentiel thérapeutique pour les antagonistes des
récepteurs des kinines dans les maladies neurologiques et les traumatismes criniens.
Malgré Ia dualité fonctionnelle des kinines sur le systéme cardiovasculaire ainsi que leur
implication possible dans les maladies neurologiques, il existe trés peu d’études sur la régulation
des récepteurs centraux des kinines en physiopathologie cardiovasculaire et neurologique.
Ainsi, Pobjectif de cette thése est de combler ces lacunes dans un modéle de diabéte et
d’hypertension artérielle (deux maladies aux incidences cardiovasculaires) et un modéle
d’épilepsie du lobe temporal (maladie neurologique).
Nous étudierons la distribution et la densité des récepteurs B, et B, des kinines dans la moelle
épinicre et le cerveau de rats diabétiques, hypertendus et épileptiques. D’abord, nous
examinerons la distribution et les densités normales de ces récepteurs chez les rats sains, puis
nous évaluerons les altérations induites par ces pathologies. Chez les rats spontanément
hypertendus, les récepteurs seront étudiés 4 différents stades du développement de la maladie
et sous traitement avec des IEC (lisinopril et zophenopril) ou avec un antagoniste des
récepteurs AT1 de P'angiotensine IT (losartan). Chez les rats diabétiques, I'étude des récepteurs
B, sera couplée a celle de son ARNm.
Les récepteurs B, et B, ainsi que PARNm du récepteur B, seront localisés avec des sondes
radioactives sur des coupes histologiques de 20 pm en utilisant respectivement

Pautoradiographie quantitative et ’hybridation 7 sin.
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11 Les kinines: quelques moments forts de Phistoite

La recherche sur les kinines a débuté au début du XX* siécle aprés qu’une hypotension fut
observée chez 'homme et le lapin 2 la suite de Pinjection intraveineuse d’une fraction d’urine
humaine (Abelous et Bardier, 1909). Cependant, les concepts modernes de Paction des kinines
et de leur métabolisme ont réellement pris forme en 1926, lorsque, voulant découvrir le
responsable de I'anurie chez les patients opérés, Frey confirma Phypotension produite par
Purine humaine chez le chien (Frey, 1926). Pour la premiére fois, les effets observés étaient
attribués 4 P'action d’un agent bioactif urinaire, non dialysable, thermolabile et de haut poids
moléculaire (Frey et Kraut, 1928). Subséquemment, la présence de cette «substance
hypotensive» qui affectait les vaisseaux sanguins fut démontrée dans le sang, le pancréas, les
glandes salivaires et prit le nom de Kreislaufhormon (hormone circulante) (Frey et Kraut, 1928),
ensuite de kaliikreas (pancréas en Grec) en référence aux grandes concentrations retrouvées
dans le pancréas (Kraut et al, 1930). Dix ans plus tard, Eugen Werle découvrait que la
kallicréine (tissulaire) était finalement un enzyme protéolytique qui libérait un polypeptide de
haute activité biologique (la kallidine, KD), 4 partir des protéines plasmatiques kallidinogénes
ou kininogenes (Wetle et al., 1937), lequel était dégradé par des peptidases (Wetle et Grunz,
1939). En 1949, léquipe du Brésilien Rocha e Silva observa que lincubation du sang de
mammifére avec de la trypsine ou du venin de serpent Bothrops jararaca entrainait la libération
d’une nouvelle substance relaxante dans le plasma, capable de provoquer des hypotensions et
une contraction lente de I'léum de cobaye. Cette substance vasoactive était alors qualifiée de
peptide et prit le nom de bradykinine (BK) du Grec radys (lent) et kinesia (mouvement) (Rocha
e Silva et al,, 1949). Plus tard, la BK fut isolée (Andrade et Rocha e Silva, 1956), grossierement
purifiée (Elliot et al., 1959), puis sa séquence exacte en acides aminés fut établie (Boissonnas et
al, 1960). Subséquemment, les kininogénes furent découvertes (Habermann 1963) et la

kininase II fut associée a Penzyme de conversion de l'angiotensine-I (Yang et al., 1970). Les
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années 70 marquérent un tournant déterminant dans la recherche des effets physiologiques de
la BK et de ses analogues. C’est ainsi quen 1980, Regoli et Barabé décrirent pour la premiére
fois dans une revue, les effets de la BK, de la desArg’-BK et de plusieurs analogues de synthése
sur une variété de préparations pharmacologiques (bio-essais). Cette contribution a permis de
proposer Pexistence de deux types de récepteurs pour les kinines: le récepteur B,, activé par la
desArg’-BK et bloqué par la [Leu®]-desArg’BK et le récepteur B,, activé par la BK (Regoli et
Barabé, 1980). Un peu plus tard, les premiers antagonistes du récepteur B, virent le jour
(Vavrek et Stewat, 1985). Enfin, le géne du récepteur B, chez le rat (Hess et al., 1994) et celui
du récepteur B, chez ’humain (Menke et al., 1994) furent clonés.

Depuis lors, les recherches sur les kinines se sont intensifiées, soulignant au passage la
complexité du systéme kallicréine-kinines.
Ainsi, de simples autacoides qu’elles étaient, les kinines possedent désormais un statut de

neuromédiateur central (Couture et Lindsey, 2000).
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2.0.  Le systéme kallicréine-kinines
Le systeme peptidergique kallicréine-kinines est complexe. Il englobe les kinines et leurs

métabolites actifs, les récepteurs B, et B,, les précurseurs (kininogenes), les enzymes de

synthese (kallicréines) et de dégradation (kininases) (figure 1).
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Figure 1: Systéeme Kallicréine-kinines
Les kinines sont générées par clivage protéolytique des kininogénes par les enzgymes kallicréines. Elles agissent

sur le réceptenr B, et sont rapidement dégradées par les kininases I et II, respectivement en desArg kinines,

agonistes du réceptenr B, et en métabolites inactifs. Adapté de Coutnre et Lindsey, 2000.
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2.1.  Les kininogénes

Les kininogenes sont les substrats sur lesquels les enzymes kallicréines agissent pour libérer les
kinines. Les kininogenes sont constitués de six domaines différents: Le premier domaine sert a
1a liaison du calcium; les domaines 2 et 3 servent a inhibition des protéases a cystéines comme
la cathepsine; le domaine 5 sert a lier les surfaces cellulaires comme endothélium; le domaine
4 contient la séquence structurelle de la BK et le domaine 6 sert 2 lier le facteur XI (Weisel et
al., 1994). Chez 'humain, les kinines sont formées 4 partit de deux types de kininogénes
hépatiques. Un de haut (HMW, 88 4 120 kDa) et I'autre de faible (LMW, 50 4 68kDa) poids
moléculaire. Chez le rat, il existe un autre kininogéne, le T-kininogéne (68 kDa) qui se présente
sous deux isoformes protéiques, T-I et T-II kininogénes, avec 96% d’homologie (Okamoto et
Grennbaum 1983). Les deux T-kininogénes proviennent de la duplication du géne T (figure 1),
alors que les kininogénes LMW et HMW proviennent de 'épissage alternatif du géne K, un
gene de 27 Kb de long (11 exons), retrouvé sur le chromosome 3926 (Kitamura et al., 1985).
Le kininogene HMW est obtenu par la traduction des dix premiers exons alors que le
kininogene LMW nécessite la traduction des neufs premiers exons. La séquence de la BK
commence respectivement aux dixiéme et onziéme exons (Miiller Estetl et al., 1986). Les deux
génes T et K sont issus d’un géne ancestral commun (Nakanishi, 1987; Cole et Schreiber,
1992). Apres la libération de la BK, le fragment du kininogéne résiduel (kininogéne HMW-
BK) n’est pas dépourvu d’activité biologique. Entre autres, il participe 2 Pinhibition des
protéases a cystéines, a 'anti-angiogéneése et a Pinhibition de la croissance cellulaire (Gafford et
al., 1983; Hu et Fan, 1993; Colman et al., 2000). Parallélement, la kallicréine, la BK et les deux
types de kininogénes possedent des propriétés proangiogéniques (Emanueli et al, 2001;
Colman et al., 2003).
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2.2.  Les kallicréines

Les kallicréines ou kininogénases sont des enzymes protéolytiques (protéases i sérines) qui
clivent les kininogenes pour libérer les kinines. En marge de ce rdle, les kallicréines et d’autres
protéases a sérine, peuvent directement stimuler le récepteur B, (Hecquet et al., 2000). De
méme, en dehors des kallicréines, il existe plusieurs enzymes i activité kininogénase. Mais de
toutes, seules les élastases des neutrophiles et la tryptase des mastocytes produisent la BK dans
des conditions inflammatoires (Kozik et al., 1998). Toutefois, on ne dénote i I’heure actuelle

que deux types de kallicréines: les kallicréines tissulaire et plasmatique.

2.2.1. La kallicréine tissulaire

La famille des génes encodant pour la kallicréine tissulaire compte un total de 13 différentes
kallicréines (famille multigénique). Mais 4 date, une seule d’entre elles est considérée comme
veritable: la "irue-kallicréing” ou vraie-kallicréine (v-kallicréine). Le géne de la v-kallicréine est
localisé sur le chromosome 19, en position 19q13.3-13.4 (Evans et al., 1988). Méme si des
variantes du géne ont été décrites, le géne de la v-kallicréine dispose d’un seul transcrit (Evans
et al,, 1988; Rae et al,, 1999). Cela suggére la possibilité de génes non fonctionnels et justifie
Pabsence protéique des autres variantes du géne. La v-kallicréine est sécrétée sous forme de
zymogene (Deperthes et al, 1997) d’une préproenzyme et maturée en proenzyme par un
processus protéolytique qui consiste au retrait du dix-septiéme acide aminé (acide aminé
signal). L’activation de la proenzyme se fait par le clivage subséquent de P'acide aminé 7 (acide
aminé d’activation). Le clivage de la proenzyme peut aussi se faire par auto-activation ou par
d’autres protéases, voire d’autres membres de la famille des kallicréines (Yousef et al., 2001). La
v-kallicréine est fortement exprimée dans les glandes salivaires, le colon et le pancréas, mais en
faible quantité dans les vaisseaux sanguins, le cceur, les glandes sudoripares, lintestin, le

systéme nerveux central, les neutrophiles, Putérus, la prostate, les testicules, le sein et le
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placenta (Bhoola et al., 1992; Nolly et al., 1993; Wu et al., 1993; Clements, 1997; Harvey et al.,
2000; Meneton et al., 2001). Il existe cependant une autre enzyme, la kallicréine B, qui dispose
aussi d’'une puissante activité kininogénase, mais qui n’a aucun lien génétique avec la v-
kallicréine. Bien que le kininogéne LMW soit le substrat principal de la v-kallicréine
(Hilgenfeldt et al., 1998), cette derniére peut aussi produire des kinines (principalement la KD)
a partir du kininogéne HMW (Colman et al., 1997). De plus, en dehors des kininogenes, la v-
kallicréine dispose d’autres substrats, tel le facteur nerveux § (Bothwell et al., 1979) et peut
avoir une activité enzymatique sur d’autres protéines incluant la pro-insuline, les lipoprotéines
de faible densité, le précurseur du peptide natriurétique de type A, la prorénine, le peptide
intestinal vasoactif, la pro-collagénase et I'angiotensinogéne.

Chez 'humain, la kallicréine tissulaire se présente sous la forme de trois enzymes reliées (hk1 2
hk3). L’enzyme hk1, considérée comme étant la kallicréine classique, est trés efficace dans la
production des kinines. L’enzyme hk2 est le puissant intermédiaire entre les enzymes hk1 et
hk3. L’enzyme hk3, considérée inactive, est aussi appelée antigeéne spécifique de la prostate
(Deperthes et al., 1997). Néanmoins, sur la base des valeurs de la constante d’affinité (Km), la
formation des kinines reste 'activité ptimaire de la v-kallicréine in vizo (Bhoola et al,, 1992).
C’est d’autant plus vrai que dans la plupart des tissus incluant les reins, le colon, les glandes
salivaires et le pancréas de la souris invalidée pour le géne de la v-kallicréine (Knock out ou
KO du gene de la v-kallicréine), on a observé une réduction de 30 a 500 fois la concentration
en BK, comparativement 4 la souris de type sauvage (Meneton et al., 2001). Le processus de la
libération de la KD débute par Pactivation de la v-kallicréine par des enzymes protéolytiques 4
la suite d'une lésion tissulaire, un trauma ou en présence d’endotoxines. Puis la v-kallicréine

activée agit sur le kininogéne LMW et libére la KD (figure 2a).



P |

10

. [ Enzymes Pré-Kallicréine
B 4 rotéolytiques
e [ p
|- Sy
<~ Trauma —
Dommage 8 v-Kallicréine
Endotoxine

ﬁ,,,»/"\f\"h <:Iﬂﬂ

Figure 2a: Genese des kinines dans les tissus.

Kininogéne
LMW

Dans le tissu, les kinines sont libérées du kininogéne LMW suite a une activation des kallicréines, elles-mémes

activées par les engymes protéolytigues a la sutte d’un trauma tissulaire. Tiré de Gabra et al., 2003.

2.2.2. La kallicréine plasmatique

Le gene de la kallicréine plasmatique (p-kallicréine) est localisé sur le chromosome 4, en
position 4q34-35 (Beaubien et al, 1991; Goold et al, 1993). Le messager ribonucléique
(ARNm) encode pour une protéine a deux chaines: une chaine lourde de 371 acides aminés et
une chaine légere de 248 acides aminés (Chung et al., 1986; McMullen et al., 1991). Bien que
I'expression du gene de la p-kallicréine semble plus élevée dans le foie, sa présence a également
été montrée dans d’autres tissus incluant le pancréas, le rein et dans différents types cellulaires
(Hermann et al., 1999; Neth et al., 2001). Les niveaux de p-kallicréine sont souvent régulés a la
baisse dans les pathologies hépatiques, ce qui supporte fort bien le foile comme étant 'organe
producteur le plus important de la p-kallicréine (Fisher et al., 1982). I vivo, Pactivation de la p-
kallicréine suit une cascade d’événements particuliers. Le kininogéne HMW se lie a
Pendothélium, puis un site multi-protéique de la pré-p-kallicréine s’attache au-dessus. La liaison
de la pré-p-kallicréine au kininogéne HMW entraine Pactivation simultanée de la pré-p-
kallicréine en p-kallicréine et le clivage de la BK a partir du kininogene HMW. Cette réaction
est suivie de la séparation de la p-kallicréine (nouvellement formée) du kininogene HMW
(Motta et al., 1998). In vitr, la pré-p-kallicréine peut s’auto-activer (Burger et al., 1986). Bien

que le kininogéne HMW soit le principal substrat de la p-kallicréine (Margolius, 1995), cette
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derniere peut aussi générer la BK a partir du kininogene LMW. De méme, en dehors des
kininogenes, la p-kallicréine dispose d’autres substrats, incluant la pro-urokinase et le facteur
XII (facteur de Hageman). C’est ainsi que la p-kallicréine est le cofacteur de coagulation
impliqué dans la réaction d’activation réciproque avec le facteur de Hageman dans le systeme
de contact (figure 2b). La réaction dite de contact est due a la fixation des facteurs XII et XI,
de la p-kallicréine et du kininogene sur une surface électronégative comme le sous-endothélium
vasculaire ou les plaquettes sanguines (Mandle et al., 1976; Thompson et al., 1977). In vitr,
cette réaction est observée quand le sang est en contact avec du vetre, du kaolin ou des
polymeres. D’autres faits expérimentaux montrent qu'en présence des p-kallicréines, les
kininogénes (HMW) adsorbent les molécules des protéines extracellulaires des py-ogénes
streptococcus pour libérer la BK; ce qui étend le systeme de contact aux infections bactériennes

(Ben Nasr et al., 1997).
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Figure 2b: le systeme de contact.

Dans le plasma, la formation de la BK est amorcée par lactivation du factenr de Hageman (factenr XII de la
coagulation) aprés un dommage tissulaire, d la présence d'endotoxine ou lorsque le sang renire en contact avec
une surface électronégative telles les composantes de la matrice cellulaire (le collagéne, les protéoglycanes et
U’béparine) ou les particules négatives comme l'urate, les phospholipides acides, le sulfate de cholestérol, le sulfate
de chondroitine, la carragénine et les lipopolysaccharides.Une fois activé, le facteur de Hageman active, a son

tour, la kallicréine qui agira sur le kininogéne HMW pour libérer la BK. Adapté de Gabra et al., 2003.
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2.3. Les kinines

Tableau 1: Structure primaire des kinines chez les mammiferes.

Nombre d’acides aminés 1 2 3 4 5 6 7 8 9
BK Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
Kallidine Lys- Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
T-Kinine Ile-Ser- Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
des-Arg?-kinines ....Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-OH

La structure des kinines s'apparente a celle de la BK. Le retrait de ['arginine en C-terminal génére les desArg -
kinines. (Adapté de Couture et Lindsey, 2000)

Chez les mammiféres, les kinines les plus connues sont la BK, la KD (Lys-BK) et leurs

métabolites actifs (desArg)-BK et desArg!0-KD) (Hall, 1992).

On compte aussi la T-kinine, retrouvée uniquement chez le rat (Okamoto et Greenbaum,
1983) et dont la production est assutée par une enzyme de synthése encore inconnue. La
structure des kinines s’apparente beaucoup a celle de la BK et compte 9 a 11 acides aminés
(tableau 1). Leurs métabolites actifs sont obtenus a partir de la dégradation partielle des kinines
par la kininase I. Les kinines sont d’importants médiateurs impliqués dans une variété d’effets
biologiques telles ’homéostasie cardiovasculaire, I'inflammation et la nociception (Marceau et
al., 1998; Couture et al., 2001). Elles font partie des premiers autacoides libérés dans les tissus
lésés. Le tout se faisant soit tot dans la cascade de coagulation (au niveau plasmatique), soit par
les protéases produites au sein de la lésion tissulaire (Bhoola et al., 1992). Dans le systeme
nerveux central, les kinines jouent un role de médiateurs extra-synaptiques importants dans le

contrble autonomique de la pression artérielle et la nociception (Couture et Lindsey, 2000).
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2.4. Les kininases
Les kininases sont les enzymes de dégradation des kinines. Elles sont trés efficaces (demi-vie
de 30 sec pour la BK) (Décarie et al., 1996) et elles sont présentes dans le sang, les tissus et les

liquides biologiques. On compte deux grands groupes de kininases: Les aminopeptidases et les

carboxypeptidases (figure 3a & b).

2.4.1. Les aminopeptidases

Les aminopeptidases n’inactivent pas les kinines et leurs métabolites actifs. Ils agissent sur la T-
kinine, la KD et leurs métabolites actifs desArg''T-kinine et desArngD 2 Pextrémité N-
terminale pour les transformer respectivement en BK et desArg’BK (Wolfrum et al., 1999).

Il existe deux types d’aminopeptidases: aminopeptidase M (KD et desArg'’KD) et

Paminopeptidase P (T-kinine et desArg''T-kinine) chez le rat (Chen et al., 1991) (figure 3a).

2.4.2. Les catboxypeptidases

Les catboxypeptidases sont les kininases les plus importantes du systéme kallicréine-kinines.
Elles clivent les kinines a I'extrémité C-terminale et peuvent étre également divisées en sous-
groupes sur la base de leurs activités enzymatiques: les kininases I, la kininase II ou enzyme de

conversion de Pangiotensine-I (EC) et I'enképhalinase (encéphaline) ou endopeptidase neutre

(NEP).

2.4.2.1. Les kininases I
Les kininases I ont été découvertes dans les années 60. Elles englobent les carboxypeptidases
M (dans les membranes cellulaires) et N (dans le plasma). Les kininases I clivent

spécifiquement le lien entre I'arginine en C-terminal (position 9) et la phénylalanine en position
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8 des kinines pour former des métabolites actifs, capables d’activités biologiques, incluant la

desArg’-BK, la desArg"-KD et la desArg''-T-kinine (voir figure 3 et tableau 1).

2.4.2.2. LaNEP et PEC

Le dernier groupe des carboxypeptidases comprend la NEP et 'EC. L’EC est une
glycoprotéine métallo-protéase a Zinc (Zn®"), disposant d’une seule chaine polypeptidique (Das
et Soffer, 1976). Elle est responsable de la dégradation des deux tiers de la BK dans le sérum
(Decarie et al, 1996). La NEP et 'EC produisent le dipeptide Phe®Arg’ en position C-
terminale et le métabolite inactif BK-(1-7) en coupant les kinines en position 7 entre la proline
et la phénylalanine. En plus de ce site commun, la NEP clive également la BK (1-7) en position
4 entre la glycine et la phénylalanine pour générer le peptide inactif BK (1-4) alors que 'EC
produit le peptide inactif BK (1-5) en clivant les kinines entre la phénylalanine en position 5 et

la sérine en position 6 telle une tripeptidase (Exdos, 1990 a et b) (figure 3a).

BK

Kallidine (KD) Lys{---Arg—Pro—Pro—Gly er—Pro—Phe—Arg-OH

A

T-Kinine lle---Ser+--Arg--- . .
EC Kininase |

Figure 3a: Sites d’action des kininases
Pendant que les aminopeptidases (couleur violacée) convertissent d'antres kinines en BK, la NEP et I'EC
(coulenr blene) transforment complétement les kinines en métabolites inactifs. La kininase I (coulenr verte)

transforme les kinines en agonistes du réceplenr B,.
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2.4.2.2.1. Interaction des systémes rénine-angiotensine et kallicréine-kinines

@)

Les systemes rénine-angiotensine et kallicréine-kinines interagissent a plusieurs niveaux (figure

3b).

Systéme Kallicréine- Systéme Rénine-
Kinines Angiotensine

HMW-PK

<+— Kallicréine ———

Prorénine

PRCPl

{ Angiotensinogéne ]
HMW-BK'

Rénine ———

1-9 (Ang 1-10)

/ NEP ‘ EC

Kininase | «— EC (kininase ") — [ Angiotensine 1-9 ]

{ Bradykinine] [ Angiotensine | }

Bradykinine | | —"  NEP EC2 v
-8 PR&‘[ Angiotensine 1-7 ]
| Bradykinine |EC _
- 1-4 |
—_ ’

Bradykinine
l B4 W[ B, ] 1-5

Bradykinine [ Angiotensine Il

Extracellulaire

J ¥ g g

Vasoconstriction

Vasodilatation Vasodilatation

NO, PGI2

Figure 3b: Systemes kallicréine-kinines et rénine-angiotensine.

La kallicréine, l'engyme de conversion et la communication intracellulaire permettent des interactions entre les

0O

denx systemes (Palkbhiwala et al., 2001; Tschipe et al., 2002; Howl et Payne, 2003). Les IEC et les
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bloquenrs AT1 assument la vasodilatation principalement par le truchement des réceptenrs B,, AT2 et d'un
réceptenr a 1Ang 1-7 encore inconnun. PRCP: engyme lysosomiale pro-X carboxypeptidase assurant
Vactivation de la pré-kallicréine plasmatique a partir du complexe kininogine HMW-PK-Cellule endothéliale
entrainant la libération de la kallicréine, une engyme a plusienrs substrats qui hydrolyse le kininggéne HMW
ou le kininogéne LMW (avec une faible affinité) pour libérer la BK et transformer la prorénine inactive en

rénine (Hummerich et al., 1979; Morris et Catangaro, 1981; Kim et al, 1991). Graphique adapté de
Schmaier, 2003.

La rénine est une protéase aspartyle essentielle pour la transformation de 'angiotensinogéne en
angiotensine I, un composé complétement inactif. Son activation en angiotensine II est assurée
par PEC ou kininase II qui parallelement dégrade la BK (Etdés et Yang, 1967; Yang et Erdos,
1967; Yang et al, 1968, 1970; 1971). L’EC est responsable de 40 2 100% de lactivité des
kininases dans le plasma sanguin et les tissus (Blais et al., 1997), suggérant que les effets
bénéfiques des inhibiteurs de 'EC (IEC) sont tributaires de la potentialisation des effets des
kinines (Dendotfer et al., 2000; Tom et al., 2003).

Récemment, un autre type d’EC a été découvert, c’est I'enzyme de conversion 2 (EC2),
principalement retrouvée dans le cceur, les reins et les testicules (Donoghue et al., 2000; Tipnis
et al., 2000; Bernstein, 2002; Crackower et al., 2002; Acharya et al., 2003). Chez 'humain, le
gene qui encode pour PEC2 est largement exprimé dans le cceur, les reins, le colon, le petit
intestin et les testicules ou il existe une homologie de 60% entre les deux ECs.

Au niveau protéique, PEC2 comprend 805 acides aminés avec un domaine trans-membranaire
et une séquence consensus liant le zinc (acides aminés en position 374-378). Son domaine
catalytique dispose d’une homologie identique de 40-42% avec le premier site de 'EC classique
(Donoghue et al, 2000). Alors que 'EC classique posséde deux sites actifs spécifiques et

distincts, PEC2 est une métalloprotéase avec un seul site actif (Tipnis et al, 2000). C’est
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probablement la raison pour laquelle les IEC conventionnels sont sans effet sur les substrats de
PEC2 (Tikellis et al., 2003). Par contre, 'EC2 agit en clivant le tésidu en position C terminale
des peptides dont certains sont des substrats de P'EC. Entre autres, PEC2 agit sur
Pangiotensine I et la transforme en Ang I (1-9) (Turner et al,, 2002) qui sera convertie par la
suite en Ang (1-7) par 'EC (Donoghue et al., 2000). Notons au passage que I'Ang (1-7) est le
peptide prédominant libéré par 'action de ’EC2 sur 'angiotensine II (Brosnihan, 1998; Turner
et al., 2002). L’Ang (1-7) stimule la reliche des prostaglandines et du NO. 1l potentialise les
effets de la BK en augmentant sa reliche (Deddish et al., 1998; Gorelik et al., 1998) et s’oppose
a la vasoconstriction induite par I'angiotensine II. Il produit également d’autres effets dont
Panti-apoptose et la prolifération cellulaire (Ferrario et Lyer, 1998; Tallant et al., 1999; Ueda et
al.,, 2000) en activant un récepteur non identifié et le récepteur AT2 (Shmaier, 2003), suggérant
un réle essentiel dans la régulation des fonctions cardiovasculaires (Crackower et al., 2002;
Oudit et al.,, 2003). I’EC2 agit également sur la neurotensine et la kinetensine qui sont aussi ses
substrats (Turner et al., 2002). Il ne dégrade pas la BK alors qu’il dégrade la desArg’BK ou
BK(1-8) en BK (1-7). L’implication physiopathologique de cette action de P'EC2 sur la

desArg’BK reste inconnue (Shmaier, 2003).

2.5. Les récepteurs des kinines

Sur la base de critéres pharmacologiques, plusieurs types de récepteurs ont été proposés pour
les kinines (Liona et al., 1987 ; Rifo et al., 1987; Regoli et al., 1993). Toutefois, seulement les
récepteurs B, et B, ont été clonés (leur topologie est présentée sur la figure 4). Chez Phumain,
malgré une homologie de prés de 36% entre les deux récepteurs, Ianalyse structurale révéle
que les messagers ribonucléiques (ARNm) des deux récepteurs sont encodés dans des génes
distincts (Powell et al., 1993; Webb et al., 1994) existant en une seule copie sur le chromosome

14 (figure 5), en position q32 (Ma et al., 1994; Kammerer et al.,, 1995), entre les marqueurs
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D14S265 et D145267 (Bachvarov et al., 1996, Chai et al., 1996 ; Yang et Polgar, 1996). Les
C ADN complémentaires (ADNc) des deux récepteurs codent pour deux peptides de méme

masse moléculaire (41kDa) composés de 353 (B,) et de 364 acides aminés (B,) (Menke et al.,

1994).

N-terminale
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Figure 4: Les récepteurs B, et B, des kinines.

Les différences notables concernent surtout l'exctrémité C-terminale et les boucles intracellulaires (IC) 2 et 3.

O

Adapté de Raidoo et Bhoola, 1998 et de Prado et al., 1998
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181C/T
-699G/C
4
- . -
-20kb 32kb  3.1kb 12kb 6.4kb 0.8kb 1.1kb
Récepteur By---—---—-----—-—-- o Récepteur By----—-------——-

Région codante; I Région non codante; D Exon; Intron

I Polymorphisme; pb ins/del : Paites de base insertion/délétion (I/D) +9/-9

Figure 5: Organisation du gene des récepteurs B, et B, sur le chromosome 14q32. Pour le
réceptenr B,, le bloc transerit est lexon 3 (en jaune) alors que les excons 1 et 2 (en blen) représentent l'extrémité
5" de la région non transcrite. Quant an réceptenr B, lexon 1 et une portion de l'exon 2 (en blen) représentent
la région 5’ non transcrite. Les exons 2 et 3 codent pour le réceptenr (en jaune). On pent également remarguer
les nombreux: polymorphismes (en double fléches) présentés sur le géne du réceptenr B,. Adapté de Prado et al.,

2002.

2.5.1. Le récepteur B,

La caractérisation pharmacologique du récepteur B, a été effectuée dans les années 70 (Regoli
et al,, 1977). Le récepteur B, a été cloné chez le lapin ou il a été découvert ainsi que chez
I’humain, la souris, le rat et le chien avec une homologie de pres de 68-89% (Menke et al.,
1994; MacNeil et al., 1995; Pesquero et al., 1996; Hess et al., 2001). Selon les especes, l'affinité
du récepteur B, n’est pas la méme pour ses deux principaux ligands endogenes
(desArg'’kallidine et desArg’BK). En effet, alors que le récepteur B, humain montre une haute
affinité pour la desArg'’kallidine, il présente une affinité 2000 fois inférieure pour la

desArg9BK (Menke et al., 1994). Chez le lapin, le récepteur B, a une affinité 150 fois plus faible
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pour la desArg’BK que pour la desArg'kallidine. Par contre, le récepteur B, de la soutis, dont
'homologie est de prés de 73% avec celui du lapin, dispose d’une affinité trois fois plus élevée
pour la desArg’BK. Chez la gente canine, affinité du récepteur B, est similaite pour les deux
ligands, alors que son homologie est de 81% avec le récepteur B, humain (Prado et al., 2002).

Ainsi, selon Pespéce, le récepteur B, peut préférer 'un ou 'autre de ses agonistes endogénes ou

les deux (Hess et al., 1996; Regoli et al., 1998).

2.5.1.1. Régulation du récepteur B,

A Pexception de certaines especes comme la souris (Nsa Allogho et al., 1998), le chien (Lortie
et al,, 1992; Su et al, 2000) ou le chat (DeWitt et al.,, 1994) qui expriment le récepteur B, de
maniere constitutive, son expression est trés faible dans les tissus sains (Bhoola et al., 1992). Le
récepteur B, peut étre induit par ses agonistes endogénes, desArg’BK et desArg'’KD
(Schanstra et al, 1998; Campos et al, 1999), et par les cytokines dans les conditions
inflammatoires (Galizzi et al., 1994 ; Marin-Castaiio et al., 1998).

En effet, le géne du récepteur B, est intimement lié 3 des éléments régulateurs négatifs en
amont des -682 et -604 paires de bases du site d’initiation transcriptionnel (figure 6) et dispose
des sites de liaison pour la famille d’activateurs de proteine-1 (AP-1), la sous-famille d’éléments
de transcription 3 (PEA3), la protéine 1 de spécificité (SP1), le facteur 12 inductible de la PMA
(Pif-l2), le facteur transcriptase liant ’Octamer (Oct-1), les éléments de réponse i 'acide mono-
phosphate cyclique (CREB), le facteur de transcription nucléaire kappa B (NFxB), 'élément de
réponse 2 PAMP cyclique et méme pour la boite CAAT (Ni et al, 1998a et b, Yang et al,
1998 ; Angers et al., 2000).

De méme, les régions s’étendant de -2582 4 +34 contiennent les éléments de régulation des
lipopolysaccharides (LPS), de Pintetleukine 1 béta (IL-1B), du facteur nécrosant de tumeur

alpha (TNF-o), du NFxB et des éléments de réponse 2 TAMPc (Ni et al, 1998 a et b).
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Toutefois, de tous ces éléments, le facteur AP-1 semble le plus crucial pour induire
complétement Pactivation du récepteur B, (Yang et al., 1998) via un intermédiaire clé, le géne
C-Jun (Yang et al., 2001).
En effet, les sites de liaison pour la famille AP-1 sont logés 4 I'intérieur de Pamplificateur de la
région promotrice du récepteur B, ou ils sont essentiels pour I'activation de la transcription du
récepteur B, (Yang et al., 1998). De méme, la transcription de la famille des facteurs AP-1 est
importante dans Pexpression de plusieurs génes inductibles, comme la cyclooxygénase-2
(COX-2) ou la synthase du monoxyde d’azote inductible (Benbow et Brinckerhoff, 1997;
Marks-Konczalik et al., 1998; Guan et al., 1998; 1999).
De plus, les membres de la famille AP-1 interagissent avec d’autres facteurs de transcription,
dont le NFxB (Zhu et al,, 2003) et activent les voies mitogéniques avec les protéines MAP
Kinase (MAPK) ERK, JNK et P 38 kinase (Wisdom, 1999). Cependant, Pactivation des
MAPK et de la Protéine kinase C (PKC) peut également entrainer 'activation du facteur NFxB
(Levesque et al., 1995; Schanstra et al., 1998 ; Campos et al,, 1999 ; Christopher et al., 2001) et
la production des cytokines (IL-1, -6, -8 et TNF-u), des facteurs de croissance de I'épiderme
(EGF) et du collagene, qui a leur tour entrainent ’augmentation du récepteur B,, la fibrose et la
croissance tissulaire (Tiffany et Burch, 1989; Levesque et al, 1995 ; Phagoo et al., 1999 ;
Ricupero et al., 2000 ; Parenti et al., 2001).
Aussi, étant donné que d’une part, la mutagenése du facteur NFxB est suffisante pour abolir la
majorité des effets obtenus 2 la suite de I'action des LPS, IL-1B, et TNF-o (Ni et al., 1998 a et
b) et que d’autre part, la surexpression du gene du récepteur B, est a la fois régulée au niveau
de la transcription et de la stabilisation post-transcriptionnelle de PARNm (Zhou et al., 1998,
1999, 2000), le NFxB semble étre le médiateur commun des stimuli qui augmentent la

transcription du récepteur B, (Saboutrin et al., 2002; Sardi et al., 2002).
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Le récepteur B, ne se désensibilise pas par internalisaion comme c’est généralement le cas
pour la majorité des récepteurs liés aux protéines G (Faussner et al., 1998, 1999). Cette
caractéristique permet au récepteur B, de jouer un role potentiel dans les maladies chroniques
et d’étre la molécule clé de la signalisation des kinines lors de certains états pathologiques
(Marceau et al., 1998 ; Naicker et al., 1999), tel le processus inflammatoire au cours duquel le
récepteur B, sert au recrutement des leucocytes, a I'initiation de la réponse inflammatoire
(Pesquero et al., 2000 ; Vianna et al.,, 2003) et a la douleur (Couture et al., 2001).
La stimulation du récepteur B, induit une vasodilatation (Audet et al., 1997, Su et al., 2000). Ce
phénomeéne semble se produire aussi bien sur le récepteur B, constitutif dans les vaisseaux du
chien (Nakhostine et al., 1993) que sur celui qui est induit par 'inflammation causée par le LPS

chez le lapin (Audet et al., 1997).
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Figure 6 : Promoteur du gene du récepteur B,.

Repriésentation schématique du promotenr du réceptenr B, chez, Ubumain. Les cercles de conlenr représentent les
éléments cis. Pour permettre l'intégration des signanx extracellulaires, les différents facteurs transcriptionnels
interagissent entre eux et modulent lenrs activités transcriptionnelles réciprogues de maniére synergique ou

contradictoire (Vlaeminck-Guillem et al., 2003). Adapté de Prado et al., 2002.
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2.5.1.2. Mécanismes de signalisation intracellulaire du récepteur B,
Les analyses en immunoprécipitation montrent que le récepteur B, est couplé aux protéines
Gaqll et Gai (1,2) (Austin et al,, 1997). La liaison de la desArg’BK ou de desArg"’KD au
récepteur B, entraine P'activation des protéines Gq et i, et Pactivation de systémes de seconds
messagers différents selon le type cellulaire.
Parmi les systémes de seconds messagers associés au récepteur B,, on note I'activation des
phospholipases C (PLC) et A, (PLA,) ainsi que P'adenylate cyclase menant 2 la formation de
adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’ AMPc diffuse trés rapidement dans la cellule
pour activer la protéine kinase A qui phosphoryle les canaux potassiques. La PLC entraine
Paugmentation de Iinositol triphosphate (IP,) et du diacyl glycérol (DAG). L’IP3 augmente les
niveaux intracellulaires de Ca®" et active Penzyme NOS qui favorise la reliche du NO, un
puissant vasodilatateur capable également d’augmenter la concentration de la GMPc dans le
muscle lisse (Drummond et Cocks, 1995; Belichard et al., 1996; Agata et al., 2000; Prat et al.,
2000; Su et al,, 2000). Le DAG active la protéine kinase C (PKC) (Austin et al., 1997; Agata et
al., 2000; Prat et al., 2000; Bascand et al.,2003).
Il a été montré que la liaison du récepteur B, par son agoniste pouvait également aboutir 4 la
stimulation de la PL.A, qui cause la reliche de I'acide arachidonique (AA), lequel est transformé
en prostaglandines (PGE,) par les cyclooxygénases (Levesque et al., 1995; Meini et al., 1998;
Mclean et al., 1999). Notons que la phosphorylation de P42 MAPK et P44 MAPK wvia la PKC,
Stc kinase et MEK, fournit les possibilités d’effets mitogéniques de la desArg’BK (Christopher
et al,, 2001). L’induction de la cascade des MAPK (Latrivée et al., 1998; Campos et al.,, 1999),
des cytokines (Phagoo et al., 2001), des tyrosine kinases et des éléments de réponse au facteur
de croissance ou de transcription favorise la surexpression du récepteur B, par son agoniste; un

effet impliqué dans la prolifération cellulaire (Patel et Schrey, 1992; Graness et al., 2000;

Stewart et al., 2002; Taub et al., 2003).
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2.5.2. Le récepteur B,

Le récepteur B, a été initialement caractérisé dans des études pharmacologiques sur Putérus du
rat, la veine jugulaire et I'aorte du lapin (Barabé et al,, 1975; 1979; Regoli et al., 1977).

La prédiction en acides aminés établit une homologie de 81% entre le géne humain et celui du
rat. Les études moléculaires ainsi que le clonage du récepteur B, ont été entrepris 4 partir du
muscle lisse du rat (McEachern et al,, 1991) et des fibroblastes de poumons humains (Hess et
al, 1992). La structure du géne du récepteur B, est organisée en trois exons, deux introns et
code pour un unique transcrit de 41kb (figure 5). La région codant pour la protéine mature est
localisée dans le troisiéme exon (Ma et al., 1994). Le géne du récepteur B, contient plusieurs
régions polymorphes tant dans la région promotrice que dans les exons. Cette disposition
suggere lexpression de plusieurs ARNm différents, surtout qu’il existe dans ces régions
polymorphes des mutations de bases intéressantes. C’est le cas des mutations aux niveaux des
bases —58 (T/C) et 412 (C/G) (Braun et al., 1996) dans la région promotrice que 'on sait étre
impliquée dans Phypertension artérielle chez les Chinois, les Japonais et les Afro-américains
(Gainer et al., 2000 ; Mukae et al., 1999).

Un autre point de mutation a aussi été déctit dans 'exon 2 au niveau +181 (C/T) (Braun et al.,
1996; Houle et al., 2000). Le polymorphe le plus important est I'insertion/délétion (I/D) de 9
paires de bases (+9/-9) a +21 —29 dans Pexon 1. Cette délétion est associée i Pexpression
d’une panoplie ’ARNm par I'allele supprimé (Lung et al., 1997). Elle matrque le lien entre le
gene de la kininase II (EC) et le systéme des kinines. En effet, dans le polymorphe I/D, Palléle
D est adjoint a 'augmentation de I'activité de FEC (Murphey et al., 2000) en plus d’étre associé
a la reliche stimulée du NO endothélial chez le jeune adulte (Butler et al., 1999).

Au niveau protéique, la structure du récepteur B, humain (figure 4) présente, comme la

majorité des récepteurs couplés aux protéines G, sept domaines trans-membranaires, trois
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boucles intracellulaires et une extrémité C-terminale. L’extrémité N-terminale contient un
motif YXXL et la boucle intracellulaire 2 (IC2) contient un motif étendu.

Des études sur la permutation des extrémités C-terminales des récepteurs B, et B, démontrent
que Pextrémité C-terminale du récepteur B, contient des séquences qui sont absentes dans le
técepteur B, et qui seraient impliquées dans Pinternalisation et Pendocytose du récepteur B,
(Faussner et al., 1998).

Les études en spectroscopie de masse montrent que les motifs Y322 et Y131 du récepteur B,
(figures 4 et 7), critiques pour la transduction du récepteur (Prado et al, 1997), sont
phosphorylés chez le rat (Soskic et al., 1999). La thréonine (T) en position 137 a aussi un
potentiel de phosphorylation important pour linternalisation du récepteur (Prado et al., 1998).
Le remplacement de n’importe lequel des trois tésidus sérine (S) en position 335, 341 ou 350
de I'extrémité C-terminale par une alanine (A) et le remplacement de la T en position 347 par
une valine (V) résultent en un défaut d’internalisation du récepteur.

L’analyse approfondie montre que la présence de la S348 favorise I'internalisation alors que la
S341 I'empéche (Prado et al,, 2001). Chez Ihumain, toute modification en aval des positions
Y320 et L334 ou la délétion a Pintérieur du segment couvrant les positions 335-351 ou encore
la substitution des $339, 346, 348 ou des T342, T345 (S341, 348, 350, T344 et 347 chez le rat)
pat I’A diminue le potentiel d’internalisation du récepteur (Pizard et al., 1999).

Une incapacité de phosphorylation du récepteur a été notée aprés son activation parla BK
quand le potentiel d’internalisation est diminué ou altéré, suggérant que la phosphorylation est

impliquée dans l'internalisation du récepteur (Pizard et al., 1999).
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Figure 7: Topologie du Récepteur B,.

A ganche, le réceptenr B, humain vu par la face intracellulaire. La proximité du motsf Y131 de la deuciéme
boucle intracellulaire (IC2) et le motif Y322 de lextrémité C-terminale (noté C-terminus, en blen pourpre)
Javorisent Vinternalisation du réceptenr. A droite, le réceptenr B, vu au niveau des acides aminés. 1/ faut cette
fois-ci noter la proximité de T137 dans IC2 (en vert clair) avec la grappe S/ T a lintérienr de Vextrémité C-
terminale (en jaune), toujours important pour linternalisation du réceptenr. S341 et T137 sont dans le méme
Pplan alors que 348 projette en debors. Les rigions transmembranaires sont représentées en vert foncé alors que

les acides aminés sont en points gris et rouge. 17ré de Prado et al., 2002.

2.5.2.1. Régulation du récepteur B,

Les facteurs nucléaires impliqués dans la régulation de Pexpression du geéne du récepteur B,
sont inconnus. Une étude sur le géne de rat avait déja révélé I’absence de la boite TATA et la
ptésence de certains domaines pour de potentiels facteurs de transcription, comme I’élément
de réponse a PAMPc, ’AP-1, le NFxB, le SP-1 et 'Egr-1 (Pesquero et al., 1994).

Récemment, I'étude de la région promotrice du géne du rat a permis d’identifier un site de

liaison pour le géne suppresseur de tumeur p53 (Saifudeen et al., 2000). Son réle biologique
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dans Paugmentation du récepteur B, reste toutefois encore inconnu. Néanmoins, il a été
montré que 'induction et I'augmentation respectives des récepteurs B, et B, par le TNF-a et
IL-1f sont les phénomenes qui se déroulent via des mécanismes post-transcriptionnels
impliquant la p38 des MAPK et/ou la PKA (Sawutz et al,, 1992 ; Haddad et al., 2000). Aussi,
étant donné que la stimulation du récepteur B, n’affecte pas les concentrations circulantes de
BK, il semble ne pas exister de boucles momentanées de rétrocontrole entre les kinines et le
récepteur B, (Campbell et al., 1999a-c).

A cet effet, il a été montré que les taux de kinines endogenes n’exercent aucune régulation de
rétrocontrole négatif, tant sur le récepteur B, que sur son expression (Marceau et al., 1999;
Tschope et al., 1999a & b).

Par contre, il a été aussi montré que la stimulation du récepteur B, par son agoniste réduit son
affinité a4 'égard du ligand, requérant par ce moyen, de plus fortes concentrations de ligand
pour le stimuler (Dendorfer et al., 2000). L’internalisation du récepteur B, est de courte durée
et est complétement réversible apres 30 minutes (Windischhofer et Leis, 1997). Ainsi, aprés sa
liaison par la BK, le récepteur B, est désensibilisé par internalisation et en majorité recyclé par
endocytose (Bachvarov et al, 2001; Marceau et al, 2001; Lamb et al, 2001). La
désensibilisation du récepteur B, peut étre aussi induite par 'antagoniste Hoe 140 ou par
Paugmentation intracellulaire des ions Na” alors que la diminution de Na' intracellulaire
augmente 'activation du récepteur B, en absence d’agoniste (Quitterer et al., 1996; Pizard et al,,
1998; Abdalla et al., 1999; Houle et al., 2000). Dans les modéles de souris génétiquement
déficientes en Gai, expression du récepteur B, est augmentée, suggérant un tétrocontrole
entre le récepteur B, et les protéines G produisant ses effets biologiques (Mattera et al., 1998).
Ce rétrocontrole intracellulaire pourrait dépendre de la libération du NO qui exerce un
rétrocontrole négatif par Pinhibition sélective des isoformes Gi et Gq des protéines G via un

mécanisme GMPc dépendant (Miyamoto et al., 1997).



SN

28
2.5.2.2. Mécanismes de signalisation intracellulaire du récepteur B,
La stimulation du récepteur B, par la BK déclenche plusieurs mécanismes de signalisation
intracellulaire (figure 8) via I'activation des protéines Ga,, et Gao, (Gutowski et al., 1991; Liao et
Homcy, 1993; Busse et Fleming, 1996). Parmi les seconds messagers activés, on note les
phospholipases C (PLC), D (PLD) et A, (PLA,) (Revtyak et al,, 1990; Farmer et Bursh, 1992;
Minshall et al., 1995; Banno et al, 1999). L’activation de la PLC entraine Paugmentation
intracellulaire de I'inositol triphosphate (IP,) et du diacylglycérol (DAG) (Francel et al., 1987).
L’activation de la PLA, conduit a I'activation de I'IP, et 4 la reliche de I'acide arachidonique
(AA) qui a son tour, assure la formation des prostaglandines (PGE,) et de la prostacycline
(PGL) (Burch et Axelrod, 1987; Gallagher et al.,, 1998; Saunders et al., 1999; Yamasaki et al.,
2000). L’activation concertée des deux phospholipases (PLC et PLA,) cause une augmentation
bi-phasique du Ca*" intracellulaire qui, avec le DAG stimule la PKC (Blaukat et al., 1996). La
PLD est activée a travers la PKCa et PKC8 et possiblement par une tyrosine kinase non
encore identifiée (Vasta et al., 1998; Lee et al., 2000; Levine et al., 2000; Meacci et al., 2000).
L’activation de la PLD entraine I'augmentation de I'acide phosphatidique (PA) et du DAG,
lesquels augmentent les niveaux de Ca*" intracellulaire (Angel et al,, 1994 ; Walter et al., 2000).
Ainsi, toutes les phospholipases en aval de la cascade de signalisation du récepteur B,
augmentent les niveaux de Ca** et/ou la synthese des prostaglandines dans les cellules cibles.
C’est par le Ca®" que la stimulation du récepteur B, active la NOS pour produire du NO.
Dans les tissus endothéliaux, la NOS (eNOS) est co-localisée avec les protéines Gi et Gq, les
kinases janus/signaux transducteurs et activateurs de transcription (JAK/STAT) des voies des
tyrosine kinases (TyK,, STAT)) et de la voie des MAP kinases (MAPK) (Belhassen et al., 1997)
et de la PLD (Meacci et al.,, 2000). Dans ces tissus, le récepteur B, peut étre phosphorylé de
maniere transitoire au niveau des résidus tyrosines en réponse 2 la stimulation par la BK. Cet

événement, catalysé par les MAPK (Zhang et al., 1995; Wen et al., 1995; 1997; Amiri et al,,
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1999; Liang et al, 1999), se passe pendant que la eNOS se dissocie temporairement du
técepteur B, en favorisant Paugmentation transitoire de la production du NO (Marrero et al,,
1999). Ces données supportent la régulation de eNOS dans les cellules endothéliales par des
interactions inhibitrices et réversibles avec les récepteurs couplés aux protéines G et suggérent
surtout que ces interactions peuvent moduler la phosphorylation du récepteur B, et entrainer
des conséquences métaboliques.
En effet, la phosphorylation des résidus tyrosine et/ou de sérine/thréonine du récepteur B,
favorise sa dimérisation et la formation des complexes avec les TyK2 ou les facteurs de
transcription dépendant de la tyrosine kinase connus sous le nom de STAT (signal transducer
and activators of transcription). L’isoforme STAT3 qui est stimulé dans la cellule endothéliale
par phosphorylation de ses résidus sétine par les MAPK forme 4 son tour des homo- et/ ou
hétéro-diméres qui subissent une translocation subséquente du cytosol au noyau cellulaire
apres 30 a 60 minutes (Marrero et al., 1999; Ju et al., 2000; Oh et Schnitzer, 2001) (voir figure
8). Il existe un mécanisme de rétrocontrole négatif suivant 'activité de la NOS qui implique Ia
phosphorylation de tyrosines de la MAPK et latténuation de l'augmentation du Ca*
intracellulaire qui inhibe la cascade de signalisation du récepteur B, et la production de NO. En
dehors du NO, la vasodilatation induite par le récepteur B, peut aussi provenir de deux autres
agents vasodilatateurs. La prostacycline et le facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothélium
(EDHF) dont Pidentité reste encore mal connue. Il représente la catégotie de composés qui
provoquent I’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses induisant ainsi la dilatation du
vaisseau (Campbell et al, 1999a). Dans la vasodilatation induite par le récepteur B,, la
contribution de PEDHF est de 10 a 50% selon les vaisseaux et Pespéce (Zhang et al., 2001;
Brandes et al., 2000; Kamei et al., 2000).
Chez la souris génétiquement déficiente pour le géne de la NOS (Brandes et al., 2000), 'TEDHF

est capable de remplacer le NO dans ses effets vasodilatateurs induits par le récepteur B,.
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Ausst, TEDHF produit toujouts ses effets vasodilatateurs durant Pinhibition de la NOS et de la
synthese des prostaglandines, suggérant une action inhibitrice directe du NO sur PEDHF
(Taddei et al., 1998). Dans les conditions physiologiques normales, le NO pourrait inhiber
Pactivité de TEDHF synthase (EDHFS) qui, 4 son tour, poutrait se mettre en branle dés la
diminution de Pactivité de la NOS permettant 2 'EDHF de remplacer partiellement le NO.
D’autre part, Pactivaion du récepteur B, entraine l'augmentation de PPAMPc/GMPc
indirectement via la libération des prostacyclines et du NO qui entraine la vasodilatation
(Gabra et al., 2003).
Par ailleurs, bien que les signaux générés par le récepteur B, pour augmenter le Ca®
intracellulaite semblent identiques 4 ceux du récepteur B,, il existe des particularités dans la
cinétique de Paugmentation du Ca™ intracellulaire. Ceci suggére des divergences dans les voies
de signalisation intracellulaires responsables de Paugmentation du Ca®".
En effet, il a ét¢ montré que le récepteur B, utilise fortement le Ca>" extracellulaire alors que le
récepteur B, utilise le Ca® intracellulaire libéré par TP, du réticulum endoplasmique
(Mombouli et Vanhoutte, 1995; Zhou et al,, 2000). De plus, plusieurs auteurs ont relevé des
différences majeures dans les voies de signalisation entre la cellule musculaire lisse et les autres
types ceHMes. En effet, la lizison de la BK au récepteur B, de la fibre musculaire lisse
vasculaire entraine une vasoconstriction (Dixon et al., 1994). Cette activation par la BK serait
due au Ca™ intracellulaire libéré par I'IP,  la suite de Pactivation de la PLC.
Mais, contrairement aux auttes types cellulaires, dans la cellule musculaire lisse, la BK stimule
les voies de ERK/EIK-1/AP-1 (extracellular signal-regulated kinase/activator protein) qui
activent expression de c-fos par la voie des ROS (reactive oxygen species ou formes réactives
de Poxygene) et la production du TGF-f (transforming growth factor B). La conséquence
tangible est 'augmentation de la prolifération cellulaire et de la fibrose par l'accroissement de la

production du collagéne dans les cellules des muscles lisses vasculaires. Cette prolifération
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cellulaire influence négativement les matrices métalloprotéases ainsi que leurs inhibiteurs
tissulaires (Douillet et al., 2000; Green et al.,2000; Yau et al., 2001) alors que, dans la cellule
endothéliale, l'activation du récepteur B, induit des effets antifibrosant et hypotrophique
(Matoba et al,, 1999). Cette dichotomie prend son sens dans les processus de réparation
tissulaire. Car, dans les conditions normales, la BK stimule en prédominance ses récepteurs
endothéliaux, vu que les récepteurs B, et B, des muscles lisses sont en-dessous des cellules
endothéliales. Mais aprés un dommage endothélial, la BK peut directement activer ses
récepteurs sur les muscles lisses, causant la contraction et la prolifération afin de minimiser le
dommage tissulaire et d’initier la réparation. Cette situation est une belle illustration des effets
fibrosants et antifibrosants de la BK (Bascands et al.,, 2003); effets également observés au
niveau pulmonaire, cardiaque et rénal (Gallagher et al., 1998; Ricupero et al., 2000; Schanstra
et al., 2002).

Dans la cellule musculaire des voies aériennes supérieures, Huang et collaborateurs (2003) ont
observé que la BK pouvait, une fois liée au récepteur B,, induire expression de I'IL-6 par un
processus impliquant ERK1/2 et le facteur P38 de la voie des MAPK et la transcription du
facteur AP-1 (Huang et al., 2003).

De plus, vu que l'activation du récepteur B, peut activer le facteur NFxB qui a son tour est
inducteur du récepteur B, (Phagoo et al., 1999) via une voie qui implique la sérine/thréonine
kinase Akt (Xie et al., 2000), on peut suggérer une autorégulation réciproque entre les deux
récepteurs, d’autant plus que l'invalidation du récepteur B, entraine une surexpression du
récepteur B, (Duka et al, 2001; Marin-Castafio et al, 2002). Mais cette idée demeure
controversée puisque l'expression des récepteurs B, et B, demeure inchangée apres un

traitement chronique avec des agonistes et des antagonistes pour 'un ou Pautre des deux

récepteurs (Sabourin et al., 2001).
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Figure 8: Signalisation intracellulaire du récepteur B, (cellule endothéliale).
Lactivation des MAPK catalyse la phosphorylation d’une sérine de STAT, maximisant ainsi son aclivité
transformationnelle et résultant en la transiocation de STAT, dans le noyan cellulaire (Ju et al., 2000). La

stimulation du réceptenr B, peut activer le facteur NFxB et aboutir a la production des cylokines relle IL-18
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(Pan et al., 1998; Xie et al., 2000). Act: activation; Phos: Phosphorylation; ser: serine; tyr: tyrosine; AA:
arachidonigue; PA: acide phosphatidique; EDHFS: facteur hyperpolarisant dérivé de ['endothélium

gynthetase ; Cox : cyclooxygénases; NOS: Oxyde nitrigue synthetase; NO: monosyde d’agote ou oxyde

nitrigue .

3.0. Les kinines périphériques en physiopathologie cardiovasculaire

3.1.  L’hypertension artérielle: le systéme rénine-angiotensine

Le systeme rénine-angiotensine (figure 9) est par excellence le principal systéme régulateur des
volumes de fluide corporel, de la balance électrolytique et de la pression artérielle (Ardaillou,
1999). Une hyperactivité de ce systéme entraine Phypertension artérielle. I’angiotensine assure
ses effets par le relais de deux types de récepteurs (Ardaillou, 1999), le récepteur AT1 qui est
bloqué par les biphenylimidazoles (exemple le losartan) et le récepteur AT2 qui est bloqué par
les tetrahydroimidazopyridines (exemple le PD123319) (Chiu et al., 1990; Timmermans et al.,
1993). Ces deux récepteurs ont été clonés et caractérisés. Ce sont des récepteurs couplés aux
protéines G (Yamada et al., 1996) dont Pexpression varie en fonction de Page.

Le récepteur AT2 est surexprimé chez le feetus et décline rapidement apreés la naissance et chez
Padulte (Ozono et al, 1997). L’activation du récepteur AT1 par I'Ang II cause la
vasoconstriction, la rétention sodique, des effets antidiurétiques et hypertenseurs par
Pintermédiaire de I'IP3.

La stimulation du récepteur AT2 provoque l'inhibition de I'IP3, la vasodilatation, Parrét de
Pabsorption sodique, la natriurése et ’hypotension (Jin et al., 1998; Siragy et Catey, 1999; Siragy
et al, 1999; Haithcock et al, 1999). Le récepteur AT2 cause aussi la vasodilatation et la
natriurese via la relache rénale de la BK, laquelle active le métabolisme des prostaglandines et la

relache du NO par le récepteur B, (Tsutsumi et al., 1999; Carey et al.,, 2000 a et b).
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Il apparait toutefois que le NO peut étre produit directement par le récepteur AT2 tel que
montré chez la souris dont le géne du récepteur B, est inactivé (Abadir et al., 2003). La relache
de NO est continuelle et antagonise P'action vasoconstrictrice de 'Ang I sur le récepteur AT1
(Drexler et al,, 1995). Le blocage du récepteur AT1 entraine des effets hypotenseurs qui sont
prévenus par le blocage du récepteur AT2 (Siragy et Carey, 1999; Tanaka et al., 1999; Inagami
et al, 1999). Contrairement au récepteur AT1, le récepteur AT2 inhibe la prolifération
cellulaire et pourrait provoquer I'apoptose, un rdle qui reste cependant controversé (Carey et
al,, 2000a). L’infusion d’Ang II augmente PARNm du récepteur B,, déji surexprimé dans les
cardiomyocites de souris KOB, (Kintsurashvili et al., 2001). Dans les cardiomyocites de souris
normales, 'infusion d’Ang II augmente seulement PARNm des récepteurs B,. Ces effets sont
inhibés en présence de I'antagoniste du récepteur AT1 et non du récepteur AT2. Ainsi, ’Ang II
augmente Pexpression des récepteurs B, ou B, (en absence du récepteur B,) ou encore des
deux récepteurs (i7 vitro). Ceci met en évidence une réponse régulatrice de PAng II sur le

systeme des kinines au niveau réceptoriel (Kintsurashvili et al., 2001).

3.1.1. Place des kinines dans ’hypertension artérielle

La diminution de la synthése de la BK favorise le développement de ’hypertension artérielle.
Dans ce cas, des effets bénéfiques sont obtenus par la stimulation de ces récepteurs (Bascands
et al., 2003). L’un des changements pathologiques majeurs dans P’hypertension essentielle est
Pinduction des dysfonctions endothéliales, similaires au déficit général de la vasodilatation
obtenue en absence de la BK (Panza et al., 1995). La création des modéles de souris déficientes
en récepteurs B, (souris KOB, ouB,”) ou en kallictéine a permis de mettre en lumiére la part
des kinines dans le maintien de ’homéostasie de la pression sanguine chez le sujet normal. Par
exemple, la souris déficiente (B,”") présente une fréquence cardiaque et une pression systolique

élevées comparativement aux souris normales ou partiellement déficientes (B,”") (Emanueli et
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al,, 1998). Une autre étude montre toutefois que I'absence du récepteur B, n’affecte pas la
fréquence cardiaque (Yang et al., 2001). Le remplacement fonctionnel des récepteurs B, par la
surexpression du récepteur B, tel qu’observé dans le modéle déficient KOB, reste matiére 3
controverse (Marceau et al., 1998; Pesquero et al., 2000; Duka et al., 2003). Le KOB2 présente
toutefois une hypertrophie cardiaque ainsi qu’une résistance accrue aux situations d’ischémie 2
la reperfusion (Yang et al., 1997 a) dans des condition basales.

De plus, une administration prolongée d’un minéralocorticoide chez la sours KOB, entraine
une plus forte augmentation de la pression systolique accompagnée d’une baisse d’excrétion
urinaire en sel, comparativement a la souris normale qui présente une hausse d’excrétion
urinaire en sel.

Chez la souris KOB,, il a été aussi rapporté qu’une diéte riche en sel ou en sodium entraine une
hypertension hydro-sodée due 4 une anomalie de rétention saline ou du flux sanguin rénal,
suggérant que les kinines rénales jouent un réle important dans la prévention de I’hypertension
hydro-sodée (Alfie et al., 1996 ; 1997). Ces observations ont été confirmées par 'équipe de
Cervenka qui a montré une sévérité d’hypertension chez les soutis KOB, patr rapport aux
sourls normales, lorsqu’elles étaient, cette fois-ci, infusées avec de ’Ang II (Cervenka et al,,
2001). Dans le méme ordre d’idées, P'inhibition aigué de la eNOS augmente la pression
sanguine chez les souris normales a des niveaux similaites 4 ceux observés chez la souris
KOB,, suggérant que la susceptibilit¢é dans ce modéle de souris KOB, a exprimer
Phypertension induite par Pangiotensine II dépend en partie du déficit des kinines endogenes a
relacher le NO.

Dr’autre part, 'association « kallicréine — excrétion sodique » a été rapportée chez les patients
hypertendus (Margolius et al., 1974a-c; Levy et al,, 1977). Des études ont montré effectivement
que les kinines stimulent I'excrétion de I'eau et des électrolytes en augmentant le flux sanguin

rénal (Gill et al., 1965). Le flux sanguin rénal augmenté est causé par la diminution de la



37
résistance vasculaire et n’affecte pas le ratio de la filtration glomérulaire ou la réabsorption
proximale. La BK peut donc sérieusement augmenter la délivrance du fluide au néphron distal
(Stein et al, 1972) et les effets natriurétiques semblent dépendre de Pinhibition de la
réabsorption distale du sodium.

En revanche, les faibles conditions sodiques baissent I'excrétion de la kallicréine plasmatique
qui 2 son tour entraine la chute de production des kinines (Hilgenfeldt et al., 1998). Dans les
conditions normales, l'excés de sel est excrété via le systéme kallicréine-kinines qui
fonctionnerait comme une valve de sécurité. La défaillance de cette valve entraine
automatiquement une accumulation de sodium dans les cellules aprés un excés de re-capture
(Katori et al,, 2001). Le dysfonctionnement du systéme d’excrétion kallicréine rénal pourrait
déclencher I'accumulation de sodium dans les cellules et induire I’hypertension. Cela serait
probablement le cas dans Thypertension sensible au sel chez I’humain, vu que l‘excrétion
urinaire de faibles quantités de kallicréines a été associée a hypertension chez les patients
hypertendus (Margolius et al, 1972). De fait, les faibles quantités urinaires de kallicréines
seraient un marqueur génétique associé a P’histoire de Phypertension.

L’implication du récepteur B, dans la normo-tension a aussi été démontrée par 'induction des
hypotensions chez des souris et des rats sur-exptimant respectivement le récepteur B, humain
et la v-kallicréine. Chez ces animaux, il a été montré que la surexpression du récepteur B, cause
une réduction soutenue de la pression sanguine (Wang et al., 1997; Zhang et al., 1999).

Dans le modele génétique du rat spontanément hypertendu (SHR), I’équipe de Stewen (2003) a
observé qu’une charge en sel augmentait la densité rénale des récepteurs AT1 et abaissait celle
des récepteurs B,, suggérant que c’est I'altération de la balance entre ces deux récepteurs qui est
associée a hypertension causée par le sel. Chez le SHR, alors que les niveaux de kininases
demeurent inaffectés en pérphérie (Dendotfer et al., 2001), une réduction des taux de

kininogenes plasmiques et cardiaques et de kallicréines tissulaires a été documentée (Sharma et
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al,, 1998; 1999). On note toutefois une augmentation de la concentration des kinines dans le
rein du rat SHR (Campbell et al, 1995) et dans celui d‘autres modéles de rats hypertendus (Jin
et al, 1999; Katori et al.,, 2001), alors que les éléments du systéme kallicréine-kinines sont
réduits dans d’autres tissus périphériques.

Chez le rat SHR, le récepteur B, joue un r6le important dans ’homéostasie cardiovasculaire
(Emanueli et Madedu, 1997; Benetos et al., 1997). En effet, 'infusion continue de FR190997,
un agoniste non peptidique B, dans P'artére rénale permet de prévenir Phypertension lorsque
Iinfusion est pratiquée dans la phase critique, avant 7-8 semaines d’age chez le SHR (Majima et
al, 2000; Katori et al., 2001). Des résultats semblables ont été obtenus avec Pinfusion de
kininogene chez le rat déficient en kininogéne (rat Brown Norway-Katholiek), un modéle

d’hypertension hydrosodée (Majima et al., 1993).

3.2.  Place des kinines dans le diabéte

Le diabete est une maladie multiforme complexe définie par une hyperglycémie majeure due
soit 2 une carence absolue en insuline, secondaire a la destruction des ilots de Langerhans par
un processus auto-immun (diabéte insulino-dépendant ou de type 1) (Atkinson et Maclaren,
1994), soit a une mauvaise utilisation de I'insuline (diabéte de type 2) (Valensi et al., 1995).
Aussi, peu importe la forme de diabéte, hyperglycémie reste le facteur caractéristique qui, a
long terme, entraine des changements physiopathologiques majeurs conduisant a des
dommages d’organes. Le dysfonctionnement de endothélium vasculaite et P'altération de la
perméabilité des-micro et macro-vaisseaux sont associés aux complications diabétiques. Au
cours des états diabétiques, la vasodilatation induite par la BK est déficiente dans les reins,
'aorte, les coronaires et dans les artéres mésentériques, particuliérement dans les petites
arteres (Quilley et al,, 1992; Shen et al, 1999; Vallejo et al, 2000). Plusieurs mécanismes

potentiels expliquent la déficience des effets vasodilatateurs de la BK. Parmi ceux-ci, on
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dénote: la réduction de la vasodilatation induite par FEDHF (Wigg et al., 2001), la baisse des
niveaux et de Pactivité de la NOS (Zhao et al., 1999) qui peut étre subséquente 2 P'inhibition de
son expression par les taux élevés de glucose. Car, en plus de jouer un réle d’éboueur de NO,
les niveaux élevés de glucose peuvent aussi réduire le Ca** intracellulaire (important pour la
relache de P'insuline) en augmentant les radicaux libres. Tous ces mécanismes interférent avec
la vasodilatation induite par la BK (Pieper et Dondlinger, 1997; Brodsky et al., 2001). L’équipe
de Rosenkranz a montré que ’hyperglycémie qui cause des dysfonctions endothéliales perturbe
aussi la réponse anti-hypertrophique dans la cellule musculaire lisse (Rosenkranz et al., 1999).
De plus, les hyperglycémies soutenues conduisent 2 la production des AGES (Advanced
glycation end-products ou produits de glycation avancés), un ensemble de produits finaux de
réactions de glycation non enzymatique, par opposition a la glycosylation qui fait intervenir la
glycosyl-transférase. Les AGES sont un groupe hétérogéne de molécules sans classification
chimique définitive et constituant les produits de liaison entre un ose (glucose, fructose,
galactose) et la fonction amine libre (lysine, atginine) d’une protéine ou apolipoprotéine. Le
processus de formation des AGES est long et se fait avec plusieurs intermédiaires non
enzymatiques, réversibles ou non, dépendant du temps et de la concentration du sucre
(Brownlee et al., 1984). Une fois formés, le catabolisme des taux sériques des AGES dépend,
d’une part, du catabolisme de la protéine qui a subi le processus de glycation et, d’autre part, de
sa clairance rénale (Brownlee et al., 1984). Les différents AGES agissent sur des récepteurs
variés. Il existe trois types de récepteurs pour les AGES: le RAGE, le DN-RAGE et le
sRAGE (Schmidt et al., 2001). Seulle récepteur RAGE est capable de produire des effets
intracellulaires 2 la suite son activation. Le RAGE dispose d’'une région extracellulaire

comportant un domaine variable et deux domaines constants, une région transmembranaire et

une intracellulaire (figure 10).
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Figure 10: Activation du RAGE

C: domaines constants, V': domaine variable, F1: factenr tissulaire, VEGE: Vascular endothelial cell
growth factor, VCAM-1: Vascular cell adbesion molecule-1. Un des effets de la liaison AGE-RAGE est
Vangmentation de ['adbésion des globules ronges des sujets diabétiques a l'endothélium et linduction du

récepteur B, (Wantier et al., 1981; 1994). Adapté de (Boulanger et al., 2002a et b)

Le récepteur RAGE a été isolé, purifié et cloné a partir des membranes cellulaires des
monocytes, des macrophages et des cellules endothéliales (Gilcrease et Hoover, 1990) et il est
exprimé pat toutes les cellules de I'otganisme. La liaison des AGES aux récepteurs RAGES
entraine une transduction faisant intervenir des mécanismes oxydatifs. La production de
formes réactives d’oxygene par la stimulation de la voie de la NADPH-oxydase (Wautier et al.,
2001) conduit a la transduction active du facteur NFkB (Schmidt, 1997) qui a son tour,
permettra des transcriptions génétiques, favorsant la survenue de conditions inflammatoires et
pro-fibrosantes, Iapparition du stress oxydatif, des augmentations de la perméabilité
endothéliale, de la synthése d’IL-6 et de facteurs de croissance comme le vascular endothelial
cell growth factor ou facteur de croissance des cellules endothéliales (VEGF), de I'expression
de la molécule d’adhésion vasculaire (VCAM-1) et du facteur tissulaire (figure 10). Par

Pintermédiaire du NFxB, les AGES participent aux complications du diabéte mellitus (Bierhaus
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et al,, 1998) telles la néphropathie, la rétinopathie, la neuropathie et hypertension artérielle
(Gabra et Sirots, 2003). Les complications les plus importantes restent les atteintes vasculaires
cérébrales et coronariennes qui représentent une cause importante de morbidité et de mortalité
chez les patients diabétiques (Stratton et al., 2000). L’activation des récepteurs RAGES donne
lieu 2 un stress oxydatif secondaire au cours duquel les effets du NO sont limités par son
interaction avec l'anion super oxyde, conduisant au peroxynitrite (Beckman et Koppenol,
1996).

Chez le patient diabétique, on note également Pinhibition du eNOS par la présence des AGES
(Rojas et al., 2000) entrainant I'absence d’effets antiprolifératifs et de relaxation vasculaire
assurés par le NO (Bucala et al., 1991). L’injection chronique d’AGES 2 des rats normaux a
conduit a des lésions identiques a celles de la néphropathie diabétique. Deux mécanismes
responsables des néphropathies sont suggérés: laltération des matrices extracellulaires
secondaire a la glycation des protéines les composant et ’action secondaire de la liaison AGES-
RAGE. Etant donné que Phyperglycémie conduit 4 la production des AGES dont la liaison
aux récepteurs RAGE stimule le facteur NFkB et la production des cytokines, il devient
possible de suggérer une implication du récepteur B, dans la pathogenése du diabete.

En effet, le récepteur B, dont I'expression est absente ou basale dans les conditions normales,
est induit et surexprimé en présence des cytokines TNF-a, IL-18 (Bachvarov et al., 1996;
Marceau et al., 1998; DeBlois et al., 2001), IL-6, IL-4 et du facteur TGF-B1 (Sardi et al., 2002).
L’induction du récepteur B, implique le facteur NFxB et la voie des MAP kinases (Schanstra et
al,, 1998; Yerneni et al., 1999; Phagoo et al,, 1999; Sabourin et al., 2002). L’implication du
NFxB dans I'expression du récepteur B, lors de I'inflammation a été démontrée (Ni et al., 1998
a et b). En effet, dans la cellule normale au repos, le facteur NFxB est maintenu inactif dans le
cytosol par sa liaison a des protéines inhibitrices de la famille des IxB (Baldwin, 1996;

Schanstra et al., 1998). Une fois que la voie des NFxB est activée par des agents comme les
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lipopolysaccharides, les cytokines et, probablement, par la liaison AGE-RAGE, une
dégradation protéolytique dépendant de la phosphorylation de IxB est initiée. Cette
phosphorylation de IxB entraine alors la libération du facteur NFkB qui subira une
translocation nucléaire et amorcera la transcription d’une diversité de génes dont celui du
récepteur B, (Baldwin et al, 1996; Schanstra et al, 1998) soutenant ainsi Pimplication
pathogénique du récepteur B, dans le diabéte induit par la streptozotocine (STZ) (Zuccollo et
al,, 1996; 1999). La STZ est un antibiotique extrait du strepomyces acromogens (Tomlinson et al.,
1992), spécifiquement toxique pour les ilots B de Langerhans du pancréas. Conséquent avec
ces observations, le récepteur B, est surexprimé dans les pattes ou il cause Poedéme (Campos
et al,, 2001), les poumons ou il produit Pinfiltration des leukocytes (Vianna et al., 2003) et la

rétine ou il dilate les micro-vaisseaux (Abdouh et al., 2003) du rat diabétique.

4.0.  Les kinines dans le traitement des maladies aux incidences cardiovasculaires
4.1.  Kinines et Insuline

La BK, par l'intermédiaire du récepteur B,, induit la mobilisation intracellulaite du calcium
dans la majorité des cellules. Cette propriété est trés importante et essentielle dans les cellules §
du pancréas du fait que le calcium intracellulaire est le principal signal de sécrétion d’insuline
(Yang et al., 1997a; Moura, 2000). En effet, a la suite de la stimulaton du récepteur B,, la
formation d’IP3 résultant de l'activation de la PLC induit la reliche du Ca** du réticulum
endoplasmique et déclenche I'influx du Ca®" via les canaux calciques voltage dépendants, ce qui
augmente la concentration du Ca®" intracellulaire et la sécrétion de linsuline (Yang et al,
1997b; Haring et al., 1996; Kudoh et al., 2000). Dans les cellules § des ilots de Langerhans, la
sécrétion d’insuline stimulée par la BK dépend de la présence et surtout de la concentration du
glucose circulant (Damas et al., 1999). Dans les cellules du muscle squelettique, le transport du

glucose est également relayé par la PLC, la tyrosine kinase et Paugmentation intracellulaire de
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calcium (Kishi et al., 1998; Kudoh et al., 2000). Chez le rat Zucker, un modéle de résistance i
Iinsuline et d’intolérance au glucose, le traitement chronique 2 la BK améliore
significativement la tolérance de tous les tissus au glucose (Hentiksen et al., 1998). Ces données
suggerent quen marge de stimuler la sécrétion dinsuline, l]a BK régule également la
disponibilité et Putilisation du glucose dans les tissus cibles (Jauch et al., 1989) comme chez le
patient diabétique non insulino dépendant, dont les concentrations de glucose sanguin sont
abaissées par la BK (Dietze et Wicklmayr, 1977). De plus, il a été montré que le récepteur B,
joue un rdle trés important dans la sensibilité 4 I'insuline, parce qu'en son absence, comme
c’est le cas chez les animaux KOB,, on a observé une résistance 2 Pinsuline (Duka et al., 2001).
Enfin, le kininogeéne et la prékallicréine sont augmentés dans le sang des rats diabétiques STZ

et normalisés par Pinsuline (Rothschild et al., 1999), suggérant une modulation directe entre la

BK et 'insuline.

4.2. Participation des kinines aux effets des inhibiteurs de Penzyme de conversion de
Pangiotensine-1 (IEC)

Les IEC sont des médicaments qui améliorent les fonctions cardiovasculaires, le remodelage
vasculaire et qui prolongent la survie des patients hypertendus et diabétiques (Jaffa et al., 1986;
Rosenthal et al., 1997). Leurs effets thérapeutiques sont en partie assurés par la participation
des récepteurs aux kinines (Kintsurashvili et al., 2001). L’avantage des IEC est de promouvoir
la disponibilité de la BK, en plus d’étre capables de réduire le stress oxydatif dans les
conditions hyperglycémiantes en activant les voies de signalisation intracellulaire des récepteurs
B,. De plus, plusieurs études confirment des propriétés réno-protectrices aux IEC du fait qu’ils

retardent significativement la progression de plusieurs maladies rénales et la néphropathie

diabétique (Lewis et al., 1993).
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Chez le rat diabétique-STZ, la phosphorylation élevée des MAP kinases, ERK 1 et 2, un
événement précoce obsetvé lors de 'instauration de la néphropathie diabétique (le phénoméne
est associ€ a la production de matrice et 4 hyper-prolifération mésangiale) est normalisée par
le traitement a Pinsuline ou aux IEC. L’administration d’antagonistes des kinines renverse la
réduction de phosphorylation des ERK 1 et 2 induite par un IEC, suggérant la participation
des récepteurs B, et B, (confirmée par Paugmentation de PARNm et de la protéine) pendant la
phase précoce de I'instauration du diabéte (Mage et al., 2002).
De méme, Henriksen et Jacob (1995) ont montré que des traitements aigus ou chroniques avec
le captopril, un IEC, améliorent significativement le transport du glucose induit par Iinsuline
dans les muscles squelettiques du rat Zucker. Cet effet, qui est aussi observé chez le chien
diabétique, est complétement prévenu par l'utilisation de I'antagoniste B,, Hoe 140 (Uehara et
al., 1994). En présence d’'IEC ou de BK, le transport du glucose par la translocation de la
protéine transporteuse de glucose 4 (GLUT4) augmente 3 fois, un effet bloqué par
‘antagoniste B,, le Hoe 140 (Rett et al., 1997; Kishi et al., 1998; Kudoh et al., 2000). 1l faut
aussi noter que GLUT4 est une protéine déficiente chez le rat obese Zucker (King et al., 1993;
Etgen et al., 1996).
Ainsi, les effets bénéfiques de la BK sur le diabéte pourraient s’exercer de diverses maniéres,
incluant Paugmentation de la re-capture du glucose, 'amélioration de I'utilisation du glucose, la
prévention de la production de matrice et de la prolifération glomérulaire (Damas et al., 1999;
Henriksen et al., 1998).
Drautre part, il a été montré que PAng (1-7) et PAng (1-9) potentialisent les effets de la BK en
induisant une interaction hétérologue ou « cross-talk » entre I’'EC et le récepteur B, (Marcic et
al,, 1999) ou le récepteur B, (Ignjatovic et al., 2002) en présence des IEC. Ce dernier point
reste controversé du fait que des études avec des analogues de la BK résistants a ’EC n’ont pas

confirmé la potentialisaion de la BK et/ou la re-sensibilisation du récepteur B,
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indépendamment de Phydrolyse du peptide dans des modéles physiologiques (Dendorfer et al.,

2001; Gobelil et al., 2002; Tom et al., 2003).

5.0. Présence du systéme kallicréine-kinines dans le systéme nerveux central

La présence du récepteur B, dans le tissu cérébral du rat, du cobaye et du bovin a été mise en

évidence sur des préparations membranaires i l'aide de la BK marquée au tritium, [PH]-BK
(Innis et al., 1981). La détection de la présence du kininogéne dans le liquide céphalo-rachidien
du rat et de ’homme (Scicli et al., 1984) a fortement renforcé I'idée de la présence d’'un systeme
kallicréine-kinines dans le systéme nerveux central (SNC).

A date, tous les éléments du systéme kallicréine-kinines ont été identifiés sur des composantes
du SNC (Couture et Lindsey, 2000). Leur localisation anatomique et/ou détection biochimique
dans le SNC a été effectuée chez plusieurs espéces, incluant le rat (Hermann et al, 1986;
Alvarez et al., 1992; Khan et al., 1993; Lopes et al., 1995; Chen et al., 2000; Privitera et al.,
2003), le chien (Thomas et al., 1984), la souris (Chen et al., 1996; Takano et al., 1997), le

cobaye (Lopes et al., 1993a), le mouton (Murone et al., 1997) et ’humain (Scicli et al,, 1984;

Raidoo et al., 1996 a et b; Buck et al., 2002).

5.1. Les kininogénes

L’abondance du T-kininogéne dans le SNC du rat, observée par immuno-histochimie, dépend
de Idge (plus abondant chez les jeunes animaux) et du sexe (plus abondant chez les femelles)
(Damas et al., 1992). Le T-kininogéne est distribué uniformément dans le tronc cérébral, le
cortex, le mésencéphale et le cetvelet du rat (Marks et al., 1988). Les éléments neuronaux
présentant le T-kininogéne dans leur cytoplasme incluent les neurones des ganglions de la
racine dorsale, les neurones embryonnaires de I’hippocampe, les astrocytes, les cellules gliales et

endothéliales. La T-kinine est restreinte aux les neurones magno-cellulaires des noyaux péri-
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ventriculaire et supra-optique ainsi qu’aux neurones parvocellulaires du noyau supra-
chiasmatique (Richoux et al., 1991). Ega]ement chez le rat, le kininogene HMW a été identifié
dans les neurones de l'aire péri-ventriculaire de Phypothalamus qui projettent dans la zone
externe de l'éminence médiane (Richoux et al,, 1991). D’autres études ont associé la présence
du kininogene HMW 2 plusieurs autres régions du SNC, incluant le cervelet (noyau dentelé), le
cortex cérébral (couches III et V), Ihippocampe (cellules pyramidales), le corps calleux et
surtout le tronc cérébral au niveau des noyaux du tractus solitaire, du para-trijumeau, des
noyaux vestibulaires, cochléaire, géniculé médian et rouge, le cotps trapézoide et la substance
grise périaqueducale (Li et al., 1999). Dans la moelle épiniére, le kininogéne HMW a été détecté
dans les laminae I, II, VII et IX, particuliérement sur des petits neurones, des cellules satellites
et des cellules de Schwann dans les ganglions de la racine dorsale (Li et al., 1999; Takano et al,,

1997; 2003). Le kininogene LMW a été aussi observé dans un modéle de traumatisme de la

moelle chez le rat (Xu et al., 1991).

5.2. Kininogénases

Les kininogénases ou protéases du SNC incluent les kallicréines plasmatique et tissulaire ainsi
que les protéases a sérine hautement spécifiques pour le substrat kininogene (Bhoola et al.,
1992; Raidoo et Bhoola, 1998). La présence de la kallicréine dans le SNC a été mise en
évidence par des techniques d’essais radio-immunologiques (Powers et Nasjletti, 1983; Scicli et
al., 1984; Chao et al., 1987) et d’hybridation 7 sit# (Chao et al., 1987).

L’activité de la kallicréine est détectée dans le liquide céphalorachidien humain (Scicli et al,,
1984) et dans les ventricules latéraux du rat, aprés P'administration de la méllitine, une
composante du venin d’abeille qui active la kallicréine membranaire (Nishimura et al., 1980).
De méme, il a été observé des augmentations de la pression sanguine par suite de l'injection

directe de la kallictéine dans les ventricules cérébraux du rat. Cet effet est prévenu par
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Pinjection d’aprotinine, un inhibiteur de la kallicréine (Katiya et Yamauchi, 1987). La kallicréine
a été localisée dans plusieurs régions du SNC du rat, incluant le cortex, le cervelet, le tronc
cérébral, particulierement les noyaux oculomoteurs, rouge et réticulé (Kizuki et al., 1994) ainsi
que dans les cellules épendymaires qui tapissent le III° ventricule, les corps cellulaires des
neurones des noyaux arqué, supra-optique, para-ventriculaire, ventro médian et postérieur de
I’hypothalamus (Simson et al., 1985; Snyman et al., 1994).
De plus grandes quantités ont été trouvées dans I’hypothalamus, I’hypophyse et la glande
pinéale. La présence de la protéine a été corrélée avec I'expression de son ARNm (Iwadate et

al., 2002), soutenant ainsi la biosynthese de cet enzyme par les neurones.

5.3. Les kinines

La premiére détection des kinines dans le SNC a été effectuée avec des essais biologiques
(Wetle et Zach, 1970; Pela et al,, 1975). Par la suite, 'immuno-cytochimie a permis d’observer
la BK immunoréactive dans les cellules neuronales de Phypothalamus avec de denses amas
excédant les noyaux périventriculaires et dorso-médiaux. Les fibres marquées a la fluorescence
et des projections variqueuses ont été observées dans la matiére grise périaqueductale, le cortex
cingulaire, la portion ventrale du néostriatum et de Paire septal latérale (Corréa et al., 1979). La
BK immunoréactive a été observée dans les segments cetvical, thoracique, lJombaire et sacré de
la moelle épiniére du rat (Lopes et Coutute, 1997) et du cobaye (Couture et Lindsey 2000).
Dans chaque segment de la moelle, une trés forte densité de la BK immunoréactive,
particuliérement concentrée dans les périkarions des motoneurones, dans les laminae VIII et
IX de la come ventrale a été observée, suggérant la biosyntheése, le stockage et la libération de
BK dans ces types cellulaires (Lopes et Couture, 1997). Une population plus restreinte de

petites cellules est également observée dans les laminae III et IV de la corne dorsale, mais pas

dans la substance gélatineuse.
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Dans le segment thoracique, on observe des cellules immunoréactives au niveau médian, a la
base de la colonne postérieure (Lopes et Couture, 1997). La dégénérescence des fibres
sensorielles primaires (rhizotomie, section du netf sciatique) entraine une augmentation
marquée de la BK immunoréactive dans les cornes dorsales et une diminution dans les cornes
ventrales alors que la destruction spécifique des fibres afférentes primaires de petits calibres (C
et AJ) par la capsaicine entraine des augmentations de la BK immunoréactive 2 la fois dans les
cornes dorsales et ventrales, suggérant que la BK immunoréactive dans les cornes dorsales ne
se trouve pas dans les terminaisons nerveuses sensorielles, mais plutot dans des inter-neurones
ou des neurones projetant vers d’autres parties de la moelle épiniére et les centres supra-
spinaux (Lopes et Couture, 1997).
La BK observée dans les couches les plus profondes pourrait hypothétiquement diffuser vers
la lamina II (dépourvue de BK observable, mais riche en récepteurs B,) pour induire des effets
neuronaux via un mécanisme extra-synaptique, mettant ainsi en évidence un cas de
neurotransmission par volume dans la moelle épiniere (Couture et Lindsey 2000).
En dehors de la moelle épiniere, de grandes quantités de BK immunoréactive ont été
observées dans le fluide cérébral de plusieurs especes incluant le rat (Alvarez et al., 1992; Khan

et al., 1995), le chien (Thomas et al., 1984) et ’'humain (Scicli et al., 1984).

5.4. Les kininases

La BK est rapidement métabolisée dans le cerveau aprés administration i.c.v. chez le rat éveillé
ou sa demi-vie a été estimée a 26.6 secondes (Kariya et al., 1982). Plusieurs types d’endo- et
d’exopeptidases ont été retrouvés dans le SNC de nombreuses especes (Couture et Lindsey
2000), mais il semble que la présence de la kininase II est prédominante, particulierement dans
le LCR, le striatum, la substance noire, la glande hypophyse, 'organe sub-fornical, le globus

pallidus, P'area postrema et le plexus choroide chez le rat (Kariya et al., 1981; Strittmatter et al.,
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1985; Tani et al, 1986; Yoshida et Nosaka, 1990), 'homme (Schweisfurth et SchiGberg-
Schiegnitz, 1984; Zubenko et al., 1985), le chat (Whalley et Wahl, 1988) et le chien (Schelling et
al., 1980).
La localisation de la kininase II par immuno-cytochimie (Defendini et al, 1983) ou par
autoradiographie sur des sections de cetveau de rats incubées en présence de ['H]captopril
(Strittmatter et al., 1984, 1986) ou de [*I-MK351A (Mendelsohn et al., 1984; Corréa et al,,
1985) a révélé des marquages de fortes intensités dans Phypophyse, les organes
circumventriculaires, le putamen, le noyau caudé, la substance noire, les noyaux
hypothalamiques, le septum et le tronc cérébral. C’est dans le cervelet et le striatum que
activité de la kininase II est la plus élevée, alors qu’elle est plus faible dans la moelle épiniere
(Cushman et Cheung, 1971; Yang et Neff, 1972; Kariya et al.,, 1981; Elrod et al., 1986).

Par contre, on ne trouve pas de kininase I dans le LCR du rat normal (Pesquero et al., 1992;

Décarie et al., 1996).

5.5.  Les récepteurs

5.5.1 Le récepteur B,

Les sites de liaison pour le récepteur B, ont été d’abord montrés avec le radioligand H]-BK
sur les astrocytes en culture provenant du cortex, du tronc cérébral, de la moelle épiniére de
rats feetaux et du cervelet de rats nouveau-nés (Cholewinski et al., 1991; Hosli et Hosli, 1993),
sut les homogénats d’hippocampe de bovin (Kozlowski et al, 1988), sur les neurones
sensotiels (Steranka et al., 1988) et sur des membranes de cerveaux de cobaye chez qui des
densités trés élevées du récepteur B, ont été observées dans les pons, la medulla oblongata, la
moelle épiniére, le cortex cérébral et Phippocampe (Fujiwara et al., 1988; 1989). A Paide du
[125

ligand [®I]Tyr>-BK, le récepteur B, a été montré dans les cellules gliales et les neurones des

rats nouveau-nés (Lewis et al., 1985) ainsi que dans la région de la medulla oblongata, précisément
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dans le noyau du tractus solitaire (N'TS), dans l'area postrema, le noyau dorsal moteur du nerf
vague (X) et le noyau spinal du trijumeau (Privitera et al., 1992). L’utilisation du méme ligand a
permis de mettre en évidence la présence des récepteurs B, dans la moelle épiniére du cobaye
et du rat (Lopes et al., 1993a; 1995), particuliérement au niveau des laminae I et II ou les
marquages sont plus importants que dans d’autres laminae, incluant la colonne
intermédiolatérale (IML) ou 'on trouve les corps cellulaires et les dendrites des fibres pré-
ganglionnaires sympathiques. Ces résultats ont été confirmés avec I'antagoniste B, [“IJHPP-
Hoe 140 utilisé comme radioligand (Murone et al., 1997; Cloutier et al, 2002). Il faut
cependant noter que le traitement a la capsaicine (neurotoxine spécifique pour les fibres
sensorielles de type C) chez le rat nouveau-né cause une baisse significative de la densité des
sites dans les laminae I et II, suggérant une localisation pré-synaptique sur les afférences
sensorielles primaires et vraisemblablement sur des neurones sensoriels de petit diametre (C et
Ad) terminant dans les laminae superficielles de la comne dorsale (Figure 11) (Lopes et al,,
1995). De plus, le traitement intra-spinal avec la 6-hydroxydopamine, une neurotoxine
spécifique pour les fibres catécholaminergiques, provoque une baisse significative des
récepteurs B,, suggérant également la présence du récepteur de la BK sur des fibres
noradrénergiques bulbo spinales (Lopes et al., 1995).

Toutefois, d’autres régions de la corne ventrale présentent des marquages B, (Murone et al.,
1997; Lopes et Couture 1997; Cloutier et al., 2002) n’excluant pas la présence de ce récepteur
sur des fibres motrices et des interneurones. Les études en PCR ont permis de localiser
PARNm du récepteur B, dans la moelle épiniére chez 'humain (Mahabeer et al., 2000).
L’utilisation des techniques d’immuno-cytochimie a permis d’associer le récepteur B, a toutes
les régions du cetveau, patticuliérement les neurones du cortex cérébral, du bulbe olfactif, de
hippocampe, des noyaux gtis centraux, du thalamus, de ’hypothalamus et du cervelet incluant

le soma des cellules pyramidales et des cellules de Purkinje chez le rat (Chen et al., 2000). Chez
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Phomme, Pimmuno réactivité pour le récepteur B, a été observée dans les neurones de
Ihypothalamus, du thalamus, du noyau caudé, du cortex cérébral et du tronc cérébral (Bhoola,
1996; Raidoo et al., 1996 a et b; Raidoo et Bhoola, 1997). L’utilisation de lautoradiographie a
montré des marquages évidents pour le récepteur B, dans plusieurs noyaux du tronc cérébral

chez des donneurs humains (Buck et al., 2002).

Fibres ascendantes de la moelle Afférences sensorielles vers la
épiniére vers les noyaux moelle épiniere
thalamiques

Figure 11: Représentation des afférences sensorielles chez ’humain
Les voies ascendantes spinothalamique (4 ganche) et des afférences sensorielles (a drotte). Les fibres C (en gris) et
AB (en manve) sur lesquelles on retrouve les réceptenrs B, et B, sont porteuses d’informations sensorielles.

Adapté de Millan 1999; Julius et Basbam, 2001.

5.5.2. Le récepteur B,

L’immunocytochimie a permis de montrer le récepteur B, sur des neurones de 'hypothalamus,
du noyau caudé, des noyaux thalamiques ainsi que dans le tronc cérébral, la substance
gélatineuse et la moelle épiniere chez ’homme (Bhoola, 1996; Raidoo et Bhoola, 1997) et le rat
(Qad et al., 2002). Puisque la présence de la kininase I n’a pas été monttée dans le LCR du rat
normal, la présence du récepteur B, dans le SNC peut sembler curieuse. Pourtant, la présence

ubiquitaire ’ARNm et des sites de liaison du récepteur B, a bien été observée dans le cerveau
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et la moelle épiniére chez le singe (Shughrue et al,, 2003), sur les neurones des ganglions de la
racine dorsale et dans la comne dorsale chez le rat Wistar normal (Seabrook et al., 1997; Ma et
Heavens, 2001), particuliérement dans les laminae I et IT (Wotherspoon et Winter, 2000), ainsi
que sur les terminaisons nerveuses des fibres de type C et A8 du netf sciatique chez le rat (Ma
et al., 2000; Wotherspoon et Winter, 2000; Ma, 2001; Ma et Heavens, 2001) et Phumain (Ma et

Heavens, 2001). Mais le role central du récepteur B, demeure incertain en situation

physiologique normale.

5.6. Role des kinines dans le SNC

La distribution étendue des récepteurs des kinines soutient diverses fonctions, qui
malheureusement ne sont pas encore toutes ¢lucidées (Chen et al., 2000; Couture et Lindsey,
2000). Certaines observations expérimentales permettent de suggérer un role dans le controle

de la température corporelle, de la nociception et de la pression artérielle.

5.6.1. Contrble de la température corporelle par les kinines

La production des prostaglandines en aval de la stimulation des récepteurs aux kinines soutient
une action centrale de la BK sur la température corporelle (McGiff et al., 1976). En effet,
lI'injection ic.v. des prostaglandines provoque une augmentation dose dépendante de la
température corporelle chez le chat et le lapin (Milton et Wendlandt, 1970). De méme, chez le
lapin et le rat, l'injection i.c.v. de la BK cause une augmentation de la température corporelle
qui est partiellement inhibée par la pré-administration ic.v. d’indométhacine (Rao et
Bhattacharya, 1988), ce qui suggeére I'implication du récepteur B, et des prostaglandines dans le
controle de la température corporelle.

De plus, il a été montré que 'administration i.c.v de LPS (connu pour induire le récepteur B,)

entraine une hyperthermie induite par la libération endogene des kinines et des prostaglandines
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chez le rat (Walker et al., 1996a, b; Coelho et al., 1997; Takano et al., 2003). Le récepteur B, et
les prostaglandines seraient impliqués dans les événements précoces de Phyperthermie (Walker
et al,, 1996a,b) alors que le récepteur B, participerait 2 la maintenance de la fievre (Coelho et
al,, 1997). Le récepteur B, et les prostaglandines seraient aussi impliqués dans Phyperalgésie
thermique et mécanique observée 4 la suite de I'injection i.c.v. de LPS (Walker et al., 1996b). La
destruction des noyaux péri-ventticulaires de la région parvo-cellulaire de I’hypothalamus par
Pacide iboténique réduit significativement la fievre induite par la BK ou par linjection
systémique de LPS, suggérant la participation de cette région dans le controle de la température

par les kinines (Caldeira et al., 1998).

5.6.2. Contréle de la nociception par les kinines

La douleur est avant tout un mécanisme de protection physiologique normal 2 égard d’'un
dommage tissulaire limité. Les fibres polymodales sensorielles de petit calibre (fibres C et A8),
répondent aux stimuli nociceptifs mécaniques, thermiques et chimiques. Evidemment, les
médiateurs chimiques produits pendant Pinflimmation sont responsables de la multiplicité
d’événements y compris Phyperalgésie (douleur exagérée en réponse aux stimuli nocifs), les
altérations des phénotypes cellulaires et ’expression de nouvelles molécules (Dray, 1994). Or,
plusieurs données indiquent que les kinines sont rapidement générées aprés un dommage
tissulaire (Calixto et al, 2000) et qu’clles modulent la majorité des événements observés durant
le processus inflammatoire tels la vasodilatation, 'augmentation de la perméabilité vasculaire, la
migration cellulaire, la douleur et I’hyperalgésie (Hall et Morton, 1991; Marceau et Bachvarov,
1998; Couture et al., 2001).

L’injection intrathécale de BK, KD ou de T-kinine dans la moelle épiniére, induit une réponse
comportementale de nature nociceptive par I'activation des récepteurs B, sur les terminaisons

nerveuses sensorielles chez le rat éveillé (Laneuville et Couture, 1987; Lopes et al., 1992).
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Par contre, la BK produit un effet antinociceptif en facilitant la libération de noradrénaline par
les terminaisons netveuses des fibres noradténergiques bulbo-spinales (Laneuville et al., 1989).
Dans ce modele, les sites du récepteur B, sont inactifs sur le seuil nociceptif. L’administration
intrathécale d’agonistes B, produit également une hyperalgésie thermique chez la souris
normale. Toutefois, chez la sours, l'activation du récepteur B, produit aussi un effet
hyperalgésique, quoique d’intensité plus faible mais plus persistante que celle obtenue avec
Pactivation du récepteur B, (Ferreira et al., 2002).
Il est intéressant de noter que le traitement a la BK entraine un effet hyperalgésique de plus
forte intensité chez la souris KOB, alors que P'agoniste B, ne cause pas d’effet chez la souris
KOB, chez qui des réponses hypoalgésiques 4 la desArg’BK ont plutt été observées
(Pesquero et al., 2000). Ceci suggere fortement la participation des deux récepteurs des kinines
dans hyperalgésie thermique chez la souris (Ferreira et al., 2002; Levy et Zochodne, 2000;
Pesquero et al, 2000) ou le récepteur B, serait constitutif (Nsa Allogho et al, 1998)
contrairement au rat.
Par ailleurs, la participation des deux récepteurs des kinines dans ’hyperalgésie mécanique a été
soulignée chez le rat, dans les conditions persistantes de l'inflimmation (Dray et Perkins,
1993).
En effet, pendant que la BK active directement les fibres sensorielles A8 et C, Pagoniste B,
activerait les nocicepteurs par un mécanisme indirect impliquant des prostaglandines (Dray et
Perkins, 1993), des cytokines (IL-1B, TNFa) et des facteurs de croissance tels le nerf growth
factor (NGF) ou facteur de croissance du tissu nerveaux et le transforming growth factor
(TGF-B) ou facteur de croissance § transformant (McMahon et Priestley, 1995; Phagoo et al,,

2000), générés pendant le dommage tissulaire (Fox et al., 2003).

5.6.3. Contrdle cardiovasculaire par les kinines



55
La présence des récepteurs des kinines a été clairement monttée dans plusieurs régions

connues pour leur implication dans le controle cardiovasculaite tant au niveau spinal que

supra-spinal.

5.6.3.1. Régions centrales impliquées dans le contrdle cardiovasculaire

Les sites centraux de la BK dans le controle cardiovasculaire ont fait Pobjet d’une investigation
continue. Différents sites d’action incluant I’aire latérale du septum (Corréa et Graeff, 1975),
Phypothalamus (Diz, 1985), la portion ventrale du III® ventricule (Lewis et Phillips, 1984), les
aires péri-ventriculaires dorsales de la medulla oblongata (Lindsey et al., 1988, 1997; Fior et al.,
1993), la moelle épiniere (Lopes et Couture, 1992; Cloutier et a., 2002) ont été proposés.
L’injection de la BK dans des régions comme I’hypothalamus postéreur, la substance grise
pétiaqueducale, le noyau caudé et l'aire septale médiane ne produit aucun effet sur la pression
artérielle (Corréa et Graeff, 1975; Corréa et al.,, 1979) alors que son injection dans d’autres
parties de hypothalamus comme les noyaux hypothalamiques antérieurs entraine des effets
cardiovasculaires (Diz et Jacobowitz, 1984; Diz, 1985). Plus récemment, les structures de la
région bulbaire (en dessous du IV ventricule), incluant la medulla oblongata, le noyau du
tractus solitaire (NTS), le noyau du paratrjumeau (Pa5), l'area postrema, le noyau dorsal
moteur du netf vague (X), le noyau spinal du trijumeau, les noyaux thalamiques et spinaux ont
été identifiés comme sites d’action importants des kinines sur le systéme cardiovasculaire
(Lindsey et al., 1988; Couture et Lindsey, 2000; Privitera et al., 2003; Cloutier et al., 2004).

En effet, chez le chien anesthésié, la destruction de I'area postrema abolit la réponse pressive
induite par P'injection de la BK dans Partére vertébrale (Wilkinson et Scroop, 1985). De plus,
Pinjection de trés petites quantités de BK (1-10 pmol) dans le IV® ventricule, au-dessus du NTS
ou une micro-injection dans le Pa5 chez le rat éveillé montre une augmentation de la pression

artérielle, accompagnée d’un effet biphasique sur la fréquence cardiaque (Lindsey et al,, 1997;
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Couture et Lindsey, 2000). L’intensité de ces effets est dix fois plus grande que lorsque la BK
est injectée dans le III° ventricule ou dans les ventricules latéraux (Lindsey et al., 1988; Fior et
al., 1993). Le Pa5 (siége de I'action pressive de la BK dans la medulla dorsale latérale) montre
une sensibilité particuliére pour la BK de 0,6 4 1,8 pmole (ED4,=0,9 pmole).
D’autre part, linjection it. de BK, KD et de T-kinine, au niveau du neuviéme segment
thoracique chez le rat éveillé augmente la pression sanguine et diminue la fréquence cardiaque
via Pactivation du récepteur B, (Lopes et Couture, 1992). Chez le rat WKY, les kinines du LCR
diminuent avec I'age tandis que chez le SHR, les concentrations de kinines, kallictéine et
kininase II ainsi que l’activité de cette derniére sont élevées chez les vieux rats SHR (Israel et
Saavedra, 1987; Khan et al.,, 1995). Les antagonistes sélectifs du récepteur B, montrent un
blocage spécifique et réversible des effets presseurs causés par 'administration de la BK, dans
Pair septal latérale (Corréa et Graeff, 1975), le IV ventricule, le noyau Pa5 (Lindsey et al., 1989;
Martins et al., 1991) et la moelle épiniere (Lopes et al., 1993b). De larges doses d’agonistes et
d’antagonistes B, ne produisent aucun effet chez les rats WKY ou SHR. Les études en
autoradiographie ont également permis de mettre en évidence de fortes intensités de marquage
pour les sites du récepteurs B, dans les régions bulbaires, spécifiquement dans les noyaux NTS,
Ambigus (Amb), du trijumeau (SP5) et Pa5 (Prvitera et al., 1992; Couture et Lindsey, 2000;

Cloutier et al., 2004) ainsi que dans la moelle épiniére (Lopes et al., 1993a; 1995 ; Cloutier et al.,
2002).

5.6.3.2. Implication des récepteurs B, dans le contrdle cardiovasculaire?

L’injection d’un agoniste B, dans le IV® ventricule n’affecte pas la pression artérielle chez les
rats WKY et SHR (Martins et al, 1991). Toutefois, Alvarez et collaborateurs (1992) ont
observé une longue réduction de la pression sanguine et de la fréquence cardiaque chez le rat

SHR a la suite de P'injection ic.v. de Pantagoniste des—Argg—Leus-BK dans les ventricules
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latéraux (Alvarez et al,, 1992). L’injection i.c.v. de Sar-[D-Phe’]-des-Arg’-BK, un agoniste B,
plus stable, montre une augmentation de la pression sanguine chez les rats SHR et WKY
(Emanueli et al,, 1999). Ces auteurs ont aussi rapporté une diminution de la pression sanguine
chez le rat SHR en injectant du R715, un antagoniste B, résistant aux peptidases, ou un anti-
sens sous forme d’oligodénucléotide (ODN) capable d’inhiber la synthése du récepteur B,. La
durée de la réduction de la pression sanguine par les ODN pouvait atteindre 48 heures chez le
SHR (Emanueli et al., 1999). Cependant, en utlisant les mémes outils pharmacologiques, des
études récentes n’ont pas confirmé la participation des técepteurs B, dans le contréle
cardiovasculaire chez le rat SHR (Cloutier et al, 2002; 2004). Ces résultats controversés
peuvent s’expliquer par le fait que le récepteur B, est induit par Papplication de stresseurs
externes tels les cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1P) et les produits bactériens présents
lors des manipulations chirurgicales ou dans les cages (Zhang & Rivest, 2001; Cloutier et al,
2004). De plus, des études de liaison par autoradiographie ont montré une faible densité de
sites de liaison pour le récepteur B, chez les rats SHR et WKY, suggérant que le récepteur B,
ne participe pas aux effets presseurs des kinines et encore moins dans la maintenance de

Phypertension chez le rat SHR (Cloutier et al., 2002; 2004).

5.6.3.3. Mécanismes impliqués dans le contrdle cardiovasculaire

Le fait de bloquer les réponses pressives obtenues par 'administration i.c.v. de BK avec un
prétraitement a la phentolamine ou 2 la pyrolamine montre que son action centrale est associée
a des mécanismes centraux o-adrénergiques ou histaminergiques (Corréa et Graeff, 1974;
Corréa et Graeff, 1975; Pirola et al., 1987; Lopes et Couture, 1992; Bhoola et al., 1992). De
plus, des études montrent Pimplication centrale des prostaglandines dans la réponse pressive de

la BK qui est réduite par la pré-administration i.c.v. d'indométhacine (Kondo et al., 1979;
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Takahashi et Bufiag, 1981). L’implication des prostaglandines n’est pas en contradiction avec
'hypothése d’'un mécanisme adrénergique central puisque I'injection i.c.v. de prostaglandine E,
produit un effet presseur similaire 2 celui produit par la BK (Kondo et al, 1979) et les
prostaglandines sont capables de moduler la reliche de transmetteurs des neurones
noradrénergiques dans le SNC et en périphérie (Regoli et Barabé, 1980; Bhoola et al., 1992).
D’autre part, il a été montré que P'infusion i.c.v. de doses supra-pressives de BK augmente la
sensibilité¢ des réflexes des barorécepteurs chez le rat éveillé (Gerken et Santos, 1992).
L’infusion i.c.v. de antagoniste sélectif pour le técepteur B,, Hoe 140, réduit 2 coutrt terme la
sensibilité des barorécepteuts chez le rat SHR, mais pas chez le rat normotendu (Lindsey et al.,
1989; Madeddu et al., 1994). L’injection i.c.v. de BK produit une augmentation de la résistance
vasculaire périphérique dans plusieuts organes (Thomas et Hiley, 1988).
Le blocage périphérique des récepteurs o;-adrénergiques avec le prazosin prévient Peffet
presseur de la BK injectée en ic.v. alots qu'un traitement périphérique avec l'aténolol
(antagoniste du récepteur B -adrénergique) reste sans effet (Qadti et al, 1999), suggérant que
Paugmentation de la pression artérielle apres Pinjection i.c.v. de BK est provoquée par une
vasoconstriction périphérique apres la libération de catécholamines (Buifiag et Takahashi, 1981;
Takahashi et Bufiag, 1981). La réponse pressive est accompagnée d’une diminution de la
fréquence cardiaque (Buccafusco et Serra, 1985 ; Qadi et al., 1999).
De plus, le prétraitement au prazosin induit un effet vasodépresseur en présence de BK; cet
effet est prévenu par le propranolol et I'ablation des médullosurrénales, suggérant la
participation d’adrénaline des médullosurrénales.
Ainsi, la réponse pressive de la BK serait due a la libération des catécholamines puis a
activation subséquente des récepteurs a-adrénergiques centraux et pétiphériques, alors que la

diminution de la fréquence cardiaque serait due a P'activation des barorécepteurs qui implique

le nerf vague.
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Dans la moelle épiniére, Pinjection intrathécale de la BK au 9° segment thoracique chez le rat
éveillé entraine une augmentation transitoire de la pression artérielle moyenne, suivie d’une
chute plus prolongée de la fréquence cardiaque (figure 12). Ces effets sont respectivement
attribués a l’activation du systéme sympatho-surrénalien et a un réflexe vagal impliquant les
fibres sensorielles de type C (Lopes et Couture, 1992).

Puisqu’un prétraitement i la capsaicine ou linjection intrathécale d’un antagoniste de la
substance P n’affecte pas leffet presseur de la BK (Lopes et Couture, 1992; Pham et Couture,
1993), la BK agirait directement sur les técepteurs B, situés sur les fibres pré-ganglionnaires
sympathiques de la colonne intermédio-latérale ou indirectement via des interneurones.

Ainsi, cet effet modulateur excitateur de la BK sur les fibres pré-ganglionnaires sympathiques
de la moelle épiniére pourrait jouer un réle physiologique dans les mécanismes de régulation de

la pression attérielle par le systéme nerveux autonome (Lopes et Couture 1992).
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Figure 12 : Effet cardiovasculaire de la BK dans la moelle épiniere.
La BK produit I'élévation de la pression artérielle par le systéme sympatho-surrénalien et la bradycardie par

un réflexe vagal.
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6.0 Les kinines centrales en physiopathologie: bases rationnelles, problématiques et
Objectifs de la thése
6.1.  Les kinines centrales et les maladies neurologiques
6.1.1. L’épilepsie temporale
L’épilepsie est un trouble neurologique qui se manifeste par des convulsions récurrentes
référant 3 une constellation compliquée de plus de 40 désordres distincts (Lees et al., 2000).
L’activité épileptiforme peut étre déctite comme un ensemble de bouffées d’activités anormales
de tres hautes fréquences dans différentes régions du cerveau (Wheal et Thomson, 1984). La
manifestation de la maladie pourrait s’apparenter 4 un déséquilibre entre excitation et inhibition
du cerveau, ne lui permettant plus d’interpréter tous signaux auditifs, visuels ou sensotiels. La
forme temporale est la plus fréquente chez Padulte. C’est une forme d’épilepsie dite partielle
qui est toujours secondaire a une pathologie de type traumatique, tumorale ou autre, résultant
d’une anormalité intrinséque des structures cérébrales du lobe temporal (d’ou son nom) et des
structures sous-jacentes, incluant le cortex temporal, 'amygdale et I'hippocampe (Pollen et
Trachtenberg, 1970; Heinemann et al, 2000). Une des hypothéses retenues est
Phypersensibilité des cellules nerveuses a l'intétieur du lobe temporal, ou des structures sous-
jacentes, aux messagers chimiques excitateurs environnants. Comme pour les autres formes
d’épilepsie, la régulation anormale de P'inhibition induite par le neuromédiateur GABA (acide y
aminobutyrique) est toujours observée. Ceci implique un déséquilibre dans le ratio des
influences excitatrices/inhibitrices qui tésulte en activités convulsives et en motifs de décharges
neuronales altérées. Ces derniers découlent de la décharge excessive des populations
additionnelles de cellules pyramidales, normalement régulées via une inhibition tonique relayée
par le GABA (Bernard et al., 2000). Toutefois, les convulsions épileptiques peuvent aussi
impliquer d’autres types cellulaites, incluant les cellules endothéliales, les micro-vaisseaux, les

astrocytes et les cellules micro-gliales (de Bock et al., 1996).
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A ce jour, peu d’études se sont penchées sur le role du systéme kallicréine-kinines dans
Pépilepsie; en particulier, dans les situations post-traumatiques ou la BK pourrait jouer un role
pro épileptique en assurant la dépolarisation neuronale (Bhoola et al., 1992). En effet, 1a Lys-
desArg’BK, le métabolite actif de la kallidine sur le récepteur B,, produit une augmentation de
la reliche du glutamate sur des échantillons d’hippocampe dans deux modéles d’épilepsie
temporale (modeles de &inaling et kainate). Ces effets sont prévenus par le R715, un antagoniste
B,, suggérant I'induction et la surexpression du récepteur B, dans le cetveau du rat épileptique
(Bregola et al,, 1999). Méme si les mécanismes qui soutiennent l'induction et la surexpression
du récepteur B, dans I'épilepsie temporale restent méconnus, plusieurs données montrent que
la généralisation des convulsions dans le modéle du kindling est accompagnée de Paltération de
plusieurs récepteurs appartenant 3 plusieurs systémes effecteurs (Albensi 2001; Yaari et Beck,
2002). De plus, étant donné que les cytokines sont impliquées dans diverses formes de
neurodégénérescence, dans les processus inflimmatoires ainsi que dans une variété d’actions
centrales (Allan et Rothwell, 2001), on peut suggérer que les cytokines sont impliquées dans
induction centrale du récepteur B,.
En effet, des changements au niveau de Pexpression des cytokines ont été montrés dans
Pépilepsie (Allan et Rothwell, 2001; Albensi, 2001; Yaari et Beck, 2002; Shandra et al, 2002), en
particulier les cytokines proinflammatoires IL-1a, IL-1f (Jankowsky et Patterson, 2001), les
facteurs TNFa et NFxB (Albensi, 2001; Shandra et al., 2002).
De plus, 'administration de I'antagoniste au récepteur de lintetleukine-1 naturel (IL-1RA)
prévient les convulsions (Vezzani et al, 2000). Ces données ouvrent une nouvelle avenue
thérapeutique étant donné que les médicaments actuellement disponibles contre I'épilepsie
controlent trés peu les convulsions.
De plus, étant donné que le systéme kallicréine-kinines influence grandement la perméabilité de

la barriere hématoencéphalique (Kamiya et al, 1993; Wagner et al, 2002; Borlongan et



63
Emerich, 2003) et que l'utilisation du LF16-0687, un antagoniste B, non peptidique, apporte
des effets bénéfiques dans le traumatisme cranien chez le rat et la souts (Zausinger et al., 2002;
Kaplanski et al., 2003; Ding-Zhou et al., 2003), on peut suggérer de nouvelles directions pour
le traitement des traumatismes criniens et des accidents cérébrovasculaires (Sobey, 2003).

Ainsi, il est approprié de connaitre la distribution et la plasticité des récepteurs des kinines dans

un modele d’épilepsie temporale

6.1.1.1. Problématiques 1

1- Toutes les composantes du systeme kallicréine-kinines sont présentes dans le systéme
nerveux central.

2- Dans un modéele de rat épileptique (kindling), une réponse excitatrice favorisant la
reliche du glutamate dans ’hippocampe, attribuable 4 la surexpression du récepteur B, a été
rapportée. Or le glutamate est 'un des neurotransmetteurs excitateurs associés a ’épilepsie.

3- A ce jour, il n’existe aucune distribution détaillée des récepteurs B, et B, des kinines

dans le systeme nerveux central du rat normal ou épileptique.

6.1.1.2. Objectifs 1

(1) Etablir la distribution des récepteurs B, et B, des kinines dans le cerveau et la moelle
épiniére du rat normal. (2) Etudier les altérations possibles de ces récepteurs dans I’épilepsie et
voir si le kindling chez le rat peut constituer un modéle d’étude du récepteur B, central.

Approche expérimentale: Autoradiographie quantitative sur le cerveau et la moelle épiniére

de rats témoins et épileptiques (modéle &indling).

Cette étude a fait Pobjet d’une publication qui est présentée au CHAPITRE II: Ongali, B.,

Campos M.M,, Bregola, G., Rodi, D., Regoli D., Thibault, G., Simonato, M. and Couture, R
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(2003). Autoradiographic analysis of rat brain kinin B, and B, receptors: normal distribution

and alterations induced by epilepsy. Journal of Comparative Neurology 461:506-519

6.2.  Les kinines centrales et les maladies aux incidences cardiovasculaires

6.2.1. L’hypertension artérielle

Les kinines contribuent aux effets cardio et néphro-protecteurs des IEC dans le traitement des
maladies cardiovasculaires (Linz et al., 1995). En effet, il est connu que les IEC, efficaces dans
le traitement de Phypertension artérielle chez Phomme (Couture et Girolami, 2004; Tom, et al.,
2003; Hemandez-Hernandez et al., 2002), potentialisent Peffet des kinines en prévenant leur
dégradation mais aussi en altérant Pexpression de leurs récepteurs par des mécanismes non
encore totalement élucidés. A cet égard, la surexpression du récepteur B, a été rapportée dans
les vaisseaux de lapin (Nwator et Whalley, 1989; Whalley et Nwator, 1989), dans ceux des rats
normotendus/hypertendus et des soutis normales et KOB, (Marin-Castatio et al., 2002; Dugay
et al., 2004) en présence des IEC. Bien que ce phénomeéne demeure controversé (Marceau et
al,, 1999), le récepteur B, semble contribuer a Peffet hypotenseur des IEC chez le rat et
Phomme (Ignjatovic et al., 2002).

Or, une hypersensibilité des réponses cardiovasculaires a la BK administrée par voie
intrathécale et correlée a la surexpression des récepteurs B, dans la moelle épiniére du rat SHR
a été montrée (Cloutier et al., 2002). Cette hypersensibilité centrale aux kinines observée aussi
au niveau supraspinal chez les rats SHR (Cloutier et al., 2002; 2004) ouvre un nouvel aspect
dans la compréhension de la participation des kinines dans les effets des IEC et bloqueurs AT1
utilisés pour traiter hypertension artérielle. Les IEC et les bloqueurs AT1, relativement
lipophiliques, passent la barriére hématoencéphalique (Ranadive et al., 1992; Cushman et al,,
1995) et pourraient moduler Pexpression des récepteurs des kinines (Marin-Castafio et al.,

2002) ou potentialiser les effets centraux des kinines. Il existe donc un paradoxe a élucider dans
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les effets centraux et périphériques de ces médicaments anti-hypertenseurs sur le systéme des
kinines. D’ou I'importance de comprendre: (1) Si la surexpression des récepteurs B, dans la
moelle épiniére du rat SHR est secondaite ou pas i Phypertension artérelle. (2) Si les IEC
modulent Pexpression des récepteurs centraux des kinines comme en périphérie. (3) Si une
modulation de P'expression des récepteurs centraux des kinines par les IEC entrave leurs effets
bénéfiques. Autant de questions cruciales que I'on se doit d’aborder pour comprendre

Pimplication des kinines centrales dans I’hypertension artérielle.

6.2.1.1. Problématiques 2

1- En périphérie, les effets bénéfiques des IEC sont en partie assurés par linhibition du
métabolisme des kinines, lesquelles produisent des vasodilatations et une diminution de la
pression artérielle via le récepteur B,.

2- Le récepteur B, est surexprimé dans la moelle épiniére du rat hypertendu (SHR) et son
activation entraine des effets presseurs trés importants.

3- Les IEC potentialisent les effets des kinines par un mécanisme qui favorise la
surexpression des récepteurs B, et B,, lesquels participent aux effets bénéfiques des IEC

4 Bien que vasodilatatrices en périphétie, les kinines centrales sont vasopressives.

6.2.1.2. Objectifs 2

Déterminer si (1) la surexpression des récepteurs B, des kinines dans la moelle épiniére du rat
SHR est secondaire a ’hypertension artérielle; (2) les traitements chroniques aux IEC peuvent
réguler 'expression des récepteurs B, et B, spinaux comme c’est le cas en périphérie.

Approche méthodologique : Autoradiographie quantitative sur les moelles épiniéres de rats

WKY et SHR non traités ou traités aux IEC ou au losartan (bloqueur AT1).
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Cette étude a fait Pobjet d’une publication qui est présentée au CHAPITRE III : Ongali, B.,
Buck De Sousa, H., Cloutier, F., Legault, F., Regoli, D., Lambert , C., Thibault, G., Couture, R.
(2003) Chronic effects of angiotensin-converting enzyme inhibition on kinin receptor binding

sites in the rat spinal cord. Am ] Physiol Heart Circ Physiol.284:H1949-H1958

6.2.2. Le diabéte

Une corrélation significative entre la présence du diabéte, sa durée et le déficit des
petformances cognitives a été montrée chez des femmes atteintes de diabéte (Pellerin et al.,
1998). Ceci suggére que le SNC est aussi bien exposé aux hyperglycémies marquées que les
organes en périphérie (Jacob et al., 2002) et quil serait également susceptible d’étre affecté par
le diabéte (Di Mario et al., 1995; Mooradian 1997). Chez le rat diabétique-STZ, Pactivation
spinale du récepteur B, cause des augmentations de la pression artérielle et de la fréquence
cardiaque ainsi quune réponse hyperalgésique. Ces réponses sont absentes chez les rats
témoins (Cloutier et Couture, 2000). L’administration d’un antagoniste B, ou NK, (récepteur 2
la substance P) ou d’un inhibiteur de la NOS (L-NNA), des prostaglandines (indométhacine)
ou de la cyclo-oxygénase 2 (L745337) inhibe Phyperalgésie (Couture et al., 2001). Ces données
suggerent qu'au cours du diabéte, le récepteur B, central peut jouer un réle délétére et qu’il
peut également constituer une cible thérapeutique.

En effet, la souris diabétique-STZ manifeste une hyperalgésie 3 des stimuli nociceptifs
thermiques. Cet effet est potentialisé par I'administration de desArg’BK (agoniste B,).
L’administration subséquente d’antagonistes B,, en présence ou non de la desArg’BK, inhibe
cette hyperalgésie (Gabra et Sirois, 2003).

De plus, les antagonistes B, réduisent significativement I'augmentation de la perméabilité
vasculaire dans plusieurs organes périphériques causée par la surexpression du récepteur B,

chez la souris diabétique STZ (Simard et al., 2002). L’inhibition du récepteur B, normalise la
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glycémie ainsi que les fonctions rénales chez la souris diabétique (Zuccollo et al., 1996, 1999).
Etant donné ces différentes relations entre I'hyperglycémie, le diabéte et induction du
récepteur By, il devient important et pertinent d’étudier ce récepteur dans les complications du
diabéte tels Phyperalgésie, la neuropathie, la rétinopathie, la néphropathie et I'atteinte vasculaire
(Wautier et al.,, 1996; Gabra et Sirois 2003; Abdouh et al., 2003).
Malgré la surexpression marquée du récepteur B, dans plusieurs tissus du rat STZ-diabétique
(Cloutier et Couture, 2000; Couture et al., 2001; Vianna et al., 2003; Abdouh et al., 2003), sa

surexpression centrale telle que suggérée dans les études fonctionnelles demande 2 étre validée

au niveau moléculaire et anatomique.

6.2.2.1. Problématiques 3

1- L’hyperglycémie chronique augmente les niveaux de glucose dans le systéme nerveux
central; un facteur pouvant participer aux complications de cette pathologie.

2- La production des AGES au cours du diabéte favorise l'induction et la surexpression
des récepteurs B, des kinines, lesquels sont retrouvés en abondance dans plusieurs tissus des
rats diabétiques traités 4 la streptozotocine (STZ).

3- D’injection intrathécale de I'agoniste du récepteur B, cause des élévations de la pression

artérielle et de la fréquence cardiaque ainsi qu’une réponse hyperalgésique 4 un stimulus

thermique nociceptif chez le rat STZ.

6.2.2.2 Objectifs 3

Fournir des données anatomiques et moléculaires qui appuient les résultats fonctionnels

suggérant 'induction et la surexpression du récepteur B, dans la moelle épiniére du rat STZ-
uge P P 1 P

diabétique.
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Approches expérimentales: Autoradiographie quantitative et hybridation in sitn sur la moelle

épiniére de rats témoins et diabétiques.

Cette étude 2 fait I'objet d’'une publication qui est présentée au CHAPITRE IV : Brice Ongali,
Maria Martha Campos, Mihai Petcu, Donata Rodi, Frank Cloutier, Jean-Guy Chabot, Gaetan
Thibault & Réjean Couture (2004). Expression of kinin B, receptors in the spinal cord of

streptozotocin-diabetic rat. NeuroReport, 15: 2463-2466
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Abbreviations

ACnu accumbens nucleus

Amy amygdala

BXK bradykinin

BSA bovine serum albumin

CA1 CA1 field of Ammon’s homn
CA2 CA2 field of Ammon’s horn
CA3 CA3 field of Ammon’s horn
Cer cetebellum

Cg cingulate cortex

CG central gray

Cla claustrum

Coll colliculus

CPu caudate putamen

DG dentate gyrus

DRnu dorsal raphe nucleus

Ent entorhinal cortex

Fr frontal cortex

HPP- 3-4 hydroxyphenyl-propionyl-desAtg9-D-Arg®-[Hyp3, Thi5,
des Arg10- D-Tic7, Oic8]-BK
Hoe 140 HPP-Hoe 140 3-4 hydroxyphenyl-propionyl-D-Arg®-[Hyp3, Thi5, D-Tic7,
Oic8]-BK

Hyp hypothalamus

ICP inferior cerebellar peduncles



IL-1 intetleukin-1p

I0 inferior olive

IPn interpeduncular nucleus

LSnu lateral septal nucleus

mGluR metabotropic glutamate receptor
MGnu marginal geniculate nucleus
MPnu median preoptic nucleus

MVnu mediovestibular nucleus

NF-KB transcriptional nuclear factor KB
Oc occipital cortex

Peri/Pir perirhinal and piriform cortex

PIPES piperazine-N,N_-bis[2-ethanesulfonic-acid]

Py pyramidal tract

SHnu septohippocampal nucleus
SN substantia nigra

SP5 spinal trigeminal nucleus

S subiculum

Temp/Par temporal and parietal cortices

Thal thalamus
TNFua tumor necrosis factor-o

VTa ventral tegmental area
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ABSTRACT
Kindling-induced seizures constitute an experimental model of human temporal lobe epilepsy
that is associated with changes in the expression of several inflammatoty proteins and/or their
receptors in distinct brain regions. In the present study, alterations of kinin receptors in the
brain of amygdaloid-kindled rats were assessed by means of in vitro autoradiography, using
(*1)-3-4 hydroxyphenyl-propionyl-desArg’-D-Arg®-[Hyp’, Thi’, D-Tic’, Oic’|-bradykinin B,
receptors) and [*I}-3-4 hydroxyphenyl-propionyl-D-Atg - [Hyp®, Thi’, D-Tic’, Oic’]-
bradykinin (B, receptors) as ligands. Results demonstrate that B, receptors are widely
distributed throughout the brain of control rats. The highest densities were observed in lateral
septal nucleus, median preoptic nucleus, dentate gyrus, amygdala, spinal trigeminal nucleus,
mediovestibular nucleus, inferior cerebellar peduncles, and in most of cortical regions (0.81—
1.4 fmol/mg tissue). In contrast, very low densities of B, receptors were detected in all
analyzed areas from control rats (0.18-0.26 fmol/mg tissue). When assessed in kindled rats,
specific binding sites for B, receptors wete significantly decreased (41 to 76%) in vatious brain
areas. Conversely, B, receptor binding sites were markedly increased in kindled rats, especially
in hippocampus (CA2 _ CA1 _ CA3), Amy and entorhinal, peririnal/piriform, and occipital
cortices (152-258%). Data show for the first time that kindling-induced epilepsy results in a
significant decline of B, receptor binding sites, accompanied by a striking increase of B,
receptor labeling in the rat brain. An altered balance between B, and B, receptor populations

may play a pivotal role in the onset and/or maintenance of epilepsy.
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INTRODUCTION
The group of peptides generically named kinins are involved in a variety of biological
functions, including the control of blood pressure, contraction and relaxation of smooth
muscles, inflammatory responses, pain, and hyperalgesia (Regoli and Barabe’, 1980; Bhoola et
al,, 1992; Couture et al., 2001; Kaplan et al., 2002). Kinins act through the activation of two G-
protein coupled receptors denoted as B, and B,. Both receptors have been cloned in several
animal species and in man (Matceau et al., 1998; Couture and Lindsey, 2000). B, receptors are
widely distributed in the periphery, being described as constitutive entities responsible for most
biological effects of kinins. Convetsely, B, receptor expression is limited under normal
conditions but can be induced and up-regulated in specific situations, mainly associated with
inflammatory states and dependent on activation of the cytokine network (reviewed by
Marceau et al., 1998; Couture et al., 2001). In the perphery, B, and B, receptors have been
associated with the onset and development of several pathologic conditions, including asthma,
arthritis, diabetes, and cardiovascular diseases (Linz et al., 1999; Kaplan et al., 2002). However,
only a few studies have reported a putative role for kinin receptors in neurologic disorders. An
up-regulation of B, receptors has been reported in human medulla from hypertensive and
diabetic donors (De Sousa Buck et al., 2002) and in the spinal cord (Cloutier et al., 2002) and
hypothalamus (Qadsi et al, 2002) of spontaneously hypertensive rats. Motreover, a recent
pharmacologic study has demonstrated
that glutamate overflow was significantly increased by B, receptor stimulation in cortical and
hippocampal slices taken from kainate-treated and, even more so, from kindled rats, two
models of temporal lobe epilepsy (Bregola et al, 1999). Plastic changes affecting kinin
receptors may be relevant in the physiopathology of seizures and epilepsy, because they
mediate excitatory effects in the central and peripheral nervous system (Matceau et al., 1998;

Couture and Lindsey, 2000). The observation of B, receptor-mediated excitatory effects in a
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chronic (kindling), more than in an acute (kainate), model of epilepsy suggests that they do not
merely depend on seizure severity and/or duration, but may contribute to the epileptic
condition of latent hyperexcitability.

Despite this functional evidence, however, no study has demonstrated the presence of B,
receptors nor the possibility that B, receptors can be affected in epileptic brains. Thus, the
present work aimed at studying the distribution of B, and B, receptors in the whole brain and

spinal cord of kindled rats, and at directly examining possible changes in the density of these

receptors when compared with sham-stimulated control rats.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and materials

HPP-des-Arg10-Hoe 140 (3-4 hydroxyphenyl-propionyldesArg9-D-Arg®-[Hyp3, Thi5, D-Tic7,
Oic8]-bradykinin {BK]) and HPP-Hoe 140 (3-4 hydroxyphenyl-propionyl-DArg®-[Hyp3, Thi5,
D-Tic7, Oic8]-BK) were developed from the selective B, receptor antagonist desArg'*-Hoe
140 (Wirth et al., 1991) and the B, receptor antagonist Hoe 140 or Icatibant (Hock et al., 1991),
respectively. They were synthesized in the laboratory of D. Regoli (Department of
Pharmacology, Universite” de Sherbrooke, Canada). Autoradiographic [*I-]-labeled
microscales (20 um) and Kodak Scientific imaging film BIOMAX MS (doublecoated, 24 x 30
cm) were purchased from Amersham Pharmacia Biotech Canada. Bacitracin, bovine serum
albumin (BSA; protease-free), captopril, dithiothreitol (DTT), magnesium chloride, piperazine-
IN,N_-bis[2-ethanesulfonic-acid] (PIPES), 1,10-phenanthroline were purchased from Sigma-

Aldrich, Canada.
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Peptide iodination
Iodination of HPP-desArg">-Hoe 140 and HPP-Hoe 140 was performed according to the
chloramine T method (Hunter and Greenwood, 1962). Briefly, 5 pg of peptide wete incubated
in 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4) for 30 seconds in the presence of 0.5 mCi (18.5 MBq) of
Na'*T and 220 nmol of chloramine T in a total volume of 85 pl. The monoiodinated peptide
was then immediately purified by high pressure liquid chromatography on a C4 Vydac column
(0.4 x 250 mm; The Separations Group, Hesperia, CA) with 0.1% trifluoroacetic acid and

acetonitrile as mobile phases. The specific activity of the iodinated peptides corresponds to

2,000 cpm/fmol or 1,212 Ci/mmol.

Animals

Male Sprague-Dawley rats (300-350 g; n = 8; Stefano Morini, Reggio Emilia, Italy) were kept
in controlled room temperature (22-24°C) and humidity (55-65%), with free access to food
and water and maintained under a 12 hours:12 hours light-dark cycle (lights on 7:00 AM). The
experiments were carried out in accordance with European and Canadian Council on Animal
Care and approved by the Animal Care Committee of our Universities. All efforts have been

made to keep at a minimum the number of animals used and their level of suffering.

Kindling model of epilepsy

Kindling was performed according to the method desctibed previously (Bregola et al., 1999).
Briefly, a twisted bipolar electrode was implanted into the right amygdale (coordinates: 4.8 mm
lateral and 0.8 mm postetior to bregma; 8.3 mm deep from dura) under ketamine (100

mg/kg) anesthesia. Thereafter, animals wete allowed to recover for 7 days and then stimulated

once a day with a single 1-second train of bipolar pulses (1 msec, 60 Hz, 25% above after-
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discharge threshold). For every animal, behaviour and the duration of after-discharge measured
in the right amygdala were recorded after each stimulation.

Kindling criteria, i.e., three consecutive class 4 (forelimb clonus and rearing) or five (rearing
and falling) seizures were reached after 18 * 2 stimulations (staging according to Racine, 1972;
for review, see Coulter et al., 2002). Rats were killed 7 days after the last stimulation. Age-
matched control rats have been submitted to the same surgical procedure (including the

electrode implantation) and daily handling, but they were not electrically stimulated

(shamstimulated group).

Tissue preparation

After killing under light diethyl ether anesthesia, rats were decapitated and brains and spinal
cords were immediately removed, frozen in 2-methyl butane cooled at -45 to -55°C in a bath
of dry ice, and then stored at -80°C until use. Matched whole brains or spinal cords were
mounted together (two brains or four spinal cotds per gelatin block) and setially cut into 20pm
thick sections on a cryostat with temperature varying between -10 to -12°C. Adjacent sections
were taken for experiments by using B, and B, receptor ligands and alternatively thawmounted
on 0.2% gelatin/0.033% chromium potassium sulfate—coated slides and stored at -80°C. Sets
of three slides were used for total binding and sets of two slides for nonspecific binding.
Approximately 500 slides with three sections each were obtained per block, giving a total of

1,000 slides (3,000 sections) per group of control and kindled rats.
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Quantitative autoradiography
B, and B, receptor autoradiography was performed according to the procedures described
earlier (Murone et al., 1997; De Sousa Buck et al., 2002; Cloutier et al., 2002). Sections were
thawed at room temperature and preincubated for 30 seconds in 25 mM PIPES buffer (pH
7.4; 4°C). Thereafter, slides were incubated for 90 minutes at room temperature in 25 mM
PIPES buffer containing: 1 mM 1,10-phenanthroline, 1 mM DTT, 0.014% bacitracin, 0.1
mM captopril, 0.2% BSA (protease-free), and 7.5 mM magnesium chloride in the presence of
150 pM [*I|HPPdesArg10-Hoe 140 (for B, receptor) or 200 pM [*IJHPPHoe 140 (for B,
receptor). The nonspecific binding was determined in the presence of 1 WM of unlabeled
ligands (HPP-desArgl0-Hoe 140 for B, receptor and HPP-Hoe 140 for B, receptot). To
ascertain the specificity of the labelled B, radioligand, the same concentration of unlabeled B,
ligand was added to the solution. Likewise, the same concentration of the unlabeled B, ligand
was added to the labeled B, ligand solution. The concentrations of radioligands were chosen
based on previous studies (Murone et al., 1997; Cloutier et al., 2002) and on pilot experiments.
At the end of the incubation period, slides were transferred sequentially through four rinses of
4 minutes each in 25 mM PIPES (pH 7.4; 4°C) and dipped for 15 seconds in distilled water
(4°C) to remove the excess salts and air-dried. Kodak Scientific Imaging Films BIOMAX MS
were juxtaposed onto the slides in the presence of '®I-labeled microscales and exposed at
room temperature for 3 days (B, ligand) or 2 days (B, ligand). Densitometric readings were
petformed with an image analysis system (MCID, Imaging Research, Ontario, Canada). A
standard curve from 125I-labeled microscales was used to convert density levels into
fentomoles per milligram of tissue (fmol/mg tissue). Specific binding was determined by
subtracting superimposed digitalized images of non-specific labeling from total binding. The

number of replicates analyzed for each brain region was a minimum of three per animal. The
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anatomic structures accompanied by their nomenclature are adapted from the atlas of Paxinos

and Watson (1998) and are shown in Figure 1.

Statistical analysis

The results are presented as the mean * SE mean of four animals per group. Statistical
comparison of the data was performed with Graph-Pad Prism computer program using
Student’s unpaired 7 test. All P values less than 0.05 were considered to be statistically

significant.

The percentages of decrease (B, receptors) or increase (B, receptors) of receptor densities are

reported as the mean + SE mean of percentage obtained from each animal.

RESULTS

Autoradiographic localization and cotresponding specific binding values for kinin B, and B,
receptors in shamstimulated and kindled rats are illustrated in Figutres 2 to 10 and desctibed in
detail subsequently. It is worth noting that whatever the analyzed atea, B, and B, receptor
binding sites were not significantly different in both brain hemispheres, ipsi- and contralateral
to the electrode implantation; thus, data from both hemispheres were pooled

for sham-stimulated control and kindled rats (Figs. 2, 3).

B, teceptor distribution

When analyzed in sham-stimulated control animals, B, receptor binding sites were observed
throughout various regions of the brain. Specific labeling for B, receptors in forebrain areas
presented moderate levels (ranging between 0.55 * 0.03 and 0.87 * 0.08 fmol/mg tissue) and
included amygdala (Amy) > lateral septal nucleus (LSnu) > median preoptic nucleus (MPnu)

claustrum > caudate putamen (CPu) > accumbens nucleus (ACnu; Fig. 4). B, receptor-specific
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binding sites, with densities varying between 0.52 * 0.12 and 0.72 * 0.14 fmol/mg tissue,
were also observed at the midbrain level in the following areas: superior and inferior colliculus
> dorsal raphe nucleus (DRnu) > central gray (CG) and related areas (Fig. 5). Results of Figure
6 show that, in sham-stimulated rats, B, receptors were found distinctly distributed in
hippocampal structures such as DG fields CA1, CA2, and CA3 (values ranging from 0.49 +
0.04 to 0.99 £ 0.07 fmol/mg tissue). Moderate B, receptor-specific binding sites were found
in the hypothalamus (0.68 * 0.07 fmol/mg tissue) and the thalamus (0.64 *+ 0.08 fmol/mg
tissue) (Fig. 7). The highest values for B, receptot-specific binding were found at the hindbrain
level of control rats (0.74 + 0.10 to 1.36 + 0.11 fmol/mg tissue) and included SP5
mediovestibular nucleus (MVnu) > inferior cerebellar peduncles
(ICP) > inferior olive (I0) > pyramidal tract (Py) (Fig. 8). The exception in the hindbrain was
the molecular layer of cerebellum, which showed moderate levels of B, receptor labeling (0.51
* 0.11 fmol/mg tissue) (Fig. 7). Finally, B, receptor-specific binding sites were seen in
cingulate cortex (Cg) _ perithinal and piriform cortex (Peti/Pir) > frontal cortex (Fr) >
temporal and parietal cortices (Temp/par) > occipital cortex (Oc) > entorhinal (Ent) cetebral
cortices, with densities of 0.60 + 0.05 to 0.86 % 0.09 fmol/mg tissue (Fig. 9). When measured
in kindled rats, densities of B, receptor-specific binding were significantly reduced in many
regions of the brain in comparison to shamstimulated animals. The dectease in B, receptor
labelling ranged between 41 5% and 76 * 6%, and the greatest reductions (70% of decrease)
were observed in claustrum, LSnu, ICP, and IO (Table 1; Figs. 4-9). Many other
regions presented reductions of more than 50% of specific B, receptor binding, in particular
Amy, ACnu, CPu, MPnu, DG, hypothalamus, thalamus, superiot and infetiot colliculus, Mvnu,
Py, SP5, and all cortical regions.

Although reduced in kindled rats, B, receptor labelling was not significantly different from that

observed in sham-stimulated animals when assessed in CG and related
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areas, DRnu, and in the molecular layer of cerebellum (Table 1; Figs. 4-9). B, receptor binding
sites were observed in various structures of the cervical, thoracic, and lumbar spinal cord gray
matter, such as laminae I, II, III, and X (values ranging between 11.10 * 0.50 and 18.84 *+ 1.10
fmol/mg tissue) of sham-stimulated control rats. The density and distribution of B, receptot-
specific binding sites were not significantly different from the same spinal cord laminae of

kindled rats (values ranging from 10.48 * 0.22 to 19.96 + 0.60 fmol/mg tissue) (Fig. 10A,B).

B, receptor distribution

With respect to kinin B, receptors, low density values were seen throughout the brain of sham-
stimulated control rats (0.19 £ 0.001 to 0.26 * 0.04 fmol/mg tissue). On the other hand, when
analyzed in kindled animals, densities of B, receptor binding sites were dramatically in-creased
compared with sham-stimulated animals. The most striking increases wete observed in all
structures associated with amygdaloid stimulation, including hippocampal atreas (fields CA1,
CA2, and CA3), Amy and Ent, Peri/Pir, and Oc cortices (152 to 258% of increases; Table 1;
Figs. 4-6, 9). The highest density values wete obtained in Amy (0.66 + 0.07 fmol/mg tissue),
Peri/Pir cortex (0.61 £ 0.06 fmol/mg tissue), and CA2 field of hippocampus (0.55 £ 0.06
fmol/mg tissue) of epileptic rats. Increases of more than 100% in B, receptor binding sites
were still observed in other regions, such as DG, hypothalamus, CG and related areas, superior
and inferior colliculus, DRnu, and substantia nigra (Table 1; Figs. 5-7). In addition, some
hindbrain areas, including interpeduncular nucleus (IPn), MGnu, and subiculum (S; Fig. 8), and
also Temp/Par cortices (Fig. 9) presented increases of more than 100% in B, receptor binding
sites. Moderate increases in B, receptor binding sites were obsetved in ACnu and CPu
(forebrain, Fig. 4) and thalamus and ventral tegmental area (VTa; midbrain, Figs. 5, 7) of
epileptic rats. When evaluated at some other brain structures, such as SHnu, Cg, and Fr, and

molecular layer of cerebellum, no significant differences were noticed in densities of B,
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receptor between kindled and sham-stimulated animals. In the spinal cord, B, receptor-specific

binding sites were undetectable when analyzed in either sham-stimulated or epileptic rats (data

not shown).

DISCUSSION

The main finding of the present study is that kindling epileptogenesis is associated with
marked changes in kinin receptor densities. Furthermore, to the best of our knowledge, this is
the first study providing a complete autoradiographic mapping of B, receptor distribution in
the rat brain. When measured in epileptic (kindled) rats, B, receptor binding sites were found
to be significantly reduced in several brain areas in comparison with shamstimulated control
animals. In contrast, B, receptor densities were markedly increased in various brain regions,
notably those related to the electrical amygdaloid stimulation.

Kinin B, and B, receptors densities were not significantly altered in the cerebellum and spinal
cord of kindled compared with control rats. Kindling represents a chronic experimental model
of temporal lobe epilepsy where the repeated application of an initially subconvulsive electrical
stimulus results in a progressive increase of the evoked seizures, culminating with the
development of generalized tonic—clonic convulsions. It has been largely described that these
events are accompanied by alterations in several receptor—effector systems (Albensi, 2001;
Allan and Rothwell, 2002; Yaari and Beck, 2002). One could suggest that kinins and their
receptots are associated with the epileptogenesis, i.e., with the transition from a normal to an
epileptic brain. This hypothesis was originally put forward by demonstrating a marked increase
of B, receptor-mediated glutamate release in hippocampal and cortical slices obtained from
kindled rats (Bregola et al,, 1999). The present study shows the effects of kindling-induced

epilepsy on the plasticity of kinin receptors throughout the whole rat brain.
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Distribution of B, receptors
Previous studies have reported the laminar distribution of B, receptor binding sites and
immunoreactivity in major segments of the rat and guinea pig spinal cord (Lopes et al., 1993,
1995; Couture and Lindsey, 2000; Cloutier et al., 2002). However, as stated above, the present
study is the first quantitative distribution of B, receptors in the rat brain. The present data
reveal a widespread B, receptor distribution, including the forebrain (accumbens nucleus,
caudate putamen, lateral septal nucleus, median preoptic nucleus, claustrum, amygdala),
hippocampus (CA1, CA2, and CA3 fields of Ammon’s horn, dentate gyrus), hypothalamus,
thalamus, midbrain (central gray, colliculus, dorsal raphe nucleus), cerebellum, hindbrain
(inferior cerebellar peduncles, inferior olive, mediovestibular nucleus, pyramidal tract, spinal
trigeminal nucleus), and all cortical tegions. This finding is consistent with the ubiquitous
cellular distribution of B, receptor immunoreactivity in Fischer 344 rat brain (Chen et al., 2000)
and with the autoradiographic distribution of B, receptors (also using [“IJHPP-Hoe 140)
previously reported throughout motor, sensory, and autonomic areas of the sheep and guinea
pig brain (Murone et al., 1996, 1997), and of the human medulla (De Sousa Buck et al., 2002).
The recent study of Chen et al. (2000) revealed that virtually 100% of the B, receptor-
immunoreactive positive cells were neurons and that no labeling was seen in astrocytes or
blood vessels in any brain region examined. Such a wide cetebral distribution of B, receptors
suggests that kinins are likely mediators of several neuronal pathways associated with the

control of motor, sensory, behavioral, autonomic, and neuroendocrine functions.

Opposite regulation of B, and B, receptors
We show here that kindling epileptogenesis is associated with dramatic plastic changes in kinin
receptor representation in critical brain areas. These changes involve the two kinin receptors in

an opposite manner and consist of a significant reduction in B, and a marked increase in B,
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receptor binding sites. These observations are in line with data obtained in peripheral
preparations supporting the notion that, contrary to B, receptors, B, receptors are normally
not expressed under physiological conditions, but they are induced and up-regulated in
pathologic states associated with infection or inflaimmation (for review, see Marceau et al.,
1998; Couture et al,, 2001). Consistent with the low expression of B, receptors in healthy
animals, the present study shows very low densities of kinin B, receptor binding sites in several
regions of the brain from control rats. We can rule out the possibility that B, receptor binding
sites are reduced because of neuronal damage on the basis of two arguments: (1) it was shown
that amygdaloid kindling is not associated with massive neuronal cell degeneration (Tuunanen
and Pitkanen, 2000; Mclntyre et al, 2002), and (2) several brain areas displaying a
downregulation of B, receptors (such as ACnu, CPu, Amy, CG, colliculus, DRnu, fields CA1,
CA2, and CA3 of hippocampus, DG, and most of cottical regions) showed a parallel, marked
up-regulation of B, receptors. Howevet, it is worth mentioning that other brain regions, devoid
of detectable B, receptors (such as LSnu, claustrum, MPnu, ICP, 10, MVnu, Py, and SP5),
displayed a decrease of B, receptor binding sites. Conversely, other brain regions (substantia
nigra [SN], VTa, IPn, MGnu, and S) displaying undetectable or very low levels of B, teceptors
showed a significant increase of B, receptor binding sites. Hence, the down-regulation of B,
receptors and the up-regulation of B, receptors do not seem to require the presence of both
receptors in the same area. A similar balance between the two populatons of kinin receptors
has been described in other paradigms. It was shown that a subacute treatment with
lipopolysaccharide from Escherichia coli induces an up-regulation of B, receptor-mediated
edematogenic response, associated with a significant dectease of B, receptot-induced edema in
the rat paw (Campos et al., 1996). Likewise, Phagoo et al. (1999) have teported the occutrence
of a downregulation of B, receptors associated with B, receptots up-regulation after treatment

of human lung fibroblasts with BK. The studies described above were performed in acute ot
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subacute peripheral models, while we repott here that similar changes also occur in a chronic
neuropathology. This new notion is in line with recent studies indicating that targeted
distuption of the B, receptor gene results in the up-regulation of B, receptors in renal, cardiac,
skeletal muscle, and adipose tissues of adult mice (Duka et al., 2001a,b; Marin-Castafio et al.,
2002). Thus, plastic changes in kinin receptors can occur under chronic pathologic conditions.
Comparable effects were demonstrated for neuropeptide Y receptors after induction of
kindling, where a reduction of Y1 receptors was associated with an increase of Y2 receptors in
the granular layer of the dentate gyrus (Gobbi et al., 1998). Induction of kindling in rats has
also been correlated with a down-regulation of adenosine A1 receptors in the CA2 and CA3
fields of the hippocampal formation (Ochiishi et al, 1999) and with an up-regulation of
cortical N-methyl-D-aspartate receptor 1 (Kikuchi et al., 2000) and hippocampal metabotropic
glutamate receptor (mGluR) 1 or mGluR2/3 receptors (Aronica et al., 2000; Blumcke et al.,
2000). Despite this evidence, no comparable phenomenon was yet demonstrated with kinin

receptors, either acutely or chronically in the central nervous system (Couture and Lindsey,

2000).

Putative mechanisms underlying B, receptors up-regulation

Although it seems plausible that B, receptor downregulation may be agonist-induced, ie.,
depend on an increased bradykinin signal (Phagoo et al., 1999), several putative mechanisms
may contribute to the up-regulation of B, receptors after kindling stimulation. As discussed
eatlier, B, receptor expression is mainly associated with inflammatory conditions. This process
has been characterized in various systems, and it seems to be secondary to the production of
proinflammatory cytokines, especially interleukin (IL)-18 and tumor necrosis factor (TNF)a
(Marceau et al.,, 1998; Couture et al.,, 2001). A rapid upregulation of several proinflimmatory

cytokines (such as IL-1f and TNFu«), as well as their receptors, has been obsetved in epilepsy



P

Y

86
models, including kindling (Vezzani et al., 1999; De Simoni et al., 2000; Plata-Salaman et al.,
2000; Jankowsky and Patterson, 2001, Shandra et al., 2002). Furthermote, it has been
demonstrated that the administration of IL-1B or TNF« causes an exacerbation of seizures,
whereas treatment with the natural intetleukin receptor antagonist (IL-RA) prevents the
occurrence of convulsions (Vezzani et al, 2000, 2002). Finally, recent data have shown a
polymorphism of IL-1f gene in patients with temporal lobe epilepsy and hippocampal sclerosis
(Kanemoto et al., 2000). Another possible mechanism for B, receptor upregulation may be the
activation of transcriptional factors, especially transcriptional nuclear factor KB (NF-KB;
Marceau et al,, 1998; Couture et al., 2001). This possibility is congruent with the presence of a
binding site for NF-KB in the promoter region of B, receptor gene (Ni et al., 1998; Yang et al.,
1998) and with the inhibition of B, receptor induction by selective blockets of the NF-KB
pathway (Schanstra et al., 1998; Campos et al., 1999; Medeiros et al., 2001; Saboutin et al.,
2002). Interestingly, kindling causes the activation of transcriptional factors in the brain, in
particular several animal models have demonstrated the involvement of NF-KB in seizure
activity, secondary to the stimulation of astrocytes by proinflammatory cytokines (Lerner-
Natoli et al., 2000; Albensi, 2001; Allan and Rothwell, 2002). Data obtained in sham-stimulated
rats extend the notion that B, receptors are constitutive and related to the physiological
component of kinin responses (Couture and Lindsey, 2000). Hence, the down-regulation of B,
receptors together with the up-regulation of B, receptors observed in kindled rats suggests an
involvement of the kinin system in the mechanism of development and/or maintenance of
kindling hyperexcitability. The upregulation of B, receptors in the kindled hippocampus has
been linked to increased release of glutamate, i.e., to increased excitability (Bregola et al., 1999).

However, the functional implications of B, receptor down-regulation remain to be

investigated.



PN

87

CONCLUSION

The present study confirms and extends functional data indicating that brain kinin B, receptors
are up-regulated in amygdaloid-kindled rats (Bregola et al, 1999), demonstrating marked
increases of B, receptor-specific binding sites in many critical areas of the kindled rat brain.
Furthermore, our data show for the first time that B, receptors induction is associated with a
significant decrease of B, receptor binding sites in many brain areas. It is plausible that the
opposite regulation of kinin receptors after kindling-induced seizures play a role in the
physiopathology of epilepsy. However, because both B, and B, receptors appear to exert
primary excitatory effects on neurons (Bhoola et al., 1992; Couture and Lindsey, 2000), the
functional consequences of the present obsetrvations must be explored to define the net
consequences of B, receptor up-regulation and B, receptor down-regulation in cell populations
directly involved in the development of temporal lobe epilepsy. In this respect
(epileptogenesis), further studies are also required to examine the time-course and the extent of
the changes we observed. It should be noticed that we have studied here only the fully kindled
situation, i.e., one in which animals respond to stimulation with a generalized, tonic—clonic
seizure: analysis of the changes occurring at earlier stages of kindling development, when
seizures are still partial, are required to validate the hypothesis that the changes observed
correlate with epileptogenesis. Finally, tools are available to challenge both pharmacologically
(using B, and B, receptor antagonists) and genetically (using B, and B, receptor knock-outs)

the idea that kinin receptors play a causal role in the development of epilepsy.
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Legends

TABLE 1. Kindling-Induced Changes in the Densities of B, and B,
Receptor Binding Sites in the Rat Brain 'Data represent the mean + SEM in percentage of
increase and decrease of B, and B, receptor binding sites, respectively, in kindled rats.

Statistical significance to shamstimulated control values: *P < 0.05; **P < 0.01, ***P < 0.0001.

ns, not significant; n.d., not detectable.

Fig. 1. Coronal sections of the rat brain representative of the four main regions analyzed in the
present study. Pictures on the left were taken from the Atlas of Paxinos and Watson (1998).
Autoradiograms are presented as obtained with the image analysis system. CPU, caudate

putamen; DR, dorsal raphe nucleus; PY, pyramidal tract. For other abbreviations, see list.

Fig. 2. Autoradiographic localization of brain kinin B, receptots.
Shown are autoradiograms representing total binding of [*IJHPPHoe 140 (200 pM) in control
and kindled rats. The nonspecific binding (NS) in the presence of unlabeled HPP-Hoe 140

(1M) is also shown in kindled rats. Pictures are presented as obtained with the image analysis

system.

Fig. 3. Autoradiographic localization of brain kinin B, receptots.
Shown are autoradiograms representing total binding of [*IJHPPdes-Arg'*-Hoe 140 (150 pM)
in control and kindled rats. The non-specific binding (NS) in the presence of unlabeled HPP-

des-Arg'’-Hoe 140 (1 pM) is also shown in kindled rats. Pictures are presented as obtained

with the image analysis system.
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Fig. 4. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors in the
forebrain of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
The columns represent the mean * SE mean of the values in fentomoles per milligram of

tissue from four animals. Statistical comparison to sham-stimulated control values is indicated

by *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. For abbreviations, see list.

Fig. 5. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors in the
midbrain of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.

The columns represent the mean + SE mean of the values in fentomoles per milligram of
tissue from four animals. Statistical comparison to sham-stimulated control values is indicated

by *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. For abbreviations, see list.

Fig. 6. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors in the
hippocampus of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.

The columns represent the mean * SE mean of the values in fentomoles per milligram of
tissue from four animals. Statistical comparison to sham-stimulated control values is indicated

by *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. For abbreviations, see list.

Fig. 7. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors in
hypothalamus, thalamus, and cerebellum of control (open columns) and kindled (hatched
columns) rats.

The columns represent the mean + SE mean of the values in fentomoles per milligram of

tissue from four animals. Statistical comparison to shamstimulated control values is indicated

by **P < 0.01; *¥*P < 0.001. For abbreviations, see list.
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Fig. 8. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors in the
hindbrain of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
The columns represent the mean + SE mean of the values in fentomoles per milligram of

tissue from four animals. Statistical comparison to sham-stimulated control values is indicated

by *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. For abbreviations, see list.

Fig. 9. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors in the
cortex of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
The columns represent the mean *+ SE mean of the values in fentomoles per milligram of

tissue from four animals. Statistical comparison to sham-stimulated control values is indicated

by *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. For abbreviations, see list.

Fig. 10. Autoradiographic localization (A) and quantification of specific binding sites (B) for B,
kinin receptors in the spinal cord of control (open columns) and kindled (hatched columns)
rats.

The non-specific binding (NS) in the presence of unlabeled HPP-Hoe 140 (1uM) is also shown
in kindled rats. The columns represent the means + SE mean of the values in fentomoles per
milligram of tissue from four animals. No statistical differences were found between sham-

stimulated control and kindled rats. LI, LII, LIII, and LX, laminae number.



Table & Figures

Table 1. Kindling-induced changes in the densities of B, and B, receptor binding

sites in the rat brain

Regions B, receptors B, receptors
(% of decrease) (%o of increase)
Forebrain
Amygdala 55 & 8 ** 258 + 40 ***
Accumbens nucleus 66 + O%* 79 + 2%
Caudate putamen 65 + 8rkk 81 + 2%
Claustrum 72 £ 5xkx n.d.
Lateral septal nucleus 72 + 10* n.d.
Median preoptic nucleus 53 + 7% n.d.
Septohippocampal nucleus nd. 41 £ 20 (ns)
Hippocampus

Total 44 + 5%* 152 + 30**
CA1 field 43 £ 7* 174 £ 36%*
CA2 field 41 + 5 +* 200 £ 35+*
CA3 field 47 + 3k 157 + 26**

Dentate gyrus 61 £ 5¥k* 110 £ 34*



Hypothalamus

Thalamus

Midbrain

Central gray and related regions
Superior and inferior colliculus
Dorsal raphe nucleus
Substantia nigra

Ventral tegmental area

Hindbrain

Infetior cerebellar peduncles
Inferior olive
Interpeduncular nucleus
Marginal geniculate nucleus
Mediovestibular nucleus
Pyramidal tract
Spinal trigeminal nucleus

Subiculum

59 + 5*

56 + 4+

57 %10 (ns)

71 1 2%
76 £ 6**
n.d.

n.d.

65 g
62 & §+*
63 & 5¥**

n.d.

107 £ 9¥x*

96 £ 13***

128 + 36*

130 + 42*

122 + 39%

112 £ 15%**

66 + 21%*

n.d.

n.d.

137 £ 38%*

135 + 32%*

n.d.

n.d.

n.d.

127 £ 24%*

99



Cortical regions

Cingulate cortex
Frontal cortex
Temporal and parietal cortex
Entorhinal cortex
Perhinal and piriform cortex

Occipital cortex

Cerebellum

65 £ 10**
62 £ O+*
69 £ O+*
59 + 6**
63 £ 11**

61 £ 5*

46 %9 (ns)

57+ 19 (ns)
51 £ 17 (ns)
138 & 23%+*
168 + 16**+*
231 £ 19*+**

198 £ 57*

55 % 26 (ns)

100
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Fig. 1. Coronal sections of the rat brain representative of the four main regions

O

analyzed in the present study. Pictures on the left were taken from the Atlas of Paxinos

and Watson (1998).
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Figure 2. Autoradiographic localization of brain kinin B, receptors.
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Fig. 3. Autoradiographic localization of brain kinin B, receptors.
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Fig. 4. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors

in the forebrain of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
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Fig. 5. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors

in the midbrain of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
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Fig. 6. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors

in the hippocampus of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
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Fig. 7. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors

in hypothalamus, thalamus, and cerebellum of control (open columns) and kindled

(hatched columns) rats.
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Fig. 8. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors

in the hindbrain of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
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Fig. 9. Specific binding sites for B, (upper panel) and B, (lower panel) kinin receptors

in the cortex of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.
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Fig. 10. Autoradiographic localization (A) and quantification of specific binding sites

(B) for B, kinin receptors in the spinal cord of control (open columns) and kindled

(hatched columns) rats.
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ABSTRACT
With the use of in vitro receptor autoradiography, this study aims at determining whether the
higher level of kinin B, receptor density in the spinal cord of the spontaneously hypertensive
rat (SHR) is secondary to arterial hypertension and whether chronic treatment with angiotensin
I-converting enzyme inhibitors (ACEI) can regulate neuronal B, and B, receptors. SHR
received, from the age of 4 wk, one of the two ACEI (lisinopril or zofenopril, 10 mg.kg".day™)
or for comparison, the selective AT1 antagonist (losartan, 20 mgkg’.day") in their drinking
water for a period of 4, 12, and 20 wk. Age matched untreated SHR and Wistar-Kyoto rats
(WKY) were used as controls. B2 receptor binding sites in most laminae were higher in SHR
than in WKY from the age of 8 to 24 wk. Whereas B, receptor binding sites were significantly
present in young SHR and WKY, they were barely detectable in adult rats. ACEI (16 and 24
wk) and AT1 antagonist (24 wk) enhanced the number of B, without changing B, receptor
binding sites. However, at 8 wk the three treatments significantly increased B, and decreased
B, receptors in lamina I. It is concluded that 7) the higher density of B, receptors in the spinal
cord of SHR is not due to hypertension, 2) kinin receptors are regulated differently by ACEI in

neuronal and vascular tissues, and 3) aging may have a profound impact on levels of B, and B,

receptors in the rat spinal cord.
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INTRODUCTION
Kinin-related peptides referring mainly to bradykinin (BK) and kallidin (Lys-BK) were
identified as neuromediators in the central control of arterial blood pressure and nociceptive
information (7, 8). Kinins act on two transmembrane G protein-coupled receptors denoted as
B, and B, receptors (38, 39). The widely distributed B, receptor is constitutive and mediates
most of the biological effects of kinins. Whereas the B, receptor is absent or underexpressed
under physiological conditions, this receptor is induced and upregulated during tissue injury or
in the presence of cytokines (27). The induction of B, receptor by cytokines involves the
transcriptional nuclear factor KB and the mitogen-activated protein kinase (35, 40, 46). Kinins
are metabolized by a group of catboxypeptidases named kininases I and II. Kininase I removes
the COOH-terminal arginine from the parent molecules to yield the active metabolites des-
Arg’-BK and des-Arg'*-kallidine, which act as potent B, receptor agonists (39). Kininase II,
also known as angiotensin I-converting enzyme (ACE), is tesponsible for the inactivation of
kinins and the generation of angiotensin II (14). Breakdown inhibition of vasoactive kinins is
believed to contribute to the therapeutic effects of ACE inhibitors (ACEI) in the treatment of
hypertension and other cardiovascular diseases (21, 22). A recent study also reported an
upregulation of B, receptors at both mRNA and functional levels in vascular and renal tissues
from normotensive rats and mice under chronic treatment with ramipril, an ACEI (29). Recent
work suggests a putative role for central kinin receptors in arterial hypertension. For instance,
the increased number and expression of B, receptors have been shown in the cardiovascular
centers of the human medulla from hypertensive donors (12) and in the hypothalamus and
cardiovascular medullary nuclei of spontaneously hypertensive rats (SHR) (8, 36). Higher
density of B, receptor binding sites in the thoracic spinal cord, an important center of
autonomic control of blood pressure, was correlated with a greater cardiovascular response to

intrathecal injection of BK in 16-wk-old SHR (6). However, there is no evidence so far that the
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upregulation of B, receptors in the spinal cord and brain of SHR is causal or secondary to
arterial hypertension. Therefore, the aims of this study were to determine whether 7) the
higher density of spinal B, receptors in SHR is secondary to arterial hypertension or is related
to a genetic feature of the strain, and 2) ACEI can regulate the expression of B, receptors in
the thoracic spinal cord of SHR as observed in peripheral vascular and renal tissues. These
issues were addressed by measuring the effects of three antihypertensive agents, including two
unrelated classes of ACEI [lisinopril without sulfhydryl (SH) group and zofenopril with SH
group] and one antagonist of angiotensin AT1 receptor (losartan), which is commonly used in
the treatment of human hypertension (17), on the density of B, and B, receptor binding sites in
the thoracic spinal cord (T9-T10) of SHR by in vitro autoradiography. The effects of ACEI
and losartan on kinin receptor densities were evaluated in young SHR at the onset of
hypertension (8 wk old, after 4 wk of treatment) and in adult SHR during the established phase
of hypertension (16 and 24 wk old, after 12 and 20 wk of treatment). Data were compared with
age-matched untreated SHR and normotensive Wistar-Kyoto rats (WKY), which also allowed

the determination of the effect of aging on the level of receptor binding sites.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals and materials.

HPP-desArgl0-HOE 140 (34 hydroxyphenyl-propionyl-desArg9-D-Arg[Hyp3,Thi5,D-
Tic7,0ic8]-BK) and HPP-HOE 140 (3—4 hydroxyphenyl-propionyl-DArg[Hyp3,Thi5,D-
Tic7,0ic8]-BK) were developed from the selective B, receptor antagonist desArg10-HOE 140
(44) and the B, receptor antagonist HOE 140 or Icatibant (18), respectively. They were
synthesized in the laboratory of D. Regoli (Department of Pharmacology, Universite” de
Sherbrooke). Autoradiographic 125I-labeled microscales (20um) and *H Hyperfilm (single-
coated, 24 _ 30 cm) were purchased from Amersham Pharmacia Biotech Canada. Losartan
(Cozaar tablet), lisinopril, PIPES, 1,10-phenanthroline, dithiothreitol, bacitracin, captopril, and
BSA (protease free) were purchased from Sigma-

Aldrich Canada, and zofenopril was a gift from Menarini Ricerche Sireneze in Italy.

Peptide iodination.

Iodination of HPP-desArg10-HOE 140 and HPP-HOE 140 was petformed according to the
chloramines T method (19). Brefly, 5 pg of peptide were incubated in 0.05 M phosphate
buffer for 30 s in the presence of 0.5 mCi (18.5 MBq) of *I-Na and 220 nmol of chloramine
T in a total volume of 85 pl. The monoiodinated peptide was then immediately purified by
high pressure liquid chromatography on a C4 Vydac column (0.4x250 mm) (The Separations
Group, Hesperia, CA) with 0.1% trifluoroacetic acid and acetonitrile as mobile phases. The
specific activity of the iodinated peptides corresponds to 2,000 counts.min’ . fmol” or 1,212
Ci/mmol.

Abnimal source and care. Male SHR (7 = 48) and WKY (#=12) were purchased from Charles River
(St-Constant, Québec, Canada). They were individually housed in wire-bottom cages, in rooms

under controlled temperature (23°C), humidity (50%), and lighting (12:12-h light-dark cycle)
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with food (Charles River Rodent) and tap water available ad libitum. All animal procedures
were in strict compliance with the guiding principles for animal experimentation as enunciated

by the Canadian Council on Animal Care and approved by the Animal Care Committee of our

University.

Treatments of SHR.

SHR received from the age of 4 wk, one of the two ACEI, lisinopril or zofenopril (10 mg kg
.day"), or the selective AT1 receptor antagonist, losartan (20 mgkg' .day”), in their drinking
water for a period of 4, 12, and 20 wk. To ascertain that the animals took the expected dose of
the drug, the daily water intake and body weight were taken into account and adjusted
accordingly. Control age-matched SHR and WKY had no treatment

during the same periods. Equiactive oral dose of zofenopril and lisinopril was selected, based
on an earlier study using ex vivo inhibition of tissue ACE in SHR (9). The dose of

losartan selected was found to be effective in chronic studies in SHR (16, 42, 43). Before
euthanasia, mean arterial blood pressure (MAP) was measured in awake animals at the age of 8,
16, and 24 wk with a catheter implanted 24 h earlier into the abdominal aotta through the
femoral artery and exteriorized at the back of the neck. The latter surgery was made under

anesthesia with pentobarbital sodium (65 mg/kg ip). Body weight of animals was measured

daily from the onset of treatments.

Tissue preparation for antoradiography.

Rats were euthanized at the age of 8, 16, and 24 wk by asphyxia by respiratory

CO2 inhalation and subjected to dorsal laminectomy. Spinal cords (segments T8-T11) were
immediately removed after careful incision of the dura mater and frozen in 2-methylbutane

cooled at -45 to -55°C with liquid nitrogen and then stored at -80°C until use. Matched spinal
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cord segments (T9 to T10) of the four rats from the same experimental group were mounted
together in a gelatin block and serially cut into 20pum thick coronal sections with a cryostat
fixed at temperatures varied between -11 and -13°C. Thus each section of the cryostat was
from four spinal cords. A total of eight sections per slide were then alternatively thawmounted
on 0.2% gelatin-0.033% chromium potassium sulfate-coated slides. Three slides were taken for
the total binding and two slides (adjacent sections) for the non-specific binding. A total of 50

slides (1,600 sections) were obtained for each group studied and kept at -80°C until use.

In vitro receptor antoradiography.

Sections were thawed, preincubated for 30 s in 25 mM PIPES buffer (pH 7.4; 4°C), and
incubated at room temperature for 90 min in the same buffer containing 1 mM 1,10-
phenanthroline, 1 mM dithiothreitol, 0.014% bacitracin, 0.1 mM captopril, 0.2% BSA (protease
free), and 7.5 mM magnesium chloride in the presence of 150 pM '*I-HPP-desArg10-HOE
140 ([*I|HPP-desArg10-HOE 140) (for B, receptor) or 200 pM '"I-HPP-HOE 140
((®HPP-HOE 140) (for B, receptor). The concentrations of radioligands chosen yielded
maximal specific binding (Bmax) on the saturation curves in

the spinal dorsal horn of SHR and WKY (6). The dissociation constant (Kd) of [*IJHPP-
HOE 140 was identical in SHR and WKY (Kd = 30 pM), whereas that of [*I|HPP-desArg10-
HOE 140 was calculated at 27 pM in SHR. The non-specific binding was determined in the
presence of 1 pM of unlabeled ligands (HPP-desArg10-HOE 140 for B, receptor and HPP-
HOE 140 for B, receptor). To ascertain the specificity of the labeled B, radioligand, the same
concentration of unlabeled B, ligand was added to the solution. Likewise, the same
concentration of the unlabeled B, ligand was added to the labeled B, ligand solution. At the
end of the incubation period, slides were transferred sequentially through four rinses of 4 min

each in 25 mM PIPES (pH 7.4; 4°C), dipped for 15 s in distilled water (4°C) to remove the
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excess of salts, and then air-dried. "H Hyperfilm was juxtaposed onto the slides in the presence
of "I microscales and exposed at room temperature for 3 days (B, ligand) or 2 days (B,
ligand). The films were developed in D-19 (Kodak developer) and fixed in Kodak Ektaflo.
Autoradiograms were quantified by densitometry using an image analysis system (MCID
Imaging Research; Ontario, Canada). Standard curve from 'I microscales was used to convert
density levels into fentomoles per milligram of tissue. Specific binding was determined by
subtracting superimposed digitalized images of non-specific labeling from total binding. The

anatomic structures with the corresponding nomenclature are depicted in Fig. 1 and adapted

from the Atlas of Paxinos and Watson (33).

Statistical analysis of data.

Results represent the means = SE of four animals per group. Quantification was performed
on 400 sections for each spinal cord (T9-T10) on both sides. Statistical analysis of data was
performed with the Graph-Pad Prism computer program, and the statistical significance
between SHR and WKY was determined with a Student’s ttest for unpaired samples. For
multiple comparisons to the same control group (untreated SHR), a one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the test of Dunnett was employed. A one-way ANOVA in
conjunction with Bonferroni confidence intetvals was used for multiple comparisons between
WKY and SHR. Only P values < 0.05 were considered

to be statistically significant.

RESULTS
Body weight and blood pressure.
Body weight and baseline MAP in SHR and WKY are shown in Fig. 2. At the onset of the

treatment (4 wk) and at 24 wk, no statistical difference was found in body weight between
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SHR and WKY in all groups. However, the body weight of SHR at 8 and 16 wk was
significantly higher than in age-matched WKY. Chronic treatment with zofenopril
and lisinopril (16 wk) prevented excessive body weight gain in SHR. At 8 wk, the difference in
body weight between strains was no more significant with lisinopril. MAP was significantly
augmented in SHR at 8, 16, and 24 wk compared with age-matched WKY. Whereas zofenopril
and losartan prevented the development of hypertension from 8 to 24 wk in SHR, the
reduction of MAP produced by lisinopril was gteater and caused

significant hypotension throughout the treatment.

B, receptor binding sites.

Representative distribution of B, receptor binding sites in the lower thoracic spinal cord of 8-,
16-, and 24-wk-old WKY and SHR is depicted in Fig. 3, and the corresponding quantitative
values are shown in Fig. 4. Discrete distribution of [*IJHPP-desArg10-HOE 140 labeling was
detected in the dorsal horn lamina I of which its density was significantly higher at 8 wk in
SHR (2 fmol/mg tissue) than in age-matched WKY (1.14 fmol/mg tissue). The other
structures of the spinal cord gray matter of 8-wkold SHR and WKY had lower specific
densities of B, receptors (around 1.0 fmol/mg tissue) with no statistical difference between
strains (Fig. 4). The addition of 1 uM of unlabeled HPP-desArg10-HOE 140 to the incubation
medium completely eliminated the labeling in all laminae (Fig. 3). However, a background of

very low specific labeling to B, receptor was found in all laminae (values < 0.5 fmol/mg tissue)

in 16- and 24-wk-old WKY and SHR (data not shown).

B, receptor binding sites.

The distribution of B2 receptor binding sites and their relative densities in each
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lamina of the spinal cord of 8-, 16-, and 24-wk-old WKY and SHR are shown in Figs. 5 and 6
and Table 1. The labeling of [*IJHPP-HOE 140 was observed all over the structures of the
gray matter, with discrete definition in the dorsal horn of all studied animals. The addition of 1
pM of unlabeled HPP-HOE 140 to the incubation medium largely eliminated the total
labeling. Densities of B, receptors were higher in the dorsal
horn (lamina I - lamina IT), and one- to eightfold greater in SHR. Also, values in lamina I were
significantly higher at 16 wk than at 8 and 24 wk in SHR (P < 0.01), whereas values were lower
at 8 wk (P <0.01) and similar at 16 and 24 wk in WKY. The corresponding densities in lamina
I were as follows: 3.35, 9.90, and 9.42 fmol/mg tissue for WKY and 20.14, 47.11 and 24.29
fmol/mg tissue for SHR at the age of 8, 16, and 24 wk, respectively. Although densities of
specific binding sites were relatively low in most other laminae, most values were generally

significantly higher in SHR than in age-matched WKY at 16 and 24 wk old (Table 1).

Effects of long-term treatment with antibypertensive
drugs. Effects of chronic treatments with ACEI (zofenopril or lisinopril) and a selective AT1
receptor antagonist (losartan) were assessed on the densities of both kinin receptors in the
spinal cord of SHR. The density of B, receptors in lamina I was significantly increased after 4
wk of treatment with lisinoprl (+16%, P < 0.01), losartan (+6%, P < 0.01), and zofenopril (
+36%, P < 0.01), yet no significant changes were measured in the other laminae. In
contrast, the density of B2 receptors was markedly decreased in lamina I by the three
treatments (-57% to -65%, P < 0.01) (Figs. 5 and 6). B, receptor binding values in other
laminae (except lamina IT) were too small to discriminate a real effect with the drugs, and
therefore they were not considered for the remainder of the study.
Contrary to results obtained at 8 wk, a longer period of treatment (16- and 24-wk-old SHR)

with either ACEI produced a marked increase of B, receptor binding sites in laminae I and II
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of the spinal cord (Fig. 6). Whereas the reduction of B, receptor binding sites seen with
losartan at 8 wk persisted at 16 wk in SHR, the latter treatment caused a significant increase of
B, receptor binding sites in laminae I and II at 24 wk (Fig.6). The latter augmentation of B,
receptor binding sites was similar to that occurting with ACEIL. However, at 16 and 24 wk,
ACEI and losartan had no significant effect on B, receptor binding sites, which remained

barely detectable in the spinal cord of SHR (data not shown).

DISCUSSION

The main findings of this study ate 7) the greater density of B, receptor binding sites in the
thoracic spinal cord of SHR is unlikely secondary to arterial hypertension because it subsisted
in SHR subjected to antihypertensive therapy with ACEI or losartan; 2) aging has an opposite
effect on the level of B, and B, receptors densities in the spinal cord because adult SHR
displayed greater density of B, but scarce density of B, receptor binding sites compared with
young SHR, which displayed the highest density of B, and the lowest density of B, receptor
binding sites; 3) ACEI enhanced the density of spinal B, receptor binding sites as in vascular
and renal organs, yet this occurred only after 4 wk of treatment in young SHR and not in adult
SHR exposed to a longer period of antihypertensive therapy; 4) ACEI has an opposite
influence on B, and B, receptots because B, receptor binding sites were decreased after 4 wk
of treatment in young SHR

and increased after a longer petiod (8 and 16 wk) of antihypettensive therapy in adult SHR;
and 5) the effect of ACEI on the expression of B, receptors is not shared by losartan after 12
wk of treatment (16 wk old SHR), and therefore a dissociation could be established between

the changes of receptors and the antihypertensive effect of ACEL

Distribution and density of B, receptors in the thoracicspinal cord of SHR and WKY.
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Aging had a profound influence on the density of [125]]HPP-desArg10-HOE 140 binding to
B1 receptors in the spinal cord of WKY and SHR as it was present at 8 wk (SHR >> WKY)
and severely decreased in both strains at the age of 16 and 24 wk. Notwithstanding, this limited
life span of B, receptors, a low but detectable density of specific binding sites persisted in all
laminae in both strains, suggesting the presence of a basal expression of B, receptors in the
spinal cord of adult SHR and WKY. This finding is in agreement with the basal B, receptor
expression (mRNA) and its immunohistochemical detection in rat and human spinal cord
dorsal hotn (26, 45). The significance of the higher level of B, receptor expression in young
SHR (lamina I) and its
decline in all laminae in adult is not understood at the present time, yet the present finding is
congruent with an earlier study that concluded that B, receptors are not involved in spinal
cardiovascular regulation in adult SHR and WKY (6). Because B, receptors are detectable only

in young SHR, it is unlikely that they are responsible for the maintenance of high blood

pressure in adult SHR.

Distribution and density of B, receptors in the thoracicspinal cord of SHR and WKY.

The distribution of [*IJHPP-HOE 140 binding sites in the spinal cord of WKY and SHR is in
agreement with previous observations made in the rat, guinea pig, and sheep spinal cord with
[*I-Tyt8]BK or [“IJHPP-HOE 140 as the radioligand (24, 25, 31). The highest density of
specific binding sites was found in supetficial layers of the dorsal horn,

whereas moderate to lower specific B, receptor binding sites were detected in other laminae
with no evidence of labeling in the white matter. However, contrary to the Wistar rat, which
displayed the highest density of *I[Tyr8]BK binding in lamina I (substantia gelatinosa) (24),
the highest level of binding with [“*TIJHPPHOE 140 was located in lamina I in both SHR and

WKY.
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This discrepancy is likely due to the strain difference and not to the radioligand because the use
of "I-HPP-HOE 140 confirms the highest concentration of B, receptor binding sites in
lamina II in the Wistar rat (data not shown). This strain difference remains unknown at this
time but may indicate a differential expression of B, receptors on A- and C-fiber primary
sensory neurons. B, receptors are predominantly located on terminals of capsaicin-sensitive
primary sensory C-fibers and of bulbospinal noradrenergic neurons in the spinal dotsal horn of
Wistar rats (24). Activation of these receptors on sensory and noradrenergic terminals led to
nociceptive and antinociceptive responses, respectively, in the rat tail-flick test (7, 20). A small
population of B, receptors is also present in deeper laminae, including the intermediomedial
and intermediolateral cell columns, the location of cell bodies, and dendtites of preganglionic
sympathetic fibers, which are involved in the autonomic control of blood pressute (8). Thus
our data suggest that B, receptors are extensively distributed throughout sensory and
autonomic areas in the spinal cord of WKY and SHR, where they may be implicated in the

modulation of nociceptive information and in the spinal control of blood pressure (8).

Effect of ACEI and AT receptor antagonist on spinalkinin receptors.

Apart from their distinctive pharmacokinetic and pharmacodynamic features, the therapeutic
benefits of ACEI in the treatment of hypertension are thought to be class effects (41). Two
major groups of ACEI have been documented: those containing a SH group as captopril and
zofenopril and those without a SH group represented by lisinoprl (4). Lisinopril and
zofenopril can pass the blood-brain bartier to produce significant inhibition of brain ACE
activity after oral administration in SHR (9, 37). However, in our study, while zofenopril
normalized blood pressure and lisinopsil caused hypotension, both ACEI produced similar
changes in the density of B, and B, receptors in the spinal cord of SHR, suggesting that these

changes are not associated with or without the presence of SH group of ACEL



./- H—\\:

126
Pharmacodynamic differences between zofenopril and lisinopril may however explain their
distinct antthypertensive profile. Lisinoptil was also
more effective than zofenopril in reducing the body weight of overweight SHR. Because
losartan was less effective in reducing body weight increase in SHR, the antiobesity effect of
ACEI cannot be entirely ascribed to inhibition of the hypertrophic feature of angiotensin II.
Thus a role for endogenous kinins cannot be excluded in this additional beneficial effect of
ACEI on body weight. In addition, pretreatment for 4 wk with ACEI or losartan, which
prevented the development of hypertension in SHR, caused a further increase of B, teceptors
in lamina I yet a decrease of B, receptors. Upregulation of B, receptors occurred only after a
longer treatment with ACEI (16 and 24 wk) or losartan (24wk). These changes of B, and B,
receptor densities in SHR are unlikely attributable to the antihypertensive effect of the
treatment, because the prevention of hypertension with losartan did not reproduce ACEI-
induced B, receptor upregulation at 16 wk. Although both ACEI and losartan reduced the
number of B, receptors in SHR after 4 wk of treatment (8 wk old), the levels of B, receptots
were still significantly higher in the dorsal horn of SHR compared with age-matched WKY.
This evidence suggests that the higher densities of B, receptor binding sites in most laminae in
SHR are related to a genetic feature of the strain and not to hypertension.
Whereas it is uncertain whether the greater number of B, receptots found in the spinal cord of
SHR, particularly between the age of 8 and 16 wk, contributes to the pathogenesis of
hypertension, the higher density of B, receptor binding sites was ascribed as the likely
mechanism to explain the hypersensitivity of the pressor response to BK injected in the spinal
cord of awake SHR (6). Higher concentrations of kinins, kininogen, kallikrein, and kininase II
(ACE) activity were also reported in the cerebrospinal fluid of adult SHR compared with their
normotensive controls, suggesting a hyperactive kallikrein-kinin system in the brain and spinal

cord of SHR (for a review, see Ref. 8). Because the activation of B, receptors in the spinal cord
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leads to increases of blood pressure through the stimulation of the sympathoadrenal system
and the peripheral release of catecholamines (23), increased sensitivity to the pressor action of
BK along with increased number of receptors and endogenous ligands may contribute to the
higher sympathetic tone generally reported in different models of hypertension, including SHR
(10, 11). This hypothesis remains to be challenged with a prolonged infusion of the entire
spinal cord with specific kinin receptor antagonists because acute blockade of B, and B,
receptors at the T-9 spinal cord level in SHR was insufficient to alter baseline blood pressure

(6). It is also possible that kinins act chiefly as neuromodulators and not as ptimary mediators

of spinal autonomic functions (8).

Reciprocal regulation of B, and B, receptors during aging and antibypertensive therapy. Interestingly, the
downregulation of B, receptors from 8 to 24 wk was accompanied by an upregulation of B,
receptors, suggesting an age-dependent regulation of kinin receptors in WKY and SHR.
Moreover, the upregulation of B, receptors induced by the two ACEI and losartan at 8 wk was
accompanied by a downregulation of B, receptors,

suggesting again that these receptors are regulated in an opposite way by ACEI and losartan in
SHR. This is in keeping with the phenomenon described previously where complete
desensitization of B, receptors in inflammatory models or its deletion in B, receptor gene
knockout mice led to overexpression of B, receptors (5, 13, 29). Conflicting data have been
reported regarding the regulation of kinin receptors by ACEI An eatly pharmacological study
has reported an upregulation of B, receptors in the rabbit vascular system both in vivo and in
vitro following acute treatment (18 h) with ACEI (32). More recently, acute inhibition of ACE
(48 h) failed to upregulate the B, receptor (nRNA expression and function) in vascular and
nonvascular petipheral organs of rabbits (28). However, a 6-wk treatment with ramipril is

associated with functional induction of vascular and renal B, receptor in normotensive rats,
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wild-type and B, receptor gene knockout mice (29). Our results at 8 wk support an
upregulation of B, receptors after 4 wk of treatment with ACEI, although a longer period of
treatment (12 and 20 wk) had no effect. It is therefore apparent that this phenomenon occurs
within a specific time window, and different conclusions can be drawn depending on the
duration of the treatment. It is also noteworthy that contrary to B, receptors, vascular and renal
B, receptor mRNA was not affected by ACEI in rats (29), suggesting that kinin receptor

expression is regulated differently in peripheral and central nervous tissues.

Possible mechanisms underlying the effects of ACEI and losartan on kinin receptors

The mechanism of downregulation and upregulation of neuronal B, receptors and
upregulation of B, receptors by ACEI is still unknown. We can exclude that the radioligand
binds to ACE or to other proteins as captopril was present throughout the autoradiographic
procedure in all experimental groups and B, receptor binding sites seen with the same
radioligand in the spinal cord of wild-type mice were gone in B, receptor gene knockout mice
(8). Although ACEI do not act directly on B, receptors (14), they can interfere with the
sequestration and internalization of B, receptors within the cellulat

membrane in native porcine aortic endothelial cells (3) and in Chinese hamster ovary cells (30).
An interaction with the process of B2 receptor dimerization, which is directly involved in the
endogenous and recycling of receptors, may represent another putative mechanism by which
ACEI could affect B, receptor binding (2). Also, the formation of stable heterodimers between
B, and AT1 receptors, which change the endocytotic pathway of both receptors and enhance
G protein activation (1), may provide a possible mechanism by which losartan can affect the
expression of B, receptors in our paradigm. On the other hand, the B, receptor is not
subjected to internalization and resensitization; therefore, its regulation is more likely to occur

at the transcriptional and mRNA levels (15, 46). Because B, and B, receptors are largely
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synthesized outside the spinal cord in dorsal root ganglia (24, 34, 45), one cannot exclude the

possibility that the site of regulation of kinin receptors by ACEI and losartan is at the level of

the cell body of primary sensoty fibers.
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LEGENDS
Figure 1. Schematic representation of anatomic structures of a coronal section of lower
thoracic spinal cord (%f) along with the autoradiographic distribution of B, receptor binding
sites in 8-wk-old spontaneously hypertensive rats (SHR) (rgh). I-X, number of spinal cord
laminae; D, dorsal nucleus; DH (LI, LII, LIII), dorsal horn; IML, intermediolateral cell

column; IMM, intermediomedial cell column; Py, pyramidal tract.

Figure 2. Body weight and mean arterial pressure (MAP) of SHR and Wistar-Kyoto rats
(WKY) used in the study. Values represent the means + SE of 12 rats (4 wk) and 4 rats (8, 16,
and 24 wk) per group. Statistical comparison to WKY (1) or untreated SHR (¥) is indicated by

*FP < 0.05, **{P < 0.01, and ***{}P < 0.001 (one-way ANOVA with a post hoc Bonferroni

test).

Figure 3. Autoradiographic distribution of '“IHPP-desArg10-HOE 140 binding sites in the
thoracic spinal cord of 8-, 16-, and 24-wk-old WKY (W), SHR without treatment (S), and SHR
treated with losartan (L), zofenopril (Z), or lisinopril (Li). Note the high level of specific B,
receptor binding sites in the dorsal horn of both strains (SHR > WKY) at 8 wk only.

Nonspecific binding (NS) in the presence of 1 uM of HPP-desArg10-HOE 140 is also

Shown

Figure 4. Quantification of specific B, receptor binding sites in the various laminae of the
thoracic spinal cord of WKY and SHR at the age of 8 wk (4 wk of treatment). Values represent
the means * SE of 4 rats per group. SE are too small to be illustrated. Statistical comparison to
WKY (1) or untreated SHR (*) is indicated by **P < 0.01 (one-way ANOVA with 2 post hoc

Dunnett test) and 1{fP < 0.001 (Student’s rtest).
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Figure 5. Autoradiographic distrbution of I-HPP-HOE 140 binding sites in the thoracic
spinal cord of 8-, 16-, and 24-wk-old WKY (W), SHR without treatment (S), and SHR treated
with losartan (L), zofenopril (Z), or lisinopril (Li). Note the high level of specific B2 receptor
binding sites in the dorsal horn of both strains and the greater intensity of labeling in SHR.

Nonspecific binding (NS) in the presence of 1 uM of HPP-HOE 140 is also shown.

Figure 6. Quantification of specific B2 receptor binding sites in the superficial laminae (LI and
LII) of the thoracic spinal cord of WKY and SHR at the age of 8, 16, and 24 wk (4, 12, 20 wk
of treatment, respectively). Values represent the means + SE of 4 rats per group. SE are too
small to be illustrated. Statistical comparison to WKY (1) or untreated SHR (*) is indicated by

**P < 0.01 (one-way ANOVA with a post hoc Dunnett test) and H}P < 0.001 (Student’s »

test).

Table 1. Densities of specific B, receptor binding sites in vatious thoracic spinal cord laminae
in WKY and SHR. Values are means * SE (in fmol/mg tissue) of 4 rats in each group. WKY,
Wistar-Kyoto rats; SHR, spontaneously hypertensive rats; I-X, number of spinal cord laminae;
D, dorsal nucleus; DH (LI, LII, and LIII), dorsal horn; IML, intermediolateral cell column;
IMM, intermediomedial cell column; Py, pyramidal tract. Statistical compatison to WKY (*P <

0.05; 1P < 0.001) was calculated with a Student’s #test for unpaired samples
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FIGURES & TABLE
Figure 1: Schematic representation of anatomic structures of a coronal section of lower
thoracic spinal cord (kf}) along with the autoradiographic distribution of B, receptor binding

sites in 8-wk-old spontaneously hypertensive rats (SHR) (righs).
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Figure 2: Body weight and mean arterial pressure (MAP) of SHR and Wistar-Kyoto rats WKY)

used in the study. Values represent the means + SE of 12 rats (4 wk) and 4 rats (8, 16, and 24

wk) per group.
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Figure 3: Autoradiographic distribution of l25I-HI“I“—des}‘u:gl 0-HOE 140 binding sites in the

C thoracic spinal cord of 8-, 16-, and 24-wk-old WKY (W), SHR without treatment (S), and SHR

treated with losartan (L), zofenopml (Z), or lisinopsl (Li).
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Figure 4: Quantification of specific B, receptor binding sites in the various laminae of the

thoracic spinal cord of WKY and SHR at the age of 8 wk (4 wk of treatment).
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Figure 5: Autoradiographic distribution of 'SI.HPP-HOE 140 binding sites in the thoracic
spinal cord of 8-, 16-, and 24-wk-old WKY (W), SHR without treatment (S), and SHR treated

with losartan (L), zofenopril (Z), or lisinopril (Li).
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Figure 6: Quantification of specific B2 receptor binding sites in the supetficial laminae (LI and

LII) of the thoracic spinal cord of WKY and SHR at the age of 8, 16, and 24 wk (4, 12, 20 wk

of treatment, respectively).
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Table 1: Densities of specific B, receptor binding sites in various thoracic spinal cord laminae

in WKY and SHR.
(8 weeks) (16 weeks) (24 weeks)
WKY SHR WKY SHR WKY SHR
LIV 1.07 £0.007 1.46 £0.009 1.33 £ 0.010 1.76 £ 0.001 + 1.51 £+ 0.001 1.02£0.001 +
LV 1.07 £ 0.006 1.07 £ 0.007 0.52 £ 0.008 0.87 £ 0.009 1 0.48 £ 0.007 0.49 £ 0.007
LVII 1.07 £ 0.0006 1.07 £ 0.003 0.33 + 0.008 0.80  0.009 0.42 + 0.007 0.85 + 0.009 {
LVIII | 1.07 £0.005 1.07 £ 0.006 0.56 * 0.009 1.03 £0.010 t 0.55 £ 0.008 0.86 + 0.008 +
LIX 1.07 * 0.005 1.07 £ 0.007 0.92 £ 0.010 1.04 + 0.009 0.33 £ 0.007 0.94 + 0.008 t
LX 1.07 £ 0.006 1.62 £ 0.009 t 1.16 £ 0.011 3.09+0.0181+  1.28+ 0.0011 216 £0.013 ¢
IMM 1.07 £ 0.006 1.07 £ 0.006 0.55 £ 0.007 0.95 +0.009 t 0.38 £ 0.006 0.73 £ 0. 007
IML 1.07 £ 0.005 1.07 £ 0.006 0.33 £ 0.008 0.63 +0.008 t 0.71 £ 0.008 1.09 £0.008 1
D 1.07 + 0.006 1.07 £ 0.007 0.75 £ 0.010 1.20 £ 0.011 0.47 £ 0.008 0.82 £ 0.008 t
PY 1.07 + 0.005 1.07 £ 0.006 0.33 * 0.006 0.33 + 0.007 0.33 * 0.006 0.38 £ 0.006
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ABSTRACT
Previous studies have reported cardiovascular and nociceptive responses after intrathecal
injection of kinin B, receptor (B,R) agonists in the model of streptozotocin (STZ)-diabetic rat
(diabetic). The aim of this study was to measute the early up-regulation of B,R binding sites
and mRNA in the thoracic spinal cord of diabetic and control rats.
Data show significant increases of specific B;R binding sites in the dorsal horn of diabetic rats
2 days (+315%), 7 days (+303%) and 21 days (+181%) after STZ treatment. Levels of mRNA
were significantly increased (+68%) at 2 and 7 days but not at 21 days. These data bring the

first molecular evidence for an eatly up-regulation of BR in the spinal cord of diabetic rat.

Keywords: Bradykinin, B, receptor, spinal cord, STZ, diabetes, autoradiography, i sitx

hybridization.
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INTRODUCTION
Kinins have been proposed as neuromediators of neuronal pathways involved in the
transmission of nociceptive information and autonomic control of arterial blood pressure [1].
Kinins act through the activation of two transmembrane G-protein coupled receptors (R)
denoted as bradykinin (BK) B,R and B,R. Whereas B,R is constitutive and mediates most of
the biological effects of kinins, the B;R has a low basal expression under normal physiological
situation, yet it is induced and over expressed by tissue injury and the cytokine network [2,3].
The induction of B,R involves the transcriptional nuclear factor kappa-B (NF-xB) and the
MAP kinase pathway [4,5]. It is hypothesized that the B,R is induced in diabetes through a
NF-xB mechanism: NF-«B is activated by hyperglycemia [6,7]. Consistent with a putative role
of B/R in diabetes complications, B,R are up regulated in several organs in diabetic rats where
they mediate several biological actions, including paw oedema [8], leukocyte migration in the
lung [9] dilatation of retinal microvessels [10] and inhibition of MAP-kinase activation in renal
glomeruli [11]. Some of these events occurred within 4 days [9,10] and 3 weeks [11] after STZ
treatment. Intrathecal injection of B,R agonists evoked a biphasic nociceptive response [12]
and increases of blood pressure and heart rate through sympathetic activation [13] 1 day and 3
weeks after STZ treatment, respectively, suggesting the presence of functional B|R in the
spinal cord of these animals. Finally, B,R antagonists inhibit thermal hyperalgesia and the
increased vascular permeability occurring in diabetic mice [14,15).
Using i sitw hybridization and 7 »ro receptor auto-radiography, this study was undertaken to
provide the missing molecularevidence that B,R up-regulation in the thoracic spinal cord of

STZ-diabetic rats 2, 7 and 21 days post-treatment.
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METHODS
Male Wistar rats weighting 220-250g (n=24) were purchased from Charles River (St-Constant,
Quebec, Canada). The care of animals and research protocols were in compliance with the
guiding principles for animal experimentation as enunciated by the Canadian Council on

Animal care and approved by the Animal Care Committee of our University.

STZ-induced diabetes: Rats received a single dose of STZ (65 mg/Kg, i.p.) freshly dissolved
in 0.05 M sodium citrate buffer, pH 4.5 (diabetic rats) or vehicle (control). Body weight and
glucose concentration from nonfasting animals were measured in a blood sample obtained
from the tail by pinprick, with a glucose oxidase-impregnated test strip and a reflectance meter

(Accu-Check II1, Boehringer Mannheim, Germany). Only rats with blood glucose > 20 mM

wete considered as diabetic.

Procedures for tissue preparation and autoradiography: lodination of HPPdesArg"'Hoe
140 (3-4 hydroxyphenyl-propionyl-desArg9-D-Arg[Hyp3,Thi5, D-Tic7,0ic8]-BK) and all
procedures for autoradiography and tissue prepatration were performed as previously described
[16]. Rats were euthanized at 2, 7 and 21 days after STZ or vehicle treatment by asphyxia under
tespiratory CO, inhalation and subjected to dorsal laminectomy. A total of 920 segments of

spinal cord (T9-T12) were used for autoradiography and in situ hybridization experiments.

Riboprobe design: A 326 bp cDNA fragment of the rat B, receptor (pSKratB,) was
subcloned into a BlueScript vector (pKS) (generous gift of Dr J.P. Schanstra) used as a
template to generate [°S]-uridine 5 5'-(-thio)triphosphate ([*SJUTP-S)-labeled transcripts in
either orientation using a RNA transcription kit. Antisense rat B, receptor riboprobe was

transcribed with T7 RNA polymerase from HindIII-digested template. Sense-strand control
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riboprobe was generated from Notl-digested template with T3 RNA polymerase. Both

antisense and sense riboprobes were labeled directly during the RNA polymerase reaction

using [°SJUTP-S (1,250 Ci/mmole, NEN, Boston, MA).

In Situ hybridization: The method used was similar to that desctibed by Tong and coworkers
[17]. Briefly, frozen sections of 20 um were warmed to room temperature for 30 min and fixed
with 2 % of paraformaldehyde in 2 x saline sodium citrate buffer (SSC, 0.15 M sodium
chroride; 15 mM sodium citrate; pH 7.0) for 5 min, followed by 4 washes in 2 x SCC buffer.
Sections were incubated in 0.25 % (v/v) acetic anhydride in 0.1 M triethanolamine (pH 8.0) for
10 min at room temperature, dehydrated through graded alcohols and air-dried. Post-fixed
sections were hybridized with 1 x 107 cpm/ml [35S]-UTP-labelled B, receptor riboprobes in
hybridization buffer containing 50 % formamide, 4 x SSC, 1 x Dendhart’s solution (0.02 %
polyvinylpyrrolidine, 0.02 % Ficoll, 0.02 % BSA), 500 pg/ml denatured salmon sperm DNA,
250 pg/ml yeast tRNA, 10 % dextran sulfate and 50 mM dithiothreitol. The diluted probe was
applied to sections on glass coverslips and hybridized overnight at 55°C in a humid chamber.
At the end of the hybridization, the coverslips were removed and sections were washed in 4 x
SSC containing 30 % formamide for 30 min at 55°C. Sections were then washed twice in 4 x
SSC (30 min each, 55°C), treated with 10 pg/ml RNAse (30 min, 37°C), washed in 0.5 x SSC
for 2 h at 60°C and air dried. The sections were apposed next to Kodak BioMax MR films for

30 days, developed and analysed as previously described for in vitro autoradiography [16].

Statistical analysis of data: Data represent the means + SEM of 4 animals per group and
their statistical analysis was performed with the Graph-Pad Prism® computer program. The
statistical significance was determined with a Student’s t-test for unpaired samples. Only P

values < 0.05 were considered to be statistically significant.
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RESULTS

Body weight and blood glucose before sacrifice: At the onset of the treatment, no
statistical differences were found between control and diabetic rats for body weight (230 + 10
vs 228 * 3 g) and blood glucose (< 6.0 mM). As depicted in Figure 1, significant reduction of
body weight occurred in STZ at 2 and 21 days, while blood glucose was markedly higher (close

to 30 mM) in diabetic rats from 2 to 21 days post-treatment.

Distribution and density of B,R binding sites: [*I]-desArg'"HPP-Hoe 140 showed weak
and diffused B,R binding sites all over the grey matter of the spinal cord in vehicle-treated rats
(Fig. 2). Densities measured in dotsal horn (laminae I-IIT) ranged from 0.69 + 0.19 to 0.97 +
0.17 fmol/mg tissue from 2 to 21 days (Fig. 2). When compared to vehicle-treated rats, B,R
binding sites were more striking in the dorsal horn of diabetic rats; densities were significantly

increased at 2 (+315%; P < 0.01), 7 (+303%; P < 0.001) and 21 (+181%; P< 0.05) days (Fig.
2).

Distribution and density of BIR mRNA: While a specific signal was observed with the
[*SJUTP-labeled antisense riboprobe, the sense control probe gave little or no hybridization,
revealing the specificity of the observed signal (Fig. 3). The level of BIR mRNA transcripts 7
in the spinal cord of vehicle-treated rats was very weak, yet the labelling was more abundant in
the dorsal homn where specific densities ranged from 17.3 + 1.5 to 18.3 + 5.3 nCi/g (Fig. 3). In
diabetic rats, B,R mRNA levels were significantly increased (+68%, p < 0.05) at 2 and 7 days

but not at 21 days post injection in the dotsal hom (Fig. 3).
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DISCUSSION
The main finding of this study is the molecular and anatomical evidence that the BR show
eatly induction and over-expression in the spinal cord of diabetic rats from 2 to 7 days post-
treatment. The return of the mRNA level to control values at 21 days post-treatment in
diabetic rats even though the density of B,R binding remained increased may be due to a
decreased stability or increased turnover of the mRNA. Intrathecal injection of B,R agonists
elicited increases in blood pressure and heart rate in this model of diabetic rat at 21 days [13]
and a transient hyperalgesic response in the tail-flick test that occurred as eatly as 1 day after
the induction of severe hyperglycaemia, and remained quiet stable between 1 and 21 days [12],
which 1s consistent with the sustained up regulation of B,R binding sites during that period.
These effects were mediated by the release of prostaglandins and other mediators, including
substance P and nitric oxide. The distribution of B,R is widespread all over the grey matter,
overlapping the intermediolateral and dorsal horns and lamina X thought to be implicated in
cardiovascular regulation and nociception [1].
Low but detectable densities of specific binding sites and mRNA transcripts were measured in
most laminae of control rats, suggesting the presence of a basal expression of B/R in the spinal
cord of Wistar rats. This finding is in agreement with the basal B,R expression (mRNA) and
immunohistochemical detection of the B|R in rat and human spinal cord dorsal horn [18,19].
The significance of these receptors is however questionable because the stimulation of this
basal population of B,R with intrathecal B,R agonists had no effect on thermonociception,
blood pressure and heart rate or behavioural activity in awake naive rats [12,13].
Although the mechanism of the up-regulation of B,R in the spinal cord of diabetic rat remains
to be confirmed, hyperglycaemia is thought to be the main contributing factor. Indeed, this

was evidenced for the up-regulation of neutrophil migration in the pleural cavity of rats treated
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with STZ [9]. Hypetglycaemia can activate NF-kB [6,7] which is known to induce B,R in

various paradigms [4 6, 12].

CONCLUSION

This study provides the first anatomical and molecular evidence that early in diabetes the spinal
cord begind to over-express B,R. a putative role for these receptors is suggested in spinal
autonomic control of blood pressure and nociception. This model appears therefore suitable
for studying the function andregulation of B,R in the central nervous system and for

determining the potency of novel centrally acting antagonists.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: Body weight (upper panel) and blood glucose concentration (lower panel) of control

(Ctl) and Diabetic rats. Student’s t-test comparison to Ctrl * P < 0.05 and *** P < 0.001.

Figure 2: Autoradiographic distribution (a) and densities (b) of B,R binding sites in the spinal
cord of control (Ctrl) and Diabetic rats. Note the appreciable level of total B,R binding sites in
STZ at 7 days (yellow) post-treatment. The non-specific binding (NS) was obtained in the

presence of 1uM of desArgl0HPP-Hoe 140. Student’s t-test comparison to Ctrl * P < 0.05; **

P < 0.01; ¥** P < 0.001.

Figure 3: Autoradiograms of B,R mRNA transcripts distribution (a) and quantification (b) in
spinal cord of control (Cttl) and Diabetic rats. The in situ hybridization signal related to the
expression of the B/R receptor gene was seen all over the gray matter in Diabetic rats
compared to Ctrl animals. Highest levels of B,R receptor mRNA (datk field) were seen in
diabetic rats at 2 and 7 days but not at 21 days post-injection. Note the lack of hybridization
signal at the level of the gray matter in Diabetic animals when using the sense probe to

demonstrate specificity. Student’s t-test comparisons to Ctrl *P < 0.05.
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1.0. Considérations méthodologiques

11.  Choix méthodologiques

Une approche méthodologique permettant Pappréciaton des changements qualitatifs et
quantitatifs observables étant nécessaire pour atteindre nos objectifs, nous avons choisi la
radioliaison sur coupes histologiques conjuguée a Iautoradiographie quantitative et 2
I’hybridation 77 situ, dans I’étude sur le diabéte (voir chapitre 3). Le choix de I'autoradiographie
quantitative nous apparait trés approptié pout nos études dans la mesure ou cette technique est
excellente pour la localisation macroscopique des sites de liaison. Elle constitue une méthode
de choix pour étudier la distribution différentielle d’une variété de récepteurs. Déja largement
utilisée en neuroanatomie, I'autoradiographie a permis la construction compléte de cartes de
haute résolution de distribution de récepteurs et d’examiner la relation entre des pathologies
cellulaires spécifiques et les changements de la densité des récepteurs dans des maladies
neurologiques (Leslie et Altar, 1988). Aussi, méme si certaines techniques comme
I'immunohistochimie couplée a la microscopie électronique ou la fluorescence couplée a la
microscopie confocale permettent d’extraire des informations qualitatives d’une résolution
élevée, elle restent semi quantitatives et ne peuvent pas remplacer I'autoradiographie; sinon
simplement compléter les limitations de cette derniéte, dont les plus importantes sont la
pauvtre résolution au niveau cellulaire et la difficulté de la combiner avec d’autres méthodes qui
requierent la fixation histologique (Chabot et al., 1996). Dans la majorité des cas, le recours a

Ihybridation ## sitw ou a immunohistochimie est suffisant pour combler ces limitations

(Chabot et al., 1996).
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1.2. Radioliaison sur coupes histologiques

12.1. L’autoradiographie quantitative

L’autoradiographie est une technique qui permet de marquer, i Paide d’un isotope radioactif
(souvent du trittum ou Piode 125), un médicament, un gene, une protéine, un peptide ou un
ligand. Elle permet notamment de suivre le cheminement d’un médicament dans les tissus,
d'identifier des genes ou de visualiser la distribution des récepteurs sur des membranes.

De ce fait, 'autoradiographie est une technique 2 la fois qualitative et quantitative.

Sut le plan expérimental, il s’agit d’incuber des coupes histologiques en présence d’un ligand
marque 2 un isotope radioactif (liaison totale) ou en présence du méme ligand non marqué i
des concentrations 1000 fois supérieures (liaison non spécifique). Les sites d’intéréts (sites
spécifiques) sont déduits par soustraction digitale ou numérique entre les liaisons totales et non
spécifiques sur des coupes adjacentes. La révélation de I'autoradiographie se fait par exposition
des coupes sous un film en présence d’une échelle de valeurs concomitantes a l'isotope utilisé.
Chaque isotope utlisé en autoradiographie dispose des caractéristiques propres qui lui
conferent des avantages bien particuliers.

En effet, alors que le marquage au trittum consiste 2 remplacer un hydrogéne du ligand par un
hydrogéne radioactif, le marquage 2 I'iode requiert la fixation d’une molécule d’iode radioactive
au ligand, particulierement sur un acide aminé aromatique libre.

L’avantage des ligands marqués au tritium est celui de mimer parfaitement le comportement
des ligands endogénes contrairement aux ligands iodés qui peuvent causer des contraintes
stériques et modifier les propriétés pharmacologiques des ligands endogénes.

Par conttre, les ligands marqués au trittum disposent souvent d’une faible activité spécifique, ce
qui se traduit par des périodes d’exposition de trés longue durée (2 2 3 mois) contrairement aux

ligands 10dés qui raccourcissent considérablement ce temps 4 moins de cinq jours.
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D’autre part, les ligands iodés se dégradent tres vite (perte de radioactivité dans les trois
semaines suivant 'lodation, auto-dégradation) limitant leur utilisation a moyen terme, alors que
les ligands marqués au tritium ont une demi-vie de 65 ans et ne se dégradent que par perte
d’activité (Kuhar, 1987; Kuhar et De Souza, 1989).

Enfin, Panalyse des résultats est faite a I'aide d’un systeme d’analyse d’image (MCID, Imaging
research, Ontario, Canada) disposant d’'une de capture Matrox dehaute résolution et muni
d'une caméra vidéo analogique (Sierra Scientific Solid state video camera MS-4030 pixel

counts: 610 (H) x 492 (V)).

1.2.1.1. Principes de Pautoradiographie quantitative
L’autoradiographie est une méthode biochimique qui est régie par plusieurs propriétés
pharmacologiques autour de la relation récepteur — ligand.
En effet, peu importe le type de ligand utilisé, ce dernier doit observer un certain nombre de
propriétés pharmacologiques de base dont les plus importantes sont:
- L’obéissance 2 la loi d’action de masse
Ligand + récepteur ki1 Ligand ° récepteur.

Kd (constante de dissociation) = [Ligand] [Récepteur]/ [Ligand*Récepteur]. Dans les
conditions optimales, plus de 80% des sites sont liés quand la concentration du ligand

choisi pour la liaison totale est de 4 fois la valeur du Kd

L’accessibilité du ligand a tous les récepteurs
- La liaison du ligand ne doit pas altérer le récepteur ou modifier son affinité
- La liaison doit étre saturable et réversible
Autrement dit, le ligand marqué doit étre capable de se lier librement a tous les récepteurs
d’intérét et de s’en détacher sans changer le comportement du récepteur (Mantyh, 1988; Ouhtit

et al., 1997). Cela permet de comprendre pourquoi I'utilisation de ligands antagonistes est tres
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conseillée, surtout lorsqu’on se donne Pobjectif de quantifier les récepteurs, méme si les ligands
agonistes fournissent des marquages qualitatifs intéressants.

En effet, les agonistes induisent des changements physiologiques au niveau de la cinétique des
récepteurs. Entre auttes, ils sont capables d’induire I'internalisation des récepteurs, changeant
ainsi le nombre et la distribution membranaire i Péquilibre. Ce phénoméne pourrait expliquer
certaines divergences dans la littérature quant aux altérations possibles de la densité des
récepteurs B, chez le rat SHR.

En effet, une étude utilisant Pagoniste [“I]Tyr’BK (Privitera et al., 2003) comme radioligand
n’a trouvé aucune différence entre les rats SHR et WKY dans la région de la médulla oblongata
incluant le noyau du tractus solitaire (N'TS), le noyau moteur dotsal du nerf vague (X), l'area
postrema (AP) et le noyau trijumeau alors que Pétude utilisant Pantagoniste [*TJHPP-Hoe 140
(Cloutier et al.,, 2004) trouve une augmentation des récepteurs B, dans les mémes régions chez
le rat SHR. Ce type de marquage, observé trés tot dans nos études pilotes (figure 13), nous a
conduits 4 adopter le ligand antagoniste B, [“IJHPP-Hoe 140 déja utilisé chez le mouton
(Murone et al., 1996; 1997) et le rat (Couture et Lindsey 2000) a linstar du ligand agoniste
[T TyBK, jadis exploité dans notre laboratoire chez le rat (Lopes et al., 1995) et le cobaye
(Lopes et al., 1993). Ce remplacement approprié nous a permis de disposer d’un excellent outil
de travail pour étudier les récepteurs B, dans de meilleures conditions expérimentales. Car
Pagoniste [*I]Tyr’BK (280pM; 500Ci/mmol) sous estime le nombre des récepteurs B, (voir
figure 13) en plus de se lier aux peptidases. Son exposition requiert une période d’au moins 15
jours, contrairement a 2 jours pour Pantagoniste [*’IJHPP-Hoe 140 (200 pM; 1212 Ci/mmol)
qui posséde une plus grande activité spécifique et une plus grande stabilité métabolique.

De plus, le groupe HPP (3-4 hydroxyphenyl-propionyl-D-Arg) qui permet d’attacher Iiode
radioactif au ligand sans altérer ses propriétés pharmacologiques nous a permis de développer

un radioligand pour le récepteur B, ([*IJHPP-desArg'’Hoe 140) i partir de P'antagoniste
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sélectif desArg Hoe 140 (Wirth et al., 1991). Par contre, nos expériences pilotes ont montré
qu’a des concentrations de lordre du nano molaire, HPP-desArg'"Hoe 140 avait une légére
affinité pour le récepteur B,. Pour prévenir ce probleme de sélectivité dans nos expériences,

nous protégeons les sites B, en y ajoutant une concentration équimolaite du ligand HPP-Hoe

140 non marqué dans le milteu d’incubation.

Figure 13: Récepteurs B, marqués avec [“IJHPP-Hoe 140 (A) et [*I|Ty:'BK (B)

Le marquage avec 280 pM de [*I]Ty:"BK (B) obtenu aptés une exposition de 21 jours est
moins intense et plus limité dans les cornes dorsales (LI-LIII) de la moelle épinicre thoracique
(T9-T12) du rat Wistar (8 semaines d’ige) par rapport au marquage avec 200 pM de

[*IJHPP-Hoe 140 (A) obtenu aprés une exposition de 2 jours. NS: non spécifique

En dehors du choix des ligands radioactifs, les accessoires et le milieu d’'incubation utilisés en
autoradiographie sont aussi déterminants pour éviter des résultats erronés.
A cet effet, certains gels et/ou colorants utilisés pour recouvrir les lames histologiques sur

lesquelles les coupes de tissus sont déposées peuvent interférer avec le radio-isotope utilisé et
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entrainer des marquages non spécifiques plus élevés. Ainsi, sur la base d’expériences pilotes
(voir figure 14), les lames colorfrost/plus bande bleue de Ficher ont été adoptées pour nos

travaux.

Figure 14: Sélection de lames pour Pautoradiographie chez le rat.

Frostvior

Les liaisons totales (rangée du haut) sur les récepteurs B, dans les cornes dorsales (LI-
LIIT) de la moelle épiniére thoracique (T9-T12) du rat SHR de 16 semaines d’age
obtenues avec une concentation de [“IJHPP-Hoe 140 au dessus du Bmax (300 pM) et les
liaisons NS (rangée du bas) obtenues en présence de 1uM de HPP-Hoe 140 montrent que
les lames commerciales Frostvior (Fisher) et Thymé n’augmentent pas les sites de liaison
NS du ligand [*IJHPP-Hoe 140.

En effet, une observation attentive montre qu’en dehors des lames Frostvior et Thymé, le
ligand iodé n’a pas été déplacé par le ligand froid, suggérant un attachement du ligand
[PIJHPP-Hoe 140 au verre sur les autres lames. Une telle situation amplifie les liaisons
NS et permet d’exclure ce type de lames qui interfere avec le ligand radioactif.

Des résultats similaires ont été obtenus pour le ligand B, [*IJHPP-desArg'°Hoe 140 (non

présentés).
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En ce qui concerne les conditions expérimentales, des coupes de moelle épiniére de rats
diabétiques traités a la STZ ont été incubées dans du tampon PIPES en présence ou non d’un
cocktail déja établi dans notre laboratoire (Lopes et al., 1993; 1995). Ce cocktail d’inhibiteurs
des peptidases contient entre auttes, le donneur et accepteur d’électrons, 1,10 phenantroline
(Zheng et al., 2003), qui prévient les réactions de contact avec le vetre; le captopril (inhibiteur
de la kininase II) qui prévient la dégradation des radio-ligands par la kininase II; la bacitracine,
un antibiotique qui prévient la contamination bactérienne du milieu d’incubation et 'induction
du récepteur B, par les toxines bactérienne; le dithiothréitol qui sert a casser les ponts
disulfures entre les protéines et qui empéche la formation de liaisons covalentes par la rupture
des interactions entre molécules et le maintien des chaines polypeptidiques libres et
individualisées; P'albumine sérique de bovin (BSA) qui empéche les peptides d’adhérer au verre

et aux protéines. Les différentes conditions expérimentales sont regroupées dans le tableau 2.

Tableau 2: Conditions expérimentales pour I'autoradiographie des récepteurs des kinines.

Conditions

PIES I J T

PIPES+Cocktail X X X X

En présence de

Aprotinine : 1uM (Nolly et al., 1993) X X X

MERGEPTA : 10uM (Nsa Allogho et al., 1998) X X X

On notera que I'aprotinine est un inhibiteur de protéases a sérine. Il inhibe la kallicréine, la
chemotrypsine, la plasmine et les activateurs du plasminogéne. Il prévient la production des
kinines endogenes. Le MERGEPTA ou DL-2- mercaptomethyl-3-guanidino-
ethylthiopropanoic acid (en langue anglaise) est un inhibiteur de la kininase 1. Il prévient la

transformation des kinines en desArg’-kinines (Majima et al., 1992).
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Les résultats de ces tests pilotes (figure 15 et 16) montrent qu’en absence du cocktail
(conditions A et C), la densité de liaison des récepteurs B, et B, est trés intense dans toute la
matiére grise; aussi bien pour la liaison totale que NS. Cette augmentation est plus importante
pour les récepteurs B, en présence de MERGEPTA et d’aprotinine (condition C), alors que
pour les récepteurs B,, seuls les marquages NS restent élevés (figure 15).
De méme, I'ajout de MERGEPTA et/ou d’aprotinine dans les milieux d’incubation contenant
le cocktail (conditions D, E et F) perturbe les liaisons totales et NS sur les sites de liaison B,.
Pour le récepteur B,, il semble que les meilleures conditions soient B, D, E, F (PIPES +
Cocktail).
Donc I'ajout d’aprotinine ou de MERGEPTA a peu d’influence. Mais appliquées au récepteur
B,, toutes ces conditions sauf la condition B, montrent des limites. En effet ces conditions ont
tendance a sous estimer les densités des récepteurs B, (voir figures 15 et 16).
D’ou le choix de la condition expérimentale B (capable de procurer des résultats non biaisés
autant pour le B, que pour le pour B,) pour toutes nos expériences.
Ces études pilotes ont permis d’étendre la condition expérimentale mise au point dans notre
laboratoire (Lopes et al., 1993; 1995) pour le radioligand Tyr’BK (récepteur B,) aux radio-
ligands[®I|HPP-Hoe 140 (récepteur B, et [“I|HPP-desArg®Hoe 140 (récepteur B,)

également mis au point par notre équipe.
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Figure 15 : Distribution des récepteurs B, et B, dans diverses conditions expérimentales chez

le rat diabétique STZ, 7 jours post traitement.

Récepteurs B, Récepteurs B,

Seule la condition expérimentale B assure des résultats autoradiographiques optimaux
pour le marquage des deux récepteurs des kinines dans la moelle épiniére thoracique

(T9-T12).
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Figure 16: Densité des liaisons spécifiques des récepteurs B, et B, dans diverses conditions

expérimentales chez le rat diabétique STZ.
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Conditions expérimentales

Les chiffres en bordeau (récepteurs B,) et en bleu (técepteurs B,) représentent les

densités spécifiques dans les cornes dorsales (LI-LIII).
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1.2.1.2. L’hybridation in situ

L'hybridation Zu sitn sert a détecter l'expression tissulaire de PARNm (Ouhtit et al., 1997). Les
avantages de I'hybridation 2z sitn sont d’une part, de permettre la quantification des ARNm
révelés sur un film photographique et, d’autre part, grace a sa sensibilité, de permettre la
détection d'ARNm faiblement exprimé avec la possibilité d'obtenir des signaux au niveau
cellulaire si la révélation est faite par émulsion nucléaire liquide.

Les principes de la technique sont analogues a ceux de l'autoradiographie. Elle est basée sur
I'hybridation spécifique d'une sonde (ribosonde de plusieurs centaines de nucléotides ou
oligonuclétotide de synthese de quelques dizaines de nucléotides) avec sa cible complémentaire
d'ARNm sur une coupe de tissu frais ou fixé.

La sonde d'hybridation est marquée avec un isotope radioactif (35S ou 32P en général). La
révélation de I'hybridation ir sifu se fait également par exposition des coupes sous un film ou
par trempage dans une émulsion radiosensible liquide (pour plus de détails, voir Wisden et
Morris, 1994).

Ainsi, seuls les brins d’ARNm complémentaires (anti-sens) seront révélés du fait des
appariements formés, alors que les brins non complémentaires (sens) ne s’hybrident pas et
seront lavés (non spécifique).

Les plasmides (voir carte a la figure 17) nous ont été gracieusement fournis par le Dr J. P
Schanstra, INSERM U 388, Toulouse, France (équipe du Dr Girolami).

Ces plasmides ont été insérés dans un vecteur pBluescript SK (Stratagene). La taille du B, avec
"polylinker" incluant ses enzymes de restriction est de 450 paire de base (bp). Le vrai B, a 326
bp. La ribosonde antisens a été produite par digestion de l'enzyme de restriction Hind III et
obtenue en utilisant la polymérase T7 RNA. Sa ribosonde sens est obtenue par digestion

enzymatique au site de restriction Not I, en utilisant la T3 polymérase.



173
Figure 17 : Plasmide du récepteur B, chez le rat
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2. 0. Les récepteurs des kinines en physiopathologie centrale

2.1. L'épilepsie temporale

Le phénomene de kindling (embrasement) a été découvert accidentellement par le Dr Graham
Goddard en 1967, alors qu’il étudiait le processus d’apprentissage chez le rat.

En effet, une partie des études incluait la stimulation électrique du cerveau de rats a treés faible
intensité (sub-luminale), si faible quil a été surpris d’observer qu’aprés deux semaines de
traitement, les rats convulsaient quand la stimulation était appliquée. Ces convulsions
devenaient de plus en plus fréquentes et indépendantes de la stimulation. Le cerveau des rats
devenait sensibilisé a la stimulation électrique. Ils pouvaient faire des convulsions a la

stimulation, méme un mois plus tard. C’est ainsi qu’il fut découvert que I'excitation électrique
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locale et répétée des neurones corticaux pouvait induire une activité anormale qui persistait
apres Pexcitation (« kindling », embrasement). Plus tard, il fut montré que Paptitude 4 générer
des décharges extrémes peut s’étendre 4 des neurones aux alentours de la région originale, mais
aussi 4 distance, vers des neurones en connexions synaptiques avec le foyer initial. De telles
stimulations dépolarisent de maniére prolongée les neurones et induisent des modifications
physiologiques durables qui les rendent plus facilement excitables par la suite (dépolarisation
partielle rémanente) (Racine 1975; Racine et al. 1975 a-c).

L’application de substances chimiques peut également produire des foyers expérimentaux,
temporaires ou permanents, en bloquant le fonctionnement des synapses inhibitrices
(strychnine), en perturbant localement le métabolisme (pénicilline) ou en modifiant de maniére
permanente la structure des tissus (alumine) (Cambier et Dairou, 1975).

Ainsi, divers procédés expérimentaux utilisés chez 'animal permettent de modifier de maniére
durable le comportement des neurones sains en leur conférant un caractére épileptique.

De méme, contrairement aux concepts plus anciens qui faisaient nécessairement intervenir les
structures enfoules tels que les noyaux gris centraux comme point de départ des crises, le
cortex serait nécessaire et suffisant pour générer une ctise, méme généralisée (par exemple, en
tirant profit des nombreux relais cortico-thalamiques pour propager la crise 4 'ensemble du
cortex) (Bancaud, 1976; Bancaud et al., 1976; Loiseau et al., 1984; Cain et al., 1992; Noebels
2003). Cect dit, il est extrémement difficile d’identifier le foyer ou la zone épileptogéne (ZE)
(Bancaud, 1976).

En clinique, on peut admettre chez le méme sujet, et lors de crises différentes, une topographie
variable de la ZE dans le temps. Pour illustrer ce propos, Bancaud (1976) affirme que «La
définition méme d'une one épileptogéne est difficile G donner et ne saurait se confondre avec une perturbation

lésionnelle qui en est pourtant le facteur causal, en tout cas déterminant, le médiatenr essentiel étant sans doute

biochimigue».



175
Ainsi, pour notre modele expérimental, une électrode a été implantée dans amygdale afin de
disposer d’une ZE bien définie, offrant un meilleur tragage des foyers épileptiformes.
Evidemment, la chirurgie et P'implantation de Pélectrode peuvent constituer des éléments
favorisant l'apparition des cytokines pro-inflammatoires et donc inciter I'apparition des
récepteurs B, des kinines (Marceau et al., 1998). Mais étant donné que les animaux témoins
(électrodes non stimulées) ne présentent pas les changements qui sont observés chez le rat
kindling, il semble donc probable que les changements observés sont dus aux stimulations
électriques sub-luminales appliquées et non aux chirurgies effectuées. Et ce, en accord avec
Péquipe de Racine qui montre que chez I’animal, le phénomeéne d’embrasement expérimental
(kindling) produit un foyer artificiel, qui tres vite permet la propagation de I'activité épileptique
vers des structures dites «secondaires» qui deviennent alors le siége, elles aussi, d’activités
épileptiques (Racine et al. 1975). Dans le SNC, 100% des récepteurs B, sont situés sur les
neurones et non sur les vaisseaux sanguins ou les astrocytes (Chen et al., 2000). La chute des
récepteurs B, dans certains noyaux du cerveau, comme c’est le cas chez le rat kindling
interpelle quant aux conséquences fonctionnelles d’une telle situation, surtout dans les régions
de Pamygdale liées 2 la stimulation électrique. Cette diminution des récepteurs B, ne peut étre
associée 3 une quelconque dégénérescence neuronale dans la mesure ou la diminution des
récepteurs B, est le plus souvent associée a une augmentation des récepteurs B,, surtout dans
les régions concernées.
De plus, en dehors du modéle kainate, aucune donnée de la littérature n’associe le modele
d’épilepsie par kindling 4 une dégénérescence neuronale massive (Tuunanen et Pitkanen, 2000;
Mclntyre et al.,, 2002). On poutrait penser 2 une situation de présence accrue de BK dans le
LCR qui causerait la diminution des récepteurs B, par internalisation. Un exces de BK peut
entrainer une augmentation de la perméabilité de la batriére hémato-encéphalique via la

stimulation des récepteurs B, (Zausinger et al, 2002), ce qui augmenterait la pression
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intracranienne (Schulz et al., 2000) et favoriserait les dommages neuronaux (Francel 1992;
Parpura et al.,, 1994; Walker et al., 1995) comme c’est le cas durant un traumatisme cranien ou a
la suite de I'ischémie cérébrale ou 'on observe des taux élevés de BK extracellulaire (IKamiya et
al,, 1993). Toutefois, cette piste ne peut étre soutenue dans la mesure ou une telle situation
favoriserait une dégénérescence neuronale que ne soutiennent pas les données antérieures de la
littérature (Tuunanen et Pitkanen, 2000; McIntyre et al., 2002).

Atnsi, la baisse des récepteurs B, observée dans notre étude serait plutdt associée a une
autorégulation des récepteurs B, et B, (Phagoo et al,, 1999; Duka et al.,, 2001), un phénomeéne
déja rapporté dans le modéle de 'cedéme de la patte chez le rat (Campos et al., 1996, 2001).
Cela suggere que dans des conditions pathologiques, les récepteurs des kinines sont capables
de changements plastiques, méme si la hausse des técepteurs B, ou la baisse des récepteurs B,
ne semble pas requérir leur présence réciproque dans I'aire concernée pour se produire. Cette
plasticité devient donc un élément important dans la distribution et la régulation des récepteurs
centraux des kinines. Elle serait de nature a favoriser les récepteurs d’intérét durant la situation
qui prévaut. Ce qui justifierait pourquoi dans les conditions physiologiques normales, les
récepteurs B, sont trés peu exprimés au détriment des récepteurs B,. Dans le modéle du rat
kindling, de nombreuses données montrent Ialtération de plusieurs systémes effecteurs
(Albensi 2001; Allan et Rothwell 2002; Yaari et Beck, 2002) et la présence des cytokines pro
inflammatoires telles I'IL-1B, 'IL-1a, le TNF-a (Jankowsky et Patterson, 2001; Albensi, 2001;
Shandra et al,, 2002), connues pour leur capacité a induire le récepteur B, via le facteur de
transcription NF-kB (Marceau et al,, 1998). Ces cytokines ont été associées a la pathogenese
des convulsions dans le modele de I'épilepsie temporale chez le rat (Albensi, 2001; Allan et
Rothwell, 2002; Yaari et Beck, 2002; Shandra et al, 2002), lesquelles sont prévenues par
Padministration du "naturally occuring IL-1 receptor antagonist” ou antagoniste naturel au

récepteur de l'interleukine-1 (IL-1 RA) (Vezzani et al., 2000).
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Contrairement aux changements observés dans certains noyaux du cerveau des animaux
kindling (surtout les noyaux associés 4 I'amygdale), aucun changement n’est observé dans la
moelle épiniére ni dans le cervelet. Cette observation suggére des changements localisés dus a
une production localisée des cytokines et ne supporte pas P'idée d’une situation inflammatoire
invasive et généralisée du systéme nerveux central avec une invasion des neutrophiles, lesquels
expriment les récepteurs B, (Vianna et al,. 2003).
De plus, une telle situation inflaimmatoire ne saurait expliquer la baisse des récepteurs B,,
suggérant que les phénoménes observés dans notre étude se produisent au niveau neuronal.
Cette hypothése supporte 'augmentation de la reliche tissulaire i s (Bregola et al., 1999) et
in vivo (Simonato et al., 2004) du glutamate (un neurotransmetteur qui n’est pas produit par les
cellules sanguines ou les cellules endothéliales), en présence de I'agoniste B,, Lys—desArg9BK,
dans le cortex ou lhippocampe chez le rat kindling. Ces derniers résultats suggérent une
localisation pré-synaptique des récepteurs B, sur des neurones glutamatergiques (figure 18),
renforgant ainsi I'idée associant Pépilepsie a la rupture de la balance entre le systéme excitateur
(glutamatergique) et inhibiteur (GABAergique) (Musshoff et al., 2000).
Ainsi, nos données, qui sont soutenues par une étude récente sur des tranches d’hippocampe
dans un modele d’épilepsie temporale a la pilocarpine chez le rat Wistar (Argafiaraz et al,
2004), ouvrent un nouveau champ thérapeutique possible pour les antagonistes B, (Rodi et al.,

2004) en plus d’offrir a la recherche un excellent modéle expérimental pour étudier les

récepteurs B, dans le SNC.
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Figure 18: Schéma hypothétique de la présence présynaptique des récepteurs B, sur les

neurones glutamatergiques dans le modéle kindling.
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2.1.1. Perspectives

La présence des récepteurs B, sur les terminaisons glutamatergiques suppose une modulation
de ce systéme par les kinines et offre une excellente cible thérapeutique. Ainsi, pour évaluer
cette hypothése, il serait opportun de conduire un certain nombre d’études.

1- Procéder 2 des expériences en double marquage (immunofluorescence ou immuno-argent)
des récepteurs B, et B, et des neurones glutamatergiques, afin de vérifier cette situation
présynaptique hypothétique des récepteurs des kinines.

2- Reproduire le modele kindling chez les souris génétiquement invalidées pour les genes des
récepteurs B, ou B, et déterminer si absence de Pun ou lautre des deux récepteurs est capable
de prévenir les convulsions. Puis procéder également a Pétude en autoradiographie pour

confirmer les changements au niveau des sites de liaison.
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3- Procéder a des traitements pharmacologiques en prévention ou en curatif avec des
antagonistes B, et/ou B, non peptidiques pour tester la capacité de ces drogues a prévenir
Pépilepsie.
4- Etudier par autoradiographie quantitative les récepteurs B, et B, des kinines dans le cerveau
de donneurs épileptiques ou sur des foyers épileptiques prélevés chez des patients atteints de
cette maladie.
5- Etudier par autoradiographie quantitative les récepteurs B, et B, des kinines dans le systeme

nerveux central des rats épileptiques dans le modéle kainate pour fin de comparaison.

2.2.0. L’hypertension artérielle

a- Le rat SHR comme modéle d’étude de 'hypertension essentielle cheg 'homme

Cest a partir d'un élevage de rats Wistar Kyoto (WKY) non-consanguins que Okamoto a
sélectionné en 1963 le premier rat présentant une hypertension spontanée. Ce dernier fut
croisé i une femelle ayant une pression sanguine élevée, puis des croisements consanguins
entre fréres et sceurs permirent la sélection d’un élevage de rats spontanément hypertendus ou
SHR (Okamoto, 1969).

L’hypertension dite spontanée chez ces animaux compotte trois phases apres la naissance: (1)
3-4 semaines (stade de pré-hypertension), (it) 7-8 semaines (début de 'hypertension), et (1) 12-
13 semaines (hypertension établie).

En dépit des critiques soulevées a 'égard de I'hétérogénéité retrouvée dans les colonies SHR
(Samant et al., 1989; Kurtz et al., 1989; Nabika et al., 1991), de P'utilisation inadéquate du rat
WKY comme témoin (Rapp, 1987) ou encore de la remise en question du rat SHR comme
modele animal pour T'hypertension essentielle chez Phumain (McGiff et Quilley, 1981), ce
modele demeure valable (Zicha et Kunes, 1999) et met en cause a la fois des facteurs

génétiques et environnementaux qui sont semblables 2 la situation humaine (Zicha et Kunes,
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1999). De plus, du fait de son origine génétique commune avec le rat SHR, la souche WKY a
souvent été utilisée comme témoin normotendu pour justement mettre en évidence la

dimension phénotypique (génotype + environnement) du modéle.

b- Hypersensibilité a la BK centrale cheg le rat SHR

L’injection de la BK dans les ventricules latéraux (Buriag et al.,, 1981; Lindsey et al., 1988), le
quatrieme ventricule (Lindsey et al, 1988; Martins et al, 1991), la médulla ventrolatérale
rostrale (Privitera et al., 1994) ou la moelle épiniére thoracique (Cloutier et al., 2002) produit un
effet presseur plus élevé chez le rat SHR que chez le WKY ou le rat Wistar normal.

De hauts niveaux de kininogéne et une activité élevée de la kallicréine ont été observés dans le
LCR des rats SHR agés, chez qui le contenu en kinines et I'activité de la kininase II sont
augmentés dans plusieurs régions du cerveau (Mendelsohn et al., 1980; Israel et Saavedra, 1987,
Khan et al,, 1995), particuliérement celles impliquées dans le controle cardiovasculaire. Cette
situation biochimique suggeére I’hypothése d’un turnover élevé des éléments du systeme
kallicréine-kinines favorisant une dégradation accrue de la BK en métabolites inactifs et la
possibilité d’une quantité résiduelle qui, rapidement convertie en desArg’BK, agirait sur le
récepteur B, pour produire ’hypersensibilité observée. Pour que cette hypothése ait du sens, il
faut d’une part que le récepteur B, soit surexprimé dans le systéme nerveux central (vu que ce
récepteur est normalement absent ou faiblement exprimé) et d’autre part, que la kininase I soit
exptimée ou surexprimée dans le systéme nerveux central du rat SHR, vu que Pon ne trouve
pas de kininase I dans le LCR du rat normal (Pesquero et al., 1992; Décarie et al., 1996).

Or, les données pharmacologiques sur le récepteur B, dans le cerveau des rats SHR sont
controversées et ne supportent pas hypersensibilité centrale via la desArg’BK. Certaines
études rapportent respectivement des effets presseurs et anti-hypertenseurs a I'injection i.c.v.

d’agonistes et d’antagonistes sélectifs pour le récepteur B, (Alvarez et al., 1992; Emanueli et al.,
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1999). Dans le méme ordre d’idées il a été rapporté que l'injection i.c.v. d’oligonucléotides anti-
sens dirigés contre PARNm codant pour le récepteur B, produit une profonde réduction de la
pression sanguine pout plus de 48 heures chez le SHR (Emanueli et al., 1999).
A TYopposé de ces résultats, dautres études ont plutét montré que les agonistes et les
antagonistes B, sont inactifs lorsque injectés centralement (it. et ic.v.) chez le rat SHR
(Martins et al., 1991; Cloutier et al., 2002; 2004).
Aussi, méme si des taux élevés I’ARNm des récepteurs B, ont été observés dans la phase
établie de T'hypertension artérielle chez le rat SHR (Qadd et al.,, 2002, 2003), nos études ne
soutiennent pas une surexpression des récepteurs B, dans la moelle épiniére et le cerveau de
ces rats. En effet, les sites de liaison pour les récepteurs B, ne sont observés que chez les
jeunes rats SHR, avant 'apparition de Phypertension attérielle, puis ils diminuent et deviennent
faiblement exprimés tant dans les centres cardiovasculaires centraux (Cloutier et al., 2004) que
dans la moelle épiniére (Cloutier et al., 2002). Cette distribution téceptorielle qui est influencée
par P'age de I'animal, est en accord avec I'absence d’effets observées aprés 'administration
centrale d’agonistes et d’antagonistes B, chez le rat SHR (Martins et al., 1991; Cloutier et al,,
2002; 2004). De plus, notons que T'hypersensibilité a la BK centrale chez le rat SHR est
observée aussi bien chez les jeunes rats (phase de pré-hypertension) ou le récepteur B, est
observé que chez les rats en phase d’hypertension établie (Cloutier et al., 2004).
Or une telle situation suggeére la présence maintenue de récepteurs actifs, capables de produire
cette hypersensibilité peu importe I'dge des rats SHR; ce qui n’est pas le cas pour le récepteur
B,. En revanche, des taux élevés d’ARNm du récepteur B, ont été mesurés dans
Phypothalamus (un site important dans ’homéostasie cardiovasculaire) chez le rat SHR dans
toutes les phases de Phypertension artérielle (Qadri et al., 2002; 2003).
De plus, Phypersensibilité a la BK i.c.v. et it. notée chez le rat agé SHR (Qadn et al., 1999;

Cloutier et al., 2002; 2004), bloquée par des antagonistes du récepteur B,, est corrélée avec une
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augmentation des sites de liaison des récepteurs B, dans la moelle épiniére (Cloutier et al.,
2002) et dans les centres cardiovasculaires médullaires (Cloutier et al., 2004) du rat SHR. Une
surexpression des sites de liaison B, a été également montrée dans les noyaux médullaires
impliqués dans le controle cardiovasculaire chez des donneurs hypertendus (Buck et al., 2002).
Ainsi, Phypersensibilité centrale 4 la BK chez le rat SHR semble dériver de la surexpression des
récepteurs B, dans les centres cardiovasculaires centraux. Cette sutexptession des récepteurs B,
pourrait résulter d’'une carence de la BK endogéne du fait de Pactivité élevée de la kininase II
chez le SHR (Mendelshon et al., 1980). Cette surexpression des récepteurs B, serait de ce fait

un mécanisme compensatoire qui permettrait aux rats SHR de combler son déficit central en

BK endogene.

- Role des réceptenrs centraux des kinines dans Ibypertension artérielle

Etant donné la non participation des récepteurs B, dans les effets cardiovasculaires des kinines
centrales chez le SHR (Martins et al., 1991; Cloutier et al., 2002; 2004) d’une part, et d’autre
patt, le fait que le blocage des récepteurs B, a Paide de traitements aigus et chroniques avec des
antagonistes B, injectés centralement ne parvienne pas a altérer la pression sanguine
systémique chez le rat SHR, il est suggéré que les kinines endogénes ne sont pas impliquées
dans la maintien de ’hypertension artérelle (Madeddu et al., 1994; Lindsey et al., 1988; Martins
etal, 1991).

De plus, nos résultats montrent que les niveaux élevés des récepteurs B, subsistent et
augmentent en dépit des traitements antihypertenseurs; lesquels corrigent parfaitement la
pression artérielle ou entraine une hypotension (cas du lisinopxil) chez le rat SHR. Ces données
suggérent que Phypersensibilité de la BK et 'augmentation des récepteurs B, chez les rats SHR

sont des phénomeénes qui ne sont pas secondaites 4 ’hypertension et qui pourraient refléter un

trait génétique.



."—‘- \‘.

183

d-Effet des IEC sur les réceptenrs des kinines centrales

Il est plausible que les IEC et le losartan passent la bartiére hémato-encéphalique et modulent
Pexpression des récepteurs centraux des kinines. Le traitement chronique avec les IEC cause
notamment la surexpression des récepteurs B, dans la moelle épiniére du rat SHR, alors qu’en
périphérie ces drogues sont connues pour entrainer la surexpression des récepteurs B,
vasculaires et rénaux chez le rat SHR, WKY ainsi que chez la souris KOB, (Marin Castafio et
al., 2002; Duguay et al., 2004). Le taux ’ARNm des récepteurs B, n’est toutefois pas affecté
par les IEC dans les vaisseaux et les reins du rat normal (Marin Castafio et al., 2002). Bien
qu’en périphérie, le récepteur B, participe aux effets hypotenseurs des IEC chez le rat (Marin
Castafio et al., 2002; Bascands et al., 2003) et ’homme (Ignjatovic et al., 2002), cette possibilité
au niveau central est peu probable.

Ainsi, la régulation centrale des récepteurs des kinines par les IEC semble différente par
rapport a leur régulation en périphérie. La surexpression des récepteurs B, par les IEC dans la
moelle épiniére du jeune rat SHR telle que nous l'avons observée est un phénomene
intéressant qui s’inscrit dans un contentieux.

En effet, la surexpression des récepteurs B, obsetrvée dans les vaisseaux de lapin aprés un
traitement aigu de 18 heures aux IEC (Nwator et Whalley, 1989) n’a pas été confirmée apres 48
heures de traitement (Marceau et al,, 1999). Nos résultats montrent qu’un traitement chronique
de 4 semaines induit le récepteur B, dans la moelle épiniére alors que les traitements plus
courts ou de plus longue durée ne montrent aucun effet en accord avec les résultats sur 'aorte
du rat SHR (Dugay et al, 2004). Ainsi, Pinduction des récepteurs B, par les IEC est un

processus controversé qui pourrait dépendre de Pespece et de la durée du traitement.

e- Mécanisme d'action des IEC sur les réceptenrs des kinines
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Méme si Pon sait que les IEC augmentent le nombre de récepteurs B, en périphérie, le
mécanisme de ce phénomene reste inconnu et les avis 2 ce sujet sont partagés (Minshall et al.,
1997; Marcic et al., 1999; Gobeil et al., 2002; Tom et al., 2003).
En effet, alors que certains auteurs évoquent la stimulation directe du récepteur B, par les IEC
(Ignjatovic et al., 2002), d’autres ne parviennent pas a ces résultats (Fortin et al., 2003). En ce
qui concerne le récepteur B,, il a été suggéré qu’en présence des IEC, les effets de la BK sont
potentialisés par l'induction de la formation d’interactions heterologues complexes « cross-
talk » entre PEC et le récepteur B, (Marcic et al,, 1999). En effet, méme si les IEC n’agissent
pas directement sur les récepteurs B, (Erdos et Marcic, 2001), ils peuvent interférer avec les
mécanismes de séquestration et d’internalisation des récepteurs B, dans les cellules CHO
(cellules d’ovaire de hamster Chinois) et dans des tissus isolés (Minshall et al., 1997; Tom et al.,
2003).Aussi l'induction de cross-talk ou la formation d’hétéro-diméres stables entre les
récepteurs B, et AT1 pourrait altérer le potentiel d’internalisation du récepteur B, (Abdalla et
al., 2000) ou sa re-sensibilisation a son agoniste (T'schope et al., 1997).
Par contre, d’autres études entreprises avec des analogues de la BK, résistants a 'EC, n’ont pas
permis de confirmer la potentialisation de la BK et/ou la re-sensibilisation des récepteurs B,

indépendamment de ’hydrolyse du peptide dans des modeles physiologiques (Dendorfer et al.,

2001; Gobeil et al., 2002; Tom et al., 2002).

J- Plasticité des réceptenrs centraux des kinines chez le rat SHR

Le jeune rat SHR (8 semaines) montre une forte expression du récepteur B, qui diminue avec
Page alors que la densité du récepteur B, augmente avec I'age, montrant I'influence de I'age sur
la densité des récepteurs B, et B, de manicre opposée.

De méme, le traitement chronique avec les IEC montre également une régulation réciproque

des récepteurs des kinines, suggérant l'existence d’une plasticité des récepteurs B, et B, des
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kinines en fonction de I'dge, de la durée des traitements aux antihypertenseurs et/ou de I’état
pathologique comme nous I'avons précédemment évoqué dans le cas du rat kindling.

Afin d’élargir la question de la plasticité centrale des récepteurs B, et B,, nous avons
récemment conduit une étude en autoradiographie dans un modéle induit d’hypertension
artérielle produit par une infusion i I'angiotensine II (200ng/kg/j) 4 l'aide d’une pompe
osmotique pendant deux semaines chez le rat Sprague-Dawley sous un traitement chronique
ou non de quatre semaines avec de I'acide alpha lipoique (1000 mg/kg de nourriture), un
puissant anti-oxydant. Les résultats de cette étude (voir figure 19) montrent que Pinfusion
chronique d’angiotensine II chez les rats non traités a P'acide alpha lipoique augmente
significativement la pression systolique (Petcu et al., 2004a) et Pexpression des récepteurs B,
dans la moelle épiniere, alors qu'aucun effet sur le récepteur B, n’est noté. Par contre, 'acide
alpha lipoique parvient a normaliser la pression systolique (Petcu et al., 2004a) et prévient
Paugmentation du récepteur B, dans la moelle épiniére tout en augmentant I'expression du
récepteur B, (figure 19). Ces données suggerent que 'augmentation du récepteur B, dans la
moelle épiniére des rats traités a I'angiotensine II est secondaire au stress oxydatif et/ou a
Ihypertension artérielle. Les résultats montrent également une relation opposée entre
Pexpression des récepteurs B, et B, aprés le traitement a P'acide a-lipoique, suggérant que
Phypertension artérielle et/ou le stress oxydatif ont une influence opposée sur ces deux
récepteurs. Ainsi, Pexpression des récepteurs des kinines dans la moelle épiniére semble étre
modulée 2 la fois par des facteurs génétiques comme dans le cas du SHR, par I’hypertension
artérielle et le stress oxydatif.

Sur la base des résultats obtenus chez le rat SHR, il serait tentant d’avancer ’hypothese selon
laquelle le stress oxydatif plutot que I'hypertension artérielle est responsable de 'augmentation

du récepteur B, et d’inhibition du récepteur B, dans le modéle a Pangiotensine.
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Figure 19: Distribution des récepteurs B, et B, chez le rat traité a angiotensine II
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2.2.1. Perspectives

1- Méme si Phypersensibilité centrale 3 la BK ne semble pas étre liée a Phypertension, le fait
quelle soit liée 4 la surexpression des récepteurs B, qui augmentent davantage au cours des
traitements antihypertenseurs souleve la question des conséquences de cette augmentation.
Aussi, il serait intéressant de savoir si Paugmentation des récepteurs B, par les IEC augmente
également la sensibilité des rats SHR a l'injection centrale de la BK.

2- L’augmentation des récepteurs B, dans la moelle épiniere des rats SHR et WKY de 8
semaines d’age est un phénomene intriguant qui souleve plusieurs questions sur le tole de ces

récepteurs en phase pré-hypertensive. Aussi, conduire des études en autoradiographie chez des
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animaux SHR et WKY de embryon a Idge adulte permettrait de comprendre si ces récepteurs
sont liés ou non 2 la pathogenese depuis le bas 4ge ou s’ils apparaissent seulement dans une
fenétre de temps limitée, avant Pinstallation de la pathologie. Le stress oxydatif pourrait
également étre mesuré et 'utilisation d’un agent anti-oxydant (acide «-lipoique) chez ces rats
permettrait de mieux comprendre la contribution du stress oxydatif.

3- Méme si la surexpression des récepteuts B, dans la moelle épiniére du rat SHR n’est pas
secondaire a I’hypertension, aucune donnée ne montre si en contrepartie, cette surexpression
ne participe pas a induction de I’hypertension chez le rat SHR. Cette question peut étre
adressée par un traitement chronique des rats SHR de 4 semaines 4 16 semaines d’age avec des
antagonistes B, et/ou B, non peptidiques pour mesurer 'impact de ces traitements sur la
pression artérielle. Cette étude pourrait étre étendue a d’autres modeles d’hypertension

artérielle (rats DOCA-sel et Wistar infusés a ’angiotensine II).

2.3.0. Le diabéte de type 1

Le diabéte mellitus insulino-dépendant (type 1) est une maladie inflaimmatoire auto-immune
caractérisée par la destruction spécifique des cellules B des ilots de langerhans productrices
d’insuline. Elle est associée 2 une hyperglycémie chronique et a la surproduction des cytokines
tels IL-18 et TNF-a (Hussain et al., 1996; Rabinovitch, 1998; Rabinovitch et Suarez-Pinzon,

1998). Ces cytokines causent I'induction des récepteurs B, via le facteur NF-kB (Marceau et al.,

1998; Shanstra et al., 1998).

a- La destruction des cellules B de langerbans et modéle  la STZ

Une dichotomie fonctionnelle et phénotypique au sein des cellules T helper CD4+ a été mise

en évidence en 1986 (Mosmann et al., 1986) sur des lignées cellulaires T clonées. La premicre
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sous population, appelée Th1, est capable de produire les interleukines IL-2, IL-3, Pinterféron
Gama (IFNy) et lymphotoxine, en plus d’étre responsable des réactions d'hypersensibilité
retardée, de l'activation des macrophages, de la destruction de cellules lymphomateuses B. Elle
est ainsi plus impliquée dans les réactions de défense contre les pathogenes intracellulaires.

La seconde sous population, appelée Th2, se caractérise par la sécrétion d'IL-4, IL-5, IL-6 et
IL-10. Elle est impliquée dans l'aide a la production d'anticorps par les cellules B, dans les
réactions d'hypersensibilité immédiate par les IgE, et de maniére générale dans les réactions de
défense contre les pathogénes extracellulaires. La réponse immune pathogénique est ainsi
régulée par le sous type des cellules cytotoxiques Th1 alors que la réponse protectrice est
régulée par le sous type Th2 (Bach, 1994). Th1 et Th2 sont caractérisés par leurs produits de
sécrétion en cytokines (Singh et Rabinovitch, 1993). Tel que mentionné, les cytokines Thi
activent la réponse immune cellulaire alors que les Th2 sont plus efficaces dans P'activation des
réponses immunes hormonales. Les réponses Thl et Th2 sont autocontrdlées, chacune
inhibant I'autre (Mosmann et Coffman, 1989; Powrie et Coffman, 1993). C’est la rupture de cet
équilibre qui serait responsable de la destruction de la cellule 8.

En effet, certaines protéines de la cellule § agissent comme des auto-antigénes (AB) qui vont
sensibiliser des cellules présentatrices d’antigénes comme les macrophages, et les cellules
dendritiques (CPA). Subséquemment se forme un complexe entre ces cellules et le complexe
d’histocompatibilité de classe IT (CMH II). De ce complexe, va naitre plusieurs signaux dont
IIL-12, qu va se charger d’activer les cellules T CD4+, en prédominance les cellules de
Pimmunité cellulaire. C'est-a-dire les Th1. Les Thl, activés par lantigéne, produisent les
cytokines IL-2, et INFy qui vont inhiber la production des interleukines IL-4 et IL-10 par les
Th2, en plus d’activer les macrophages et les cellules cytotoxiques T CD8+. Ces cellules vont a
leur tour se charger de détruire les cellules B de Langerhans par un ou deux types de

mécanismes incluant: (i) des interactions directes antigénes—cellules T spécifiques ; (i) des
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interaction non spécifiques des médiateurs inflammatoires comme les radicaux libres/ oxydants
(O,* et H,O,, NO*) et les cytokines IL- I, INFy, TNFo, TNFB (Reimers, 1998 ; Rabinovitch
et Suarez-Pinzon, 1998; Ho et Bray, 1999). Parmi toutes, NFy semble étre le plus redoutable
(Herold et al., 1996). L’augmentation de la concentration locale de I'TL-1 est potentialisée pat

TNFa et FINFy (Rabinovitche et Suarez-Pinzon, 1998).

b- Lbyperglycémie et le réceptenr B, dans la moelle épiniére

Cela étant, Phypothese de la production des cytokines durant le déclenchement de la maladie
induite par 'action inflammatoire de la STZ sur les cellules B des ilots de langerhans (Lukic et
al., 1998) et 'activation de NF-kB par 'hyperglycémie et le stress oxydatif (Yerneni et al., 1999)
représentent les facteurs putatifs connus pour induire le récepteur B, (Marceau et al., 1998).

Le rat et la souris traités a la streptozotocine (STZ, un antibiotique qui détruit spécifiquement
les ilots de langerhans), constituent d’excellents modéles qui miment le diabéte de type 1 chez
Phumain. De nombreuses études ont signalé la surexpression des récepteurs B, dans plusieurs
tissus périphériques chez le rat diabétique STZ, incluant les poumons (Vianna et al., 2003), la
rétine (Abdouh et al, 2003) et la patte (Campos et al, 2001; 2002). Des données
pharmacologiques montrant une augmentation de la pression artérielle (Cloutier et Couture,
2000) et une hyperalgésie (Couture et al., 2001) a la suite de 'administration intrathécale de
Pagoniste B,, desAtg’BK, chez le rat STZ (et non chez le rat témoin) ont suggéré linduction et
la surexpression des récepteurs B, dans la moelle épiniere du rat STZ. Ces effets
cardiovasculaires seraient tributaires de Pactivation du systéme sympathique par un mécanisme
qui implique les prostaglandines (Cloutier et Couture 2000), alors que les effets nociceptifs
seraient associés a la reliche de la substance P par les fibres sensorielles (Couture et al., 2001).

Nos résultats en autoradiographie et en hybridation in sin confirment lexistence et la
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surexpression des récepteurs B, dans la moelle épiniére du rat diabétique-STZ, en accord avec
les études fonctionnelles.

Cependant, on remarque que les récepteurs B, restent surexptimés chez le rat STZ au cours des
trois premieres semaines de la maladie alors que son ARNm tend 4 diminuer 21 jours aprés
I'administration de la STZ. Ceci suggeére un recyclage rapide des récepteurs B, qui semble étre
influencé par la durée de la pathologie. Toutefois, étant donné qu’en périphérie Padministration
des antagonistes B, procure des effets bénéfiques sur la perméabilité vasculaire (Simard et al,
2002), la glycémie et les fonctions rénales chez la souris STZ (Zuccollo et al., 1996; 1999) et
que Padministration centrale des antagonistes B, inhibe ’hyperalgésie chez le rat STZ (Couture
et al., 2001), on peut suggérer un réle préjudiciable pour les récepteurs B, chez le rat STZ.
Cette hypothése suggere donc que la présence du récepteur B, dans la moelle épiniére du rat
diabétique offre une cible thérapeutique prometteuse pour les complications diabétiques, vu
que son activation entraine des effets cardiovasculaires et nociceptifs (Cloutier et Couture
2000; Couture et al., 2001). La présence et la surexpression de ces récepteurs au niveau de la
moelle épiniéere et des tissus périphériques valide le modele du rat traité a la STZ pour P'étude
des récepteurs B, tant en périphérie qu’en central.

Ceci étant, il devient important de comprendre le ou les facteurs déclencheurs de ces
récepteurs au niveau central ou ils peuvent étre impliqués dans des complications diabétiques,
notamment les neuropathies (Petcu et al., 2004b).

Le premier suspect, reste bien entendu Ihyperglycémie que nous avons investiguée dans une
étude récente en autoradiographie sur la moelle épiniére des rats Sprague Dawley ayant requ un
traitement de quatre semaines avec du glucose (10% dans I’eau a boire) en présence ou pas
d’acide alpha lipoique (1000 mg/kg de noutriture) et/ou d’insuline (9 mU/kg/j avec une
pompe osmotique). Les rats traités au glucose (G) et glucose-insuline (GI) finissent par

développer une résistance a P'insuline et font office de modele de diabete de type 2. Des rats
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Sprague Dawley avec une diéte normale (T) et traités ou non 4 Pacide alpha lipoique (TL) ont
servi de témoins. Les résultats de cette étude montrent qu’aprés les quatre semaines de
traitement, les deux groupes de rats traités avec le glucose présentent une augmentation de la
glycémie, de l'insulinémie, de la pression artérielle, de Iindex de résistance i linsuline et aussi
de la densité du récepteur B, dans la corne dorsale de la moelle épiniére. Tous ces effets sont
prévenus ou atténués par le traitement 3 I'acide alpha lipoique (Midaoui et al., 2004).
Il est intéressant de noter que le récepteur B, augmente dans la majorité des laminae dans le
groupe traité au glucose, mais pas dans le groupe traité au glucose avec l'insuline, suggérant une
intetaction entre I'insuline et le récepteur B,. Par contre, 'augmentation du récepteur B, dans le
groupe glucose reste inaffectée par l'acide alpha lipoique (GL) suggérant également que

Paugmentation du récepteur B, n’est pas reliée 2 un processus oxydatif.
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des kinines dans deux modéles de résistance a Pinsuline
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T : témoin; G : glucose; L : acide alpha lipoique. GI : glucose,insuline; GIL : glucose, insuline, acide

alpha lipoique; DH : corne dorsale;

intermédiolatérale. * P<0.05; **, P<0.01

VH : corne ventrale; LI-X: Laminae I-X; IML : colonne

(Anova one way + Dunnet)

Ces résultats (voir figure 20) montrent clairement que la surexpression du récepteur B, dans les

deux modeles de résistance a P'insuline

(glucose, glucose et insuline) comme dans le diabéte de
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type 1 est secondaire 4 I’hyperglycémie et non 4 une déficience en insuline, suggérant ainsi un
lien entre linduction du récepteur B, et Ihyperglycémie. Les résultats avec l'acide alpha
lipoique suggérent que le stress oxydatif et la production de I'anion super oxyde, que I'on sait
relier 4 la résistance 4 l'insuline, sont également associés 4 I'induction centrale du récepteur B,.
On peut donc exclure 'implication directe de la STZ sur la moelle épiniére dans 'induction du
récepteur B;, 3 semaines aprés l'injection de la STZ sur la base de deux arguments: (1) la STZ
est sélectivement toxique pour les cellules § pancréatiques ou il cause I'inflammation associée
aux cytokines (Tomlinson et al, 1992; Lukic et al, 1998) (2) la STZ est sujette i une
dégradation métabolique rapide dans le foie. Sa demi-vie sérique est de 15 min alors que sa
clairance rénale est de 70% a lintérieur des 6 premiéres heures (Like & Rossini, 1976;
Karunanayake et al., 1976).

De plus, il 2 été montré que I'administration ICV de la STZ chez le rat, ne produit pas
Ihyperglycémie, mais entraine des déficits cognitifs, du stress oxydatif et une déplétion du

métabolisme du glucose dans le cerveau (par un mécanisme inconnu) (Sharma et Gupta, 2002).

2.3.1. Perspectives

La présence du récepteur B, dans la moelle épiniére du rat diabétique-STZ pourrait servir
d’indicateur suggérant que le SNC est aussi bien exposé aux hyperglycémies que les organes
périphériques. D’ou Pimportance d’approfondir les connaissances sur cette appatition du
récepteur B, dans la moelle épiniére du rat diabétique-STZ.

1- Mesurer le stress oxydatif dans la moelle épiniére des rats diabétiques-STZ ainsi que dans les
deux modeles de résistance a Pinsuline avant et aprés 'induction du diabéte, en présence ou

non d’antioxydant en traitement préventif.
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2- Traiter les rats diabétiques de types 1 et 2 avec des antagonistes non peptidiques B, et/ou B,
et évaluer I'impact de ces traitements sur la glycémie, Pinsulinémie et sur la densité des
récepteurs B, et B, des kinines dans la moelle épiniére et le cerveau.
3- L'activation d'un récepteur couplé i la protéine G par son ligand entraine la transduction
d'un message a l'intérieur de la cellule par un mécanisme faisant intervenir les protéines-G
hétérotrimériques (Ga, GBy) liant, suivant leur état d'activation, les nucléotides guanyliques
GDP ou GTP (pour revues, Bockaert et Pin, 1998; Sarret, 2000). Ainsi, la liaison d'un ligand 2
son récepteur entraine, par le jeu de modifications de conformation, la catalyse de I'échange de
la molécule de GDP (état inactif) en GTP (état actif) au niveau du site nucléotidique de la sous
unité Ga. La liaison du GTP au site actif de la sous unité Go induit la dissociation de Go et de
GBy. L'hydrolyse du GTP en GDP au niveau du site actif de la sous unité Go par une GTPase
intrinséque stimulée par des protéines RGS (Regulator of G-protein Signaling) permet le
découplage de la sous unité Ga des effecteurs. L'hétéro trimére Ga-Gpy se forme a nouveau et
permet le retour a I'état inactif initial. Ceci étant, Pétat de couplage peut étre mesuré en
autoradiographie en utilisant du GTP marqué au soufre 34 (GTPYS).
En effet, en présence de son agoniste, la sous-unité Ga activée va se détacher de la sous-unité
Gy et lier le GTP marqué. Vu que ce dernier est couplé a une sous unité y, la liaison a la sous-
unité active Ga va maintenir un état de couplage virtuel, montrant le nombre de sites qui
s’activent en présence de P'agoniste. Ainsi, la localisation cellulaire des récepteurs B, et B, par
immunohistochimie dans la moelle épiniére et le cerveau du rat STZ de 7, 14 et 21 jours post-
traitement couplé a Fautoradiographie du GTPyS permettrait d’évaluer le couplage des
récepteurs B, et B, dans les conditions pathologiques et d’identifier la localisation cellulaire de
ces récepteurs.
4- Evaluer les paramétres cardiovasculaires par injection intrathécale de la BK ou de la

desArg’BK dans les modéles de rats diabétiques de type 2.
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3.0. Conclusions

Les travaux de cette thése sont pionniers dans le vaste et complexe domaine des kinines en
physiopathologie centrale.

Au cours de cette étude, nous avons développé un nouveau ligand pour Pautoradiographie des
récepteurs B, ([“IHPP-desArg® Hoe 140), consolidé les bases méthodologiques en
autoradiographie quantitative pour le récepteur B, et mis au point les bases méthodologiques
pour étudier PARNm du récepteur B, en hybridation 7 sitx.

Bien que plusieurs questions demandent a étre approfondies, les résultats obtenus ont non
seulement jeté des bases de compréhension pour certains contentieux, notamment sur la
régulation des récepteurs des kinines par les IEC, mais en plus, ils ont ouvert des avenues pour
la suite de la quéte d’informations additionnelles sur ces récepteurs. Entre autres, nos travaux
ont fourni la premiere cartographie des récepteurs B; et B, dans le cerveau du rat. Ce qui
constitue un atout majeur dans la mesure ou cet animal est trés souvent sollicité dans le milien
de la recherche. Une cartographie compléte des récepteurs B, et B, dans le cerveau de souris
(non encore publié) constitue un complément dans ce méme ordre d’idées. De plus, nous
avons montré la grande plasticité des récepteurs des kinines en fonction de Iage, des
traitements antihypertenseurs ou de la situation physiopathologique. Ces changements seraient
de nature a favoriser l'expression des récepteurs d’intérét en fonction de la situation qui
prévaut. Ainsi, I'on peut comprendre la prédominance centrale des récepteurs B, dans les
conditions physiologiques normales et des récepteurs B, en conditions pathologiques.
Toutefois, on notera que les changements arborés par ces récepteurs ne sont pas tous
bénéfiques. La situation la plus dommageable reste celle qui associe I'augmentation des

técepteurs B, et la diminution marquée des récepteurs B, (cas de ’épilepsie temporale).
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Ainsi, la distribution étendue des récepteurs B, et B, centraux ainsi que leur plasticité sont
autant d’éléments qui font des kinines d’excellentes cibles thérapeutiques dans le traitement des

maladies neurologiques et cardiovasculaires.
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