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SOMMAIRE

C Les kinines [bradyltinine (BK), kaffidine (KD, Lys-BK) et leurs métabolites actifs (desArg9BK et

desArg’°KD) sont des peptides qui agissent via l’activation de deux récepteurs liés aux protéines

G, dénommés B1 et B2. Alors que le récepteur B2 est ubiquitaire et joue le rôle principal de l’action

des kinines, le récepteur B1 est le plus souvent induit et surexprimé durant les états pathologiques.

En périphérie, les kinines sont impliquées dans l’homéostasie cardiovasculaire, la contraction et la

relaxation des muscles lisses, l’inflammation et la nociception. Elles jouent aussi un rôle

proéminent dans les maladies telles l’asthme, les allergies, l’arthrite rhumatoïde, mais contribuent

également aux effets bénéfiques des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine

(IEC) dans l’hypertension artérielle et le diabète.

Dans le système nerveux central, les kinines sont des neuromédiateurs impliqués dans le contrôle

autonomique des fonctions cardiovasculaires. L’administration intraffiécale (i.t.) 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 desArg9BK 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, l’utilisation d’antagonistes B1 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 soulève des questions

importantes, notamment dans le mécanisme d’action des IEC.

Cette thèse a donc pour but d’examiner la distribution des récepteurs B1 and B2 des kinines dans

le cerveau et la moelle épinière du rat normal ou souffrant d’hypertension, du diabète ou de

l’épilepsie du lobe temporal. Pour ce faire, nos études feront appel à la radioliaison sur coupes

histologiques conjuguée à l’autoradiographie quantitative (l’autoradiographie quantitative) et à

l’hybridation in situ.
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Les résultats montrent que l’hypersensibilité de la réponse pressive à la BK chez le rat SHR est

liée à une surexpression des récepteurs B2 dans la moelle épinière et dans les centres

cardiovasculaires dans le cerveau. Cette surexpression des récepteurs 2 n’est pas secondaire à

l’hypertension artérielle, mais pourrait refléter un caractère générique. Les effets de la desArgBK

chez le rat diabétique-STZ sont liés à une surexpression des récepteurs B1 dans la moelle

Chez le rat épileptique, alors que la moelle épinière ne montre aucune particularité par rapport au

rat témoin, on note une surexpression du récepteur B1 accompagnée d’une diminution prononcée

des récepteurs B, dans plusieurs noyaux centraux associés au cortex cérébral et à l’hippocampe où

la relâche accrue du glutamate (un puissant neurotransmetteur excitateur) a été rapportée en

présence de l’agoniste B1 LysdesArg9BK.

Les résultats de cette thèse ont également mis en évidence la grande plasticité des récepteurs B1 et

132 des kinines en fonction de l’âge, de l’état pathologique et du traitement chronique avec des

IEC. La plasticité induite par l’âge soutient l’expression du récepteur B2 dans les conditions

normales, suggérant que le ne joue pas un rôle dans le vieillissement.

Différente de la périphérie, la modulation centrale des récepteurs B1 et B2 par les IEC infirme

l’implication directe des ldnines centrales dans le maintien de l’hypertension artérielle chez le rat

SHR. Ainsi, bien que le rôle du récepteur B1 dans le système nerveux central demeure une

question ouverte, les résultats obtenus chez les rats diabétique et épileptique suggèrent

l’implication de ce récepteur en physiopathologie. Ces modèles expérimentaux permettent donc

d’étudier le récepteur central en vue d’identifier de nouvelles pistes thérapeutiques pour le

traitement des maladies neurologiques et cardiovasculaires.
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SUMMARY

C Kinins [bradykinin (BK), kaffidin (KD, Lys-BK) and their active metabolites (desArg9BK and

desArg1°KD)] are peptides acting via die activation of two G-protein coupled receptors denoted

as B1 and B2. Whule 132 receptor is ubiquitous, mediating most effects of itinins, B1 receptor is

induced and up regulated during pathological states. In die periphery, kinins are implicated in

cardiovascular homeostasis, contraction and relaxation of smooffi muscles, inflammation 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 meffitus.

In die central nervous system, itinins are mediators of neuronal pathways involved in die

autonomic control of cardiovascular functions. Intrathecal (i.t.) or intra cerebro-ventricular (i.c.v.)

administration of BK induces pressor effects diat are found to be exaggerated (hypersensidvity)

in spontaneously hypertensive rats (SHR). While i.t. administration of desArg9BK remains

without effect in normal (control) and SHR rats, cardiovascukr and nociceptive responses were

observed in streptozotocin (STZ)-diabetic rats. Moreover, die recent use of B1 or B2 receptor

antagonists evidenced therapeutic potential for kinin receptors in die treatment of

cerebrovascular and neurological diseases.

However, die duality of their central and peripheral actions raises important questions,

particularly in die mechanism of action of ACEi.

This thesis aims at examining die normal and paffiological distribution of kinin B1 and 2

receptors in die brain and spinal cord of control rats or rats affected by artenal hypertension,

diabetes and temporal lobe epilepsy. The experimental approach includes radiolabeling on

histological sample conjugated to quantitative autoradiography (in vitro autoradiography) and in

situ hybtidization.

C
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Resuits show that die hypersensifivity of the pressor response to BK in SHR is related to an over

(J expression of B2 receptors in the spinal cord and cardiovascular centers of the brain. This over

expression of B2 receptor is flot secondary to arterial hypertension, but may reflect a genetic

feature. However, die effects of desArg9BK in STZ diabetic rats are related to an over expression

of B1 receptors in the spinal cord. In epileptic rats, while the spinal cord shows no particulanty

compared to control rats, an up regulaflon of B1 receptors, accompanied by a pronounced down

regulation of B2 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 die presence of the B1 agonist, LysdesArg9BK.

Resuits of die thesis also evidenced plasticity of ldnin B1 and B2 receptors in relation with the age,

pathological state and treatment wiffi ACEi. The plasticity induced by ageing suggests a role for

B, receptors in normal conditions, while B1 receptors are unfflcely involved in ageing. Different

from die periphery, die modulation of B1 and B2 receptors by ACEi in die central nervous system

does flot support a role for central kinins in die sustenance of artenal hypertension in SHR rat.

Whereas die role of B1 receptor in die CNS remains an open question, resuits in diabetic and

epileptic rats suggest its involvement in physiopathology. Thus diabedc and epileptic kindiing rats

represent experimental models winch allow smdying die role of central B1 receptor with die goal

to idenfify new dierapeutic targets for tEe treatment of neurological and cardiovascular diseases.

o
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formation d tiaute qualité que j’ai reçue. Je t ‘éclierais d’être te 6on am6assaéeur par qui ce rayonnement

continuera à se perpétuer d génération en génération.
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PREMIER CHAPITRE: INTRODUCTION GÉNÉRALE
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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 système biologique complexe, le système kafficréine-kinines. Elles

sont formées à partir de leurs précurseurs kininogènes par les enzymes kafficréines, puis elles

sont partiellement dégradées en métabolites actifs (desArg9-BK, desArg10-KD et desArg1 1-T-

kinine) par la kininase I et en métabolites inactifs par la kininase II. Leurs effets biologiques

sont produits par l’intermédiaire des récepteurs B1 et B2 qui appartiennent à la grande famille

des récepteurs à sept domaines trans-membranaires couplés aux protéines G. Le récepteur B2

est un récepteur constitutif, exprimé de manière ubiquitaire et spécifiquement activé par la BIÇ

la KD et la T-Kinine. Le récepteur B1 est faiblement exprimé dans les conditions

physiologiques normales. Il est induit par ses agonistes (desArg9-BK, desArg’°-KD et

desArgT-Kinine), les cytokines et par les agents pro-inflammatoires.

En périphérie, les kinines sont des peptides vasoactifs, libérés localement et impliqués à titre

d’autacoïdes dans l’inflammation, l’immunité, la perméabilité vasculaire, la vasodilatation, la

contraction des muscles lisses et la douleur. Elles sont également impliquées dans une variété

de pathologies telles le diabète, l’asthme, l’arthrite et les maladies cardiovasculaires.

Toutefois, des études effectuées sur des souris invalidées pour le gène des récepteurs B1 ou B2

ou pour le gène des enzymes de synthèse ou de dégradation des kinines ont permis de mettre

en évidence des rôles bénéfiques pour les kinines et leurs récepteurs sur le système

cardiovasculaire. Entre autres, les récepteurs des kinines participent aux mécanismes d’action

des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine-I (IEC), des médicaments de choix

dans le traitement des maladies cardiovasculaires et du diabète.

Dans le système nerveux central, les données pharmacologiques et neuroanatomiques

suggèrent que les kinines sont des neuromédiateurs extra_synaptiques impliqués dans les

circuits associés à la nociception et au contrôle autonomique des fonctions cardiovasculaires.
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Alors que l’administration systémique de la BK produit une hypotension, son administration

centrale (moelle épinière thoracique, tronc cérébral et ventricules cérébraux) entraîne une

augmentation de la pression artérielle via l’activation du système nerveux sympathique. De

plus, des données récentes suggèrent un potentiel thérapeutique pour les antagonistes des

récepteurs des kinines dans les maladies neurologiques et les traumatismes crâniens.

Malgré la dualité fonctionnelle des ldnines sur le système cardiovasculaire ainsi que leur

implication possible dans les maladies neurologiques, il existe très peu d’études sur la régulation

des récepteurs centraux des kinines en physiopathologie cardiovasculaire et neurologique.

Ainsi, l’objectif de cette thèse est de combler ces lacunes dans un modèle de diabète et

d’hypertension artérielle (deux maladies aux incidences cardiovasculaires) et un modèle

d’épilepsie du lobe temporal (maladie neurologique).

Nous étudierons la distribution et la densité des récepteurs B1 et B2 des kinines dans la moelle

épinière 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 à différents stades du développement de la maladie

et sous traitement avec des IEC (lisinopril et zophenopril) ou avec un antagoniste des

récepteurs ATI de l’angiotensine II (losartan). Chez les rats diabétiques, l’étude des récepteurs

B1 sera couplée à celle de son ARNm.

Les récepteurs B1 et B, ainsi que l’ARNm du récepteur B1 seront localisés avec des sondes

radioactives sur des coupes histologiques de 20 im en utilisant respectivement

l’autoradiographie quantitative et l’hybridation in situ.

o
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1.1. Les ldnines: quelques moments forts de l’histoire

La recherche sur les kinines a débuté au début du XX siècle après qu’une hypotension fut

observée chez l’homme et le lapin à la suite de l’injection intraveineuse d’une fraction d’urine

humaine (Abelous et Bardier, 1909). Cependant, les concepts modernes de l’action des kinines

et de leur métabolisme ont réellement pris forme en 1926, lorsque, voulant découvrir le

responsable de l’anurie chez les patients opérés, Frey conrma l’hypotension produite par

l’urine humaine chez le chien (Frey, 1926). Pour la première fois, les effets observés étaient

attribués à l’action d’un agent bioacflf urinaire, non dialysable, thermolabile et de haut poids

moléculaire (Frey et Kraut, 192$). 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 Kreislaujhormon (hormone circulante) (Frey et Kraut, 1928),

ensuite de kattikreas (pancréas en Grec) en référence aux grandes concentrations retrouvées

dans le pancréas QKraut et al., 1930). Dix ans plus tard, Eugen Werle découvrait que la

kafficréine (tissulaire) était nalement un enzyme protéolytique qui libérait un polypcpdde de

haute activité biologique (la kaffidine, KD), à partir des protéines plasmatiques kaffidinogènes

ou kininogènes (Werle et al., 1937), lequel était dégradé par des peptidases (Werle et Gmnz,

1939). En 1949, l’équipe du Brésilien Rocha e Silva observa que l’incubation du sang de

mammifère avec de la trypsine ou du venin de serpent Bothropsjararaca entraînait la libération

d’une nouvelle substance relaxante dans le plasma, capable de provoquer des hypotensions et

une contraction lente de l’iléum de cobaye. Cette substance vasoacfive était alors qualifiée de

peptide et prit le nom de bradykinine (BK) du Grec bradjs (lent) et kinesia (mouvement) (Rocha

e Silva et al., 1949). Plus tard, la BK fut isolée (Andrade et Rocha e Silva, 1956), grossièrement

purifiée (Effiot et al., 1959), puis sa séquence exacte en acides aminés fut établie (Boissonnas et

al., 1960). Subséquemment, les kininogènes furent découvertes (Habermann 1963) et la

kininase II fut associée à l’enzyme de conversion de l’angiotensine-I (Yang et al., 1970). Les
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années 70 marquèrent un tournant déterminant dans la recherche des effets physiologiques de

la BK et de ses analogues. C’est ainsi qu’en 1980, Regoli et Barabé décrirent pour la première

fois dans une revue, les effets de la BK, dc la desArg9-BK et de plusieurs analogues de synthèse

sur une variété de préparations pharmacologiques (bio-essais). Cette contribution a permis de

proposer l’existence de deux types de récepteurs pour les km es: le récepteur B1, activé par la

desArg9-BK et bloqué par la [Leu8]-desArg9-BK et le récepteur B2, activé par la BK (Regoli et

Barabé, 1980). Un peu plus tard, les premiers antagonistes du récepteur virent le jour

(Vavrek et Stewat, 1985). Enfrn, le gène du récepteur chez le rat (Hess et al., 1994) et celui

du récepteur B1 chez l’humain (Ivlenke et aL, 1994) furent clonés.

Depuis lors, les recherches sur les kinines se sont intensifiées, soulignant au passage la

complexité du système kallicréine-kinines.

Ainsi, de simples autacoïdes qu’elles étaient, les kinines possèdent désormais un statut de

neuromédiateur central (Couture et Lindsey, 2000).
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2.0. Le système kafficréine-ldnines

Le système peptidergique kafficréine-kiiiines est complexe. Il englobe les kinines et leurs

métabolites actifs, les récepteurs B1 et B,, les précurseurs (ldninogènes), les enzymes de

synthèse (kafficréines) et de dégradation (ldninases) (figure 1).

Gène ancestral

GeneK

Kallïcréïne .-

Kininase

—
::

desArg9kinine

!pterB1I

Kininase

Gène

1
Kininogène T I et II Kininogène LMW Kinïnogène HMW

L: L_

EjcePteur2

Métabolites

Figure 1: Système Kallicréine-kinines inacti

Les kinines sont générées par clivage protéo’ytiqtie des kininogènes par lei’ en3Imes katiitréines. Ettes agissent

sur le récepteur B, et sont rapidement degradées par les kininases I et II, reipectivement en deiArg9kinines,

agonistes du récepteur B, et en métabolites inactifs. Adapté de couture et Lindsey, 2000.
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2.1. Les ldninogènes

Les kininogènes sont les substrats sur lesquels les enzymes kallicréines agissent pour libérer les

kiriines. Les kininogènes sont constitués de six domaines différents: Le premier domaine sert à

la liaison du calcium; les domaines 2 et 3 servent à l’inhibition des protéases à cystéines comme

la cathepsine; le domaine 5 sert à lier les surfaces cellulaires comme l’endothélium; le domaine

4 contient la séquence structurelle de la BK et le domaine 6 sert à lier le facteur XI (Weisel et

al., 1994). Chez l’humain, les kinines sont formées à partir de deux types de kininogènes

hépatiques. Un de haut (HMW, 88 à 120 kDa) et l’autre de faible (LMW, 50 à 68kDa) poids

moléculaire. Chez le rat, il existe un autre kininogène, le T-kininogène (68 kDa) qui se présente

sous deux isoformes protéiques, T-I et T-II kininogènes, avec 96% d’homologie (Okamoto et

Grennbaum 1983). Les deux T-kininogènes proviennent de la duplication du gène T (figure 1),

alors que les kininogènes LMW et HMW proviennent de l’épissage alternatif du gène K, un

gène de 27 Kb de long (11 exons), retrouvé sur le chromosome 3q26 (Kitamura et al., 1985).

Le kininogène HMW est obtenu par la traduction des dix premiers exons alors que le

kininogène LMW nécessite la traduction des neufs premiers exons. La séquence de la BK

commence respectivement aux dixième et onzième exons (Miiller Esterl et al., 1986). Les deux

gènes T et K sont issus d’un gène ancestral commun (Nakanishi, 1987; Cole et Schreiber,

1992). Après la libération de la BK, le fragment du kininogène résiduel Qdninogène HMW

BK) n’est pas dépourvu d’activité biologique. Entre autres, il participe à l’inhibition des

protéases à cystéines, à l’anti-angiogénèse et à l’inhibition de la croissance cellulaire (Gafford et

al., 1983; Hu et Fan, 1993; Colman et al., 2000). Parallèlement, la kafficréine, la BK et les deux

types de kininogènes possèdent des propriétés proangiogéniques (Emanueli et al., 2001;

Colman et al., 2003).

o
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2.2. Les kafficréines

Les kafficréines ou ldninogénases sont des enzymes protéolytiques (protéases à sérines) qui

clivent les kininogènes pour libérer les kinines. En marge de ce rôle, les kafficréines et d’autres

protéases à sérine, peuvent directement stimuler le récepteur B2 (Hecquet et al., 2000). De

même, en dehors des kafficréines, il existe plusieurs enzymes à activité kininogénase. Mais de

toutes, seules les élastases des neutrophiles et la tryptase des mastocytes produisent la BK dans

des conditions inflammatoires (Kozilc et al., 1998). Toutefois, on ne dénote à l’heure actuelle

que deux types de kafficréines: les kafficréines tissulaire et plasmadque.

2.2.1. La kafficréine tissulaire

La famille des gènes encodant pour la kafficréine tissulaire compte un total de 13 différentes

kafficréines (famille multigénique). Mais à date, une seule d’entre elles est considérée comme

véritable: la “tne-katÏicréine” ou vraie-kafficréine (v-kafficréine). Le gène de la v-kafficréine est

localisé sur le chromosome 19, en position I9ql3.3-l3.4 (Evans et al., 1988). Même si des

variantes du gène ont été décrites, le gène de la v-kallicréine dispose d’un seul transcrit (Evans

et al., 1988; Rae et al., 1999). Cela suggère la possibilité de gènes non fonctionnels et justifie

l’absence protéique des autres variantes du gène. La v-kallicréine est sécrétée sous forme de

zymogène (Deperthes et al., 1997) d’une préproenzyme et maturée en proenzyme par un

processus protéolytique qui consiste au retrait du dix-septième acide aminé (acide aminé

signal). L’activation de la proenzyme se fait par le clivage subséquent de l’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-kafficréine est fortement exprimée dans les glandes salivaires, le colon et le pancréas, mais en

faible quantité dans les vaisseaux sanguins, le coeur, les glandes sudoripares, l’intestin, le

système nerveux central, les neutrophiles, l’utérus, 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 kafficréme B1 qui dispose

aussi d’une puissante activité kininogénase, mais qui n’a aucun lien génétique avec la y

kafficréine. Bien que le kininogène LMW soit le substrat principal de la v-kafficréine

(Hilgenfeldt et al., 1998), cette dernière peut aussi produire des kinines (principalement la KD)

à partir du kininogène HMW (Colman et al., 1997). De plus, en dehors des kininogènes, la y

kaflicréine dispose d’autres substrats, tel le facteur nerveux Ç3 (Boffiwefi 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 pepdde natnurétique de type A, la prorénine, le peptide

intestinal vasoactif, la pro-collagénase et l’angiotensinogène.

Chez l’humain, la kallicréine tissulaire se présente sous la forme de trois enzymes reliées (hkl à

hk3). L’enzyme bkl, considérée comme étant la kallicréine classique, est très efficace dans la

production des kinines. L’enzyme hk2 est le puissant intermédiaire entre les enzymes hkl et

hk3. L’enzyme hk3, considérée inactive, est aussi appelée antigène spécifique de la prostate

(Deperdies et al., 1997). Néanmoins, sur la base des valeurs de la constante d’affinité (Km), la

formation des kinines reste l’activité primaire de la v-kafficréine in z’ivo (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 gène de la v-kallicréine (Knock out ou

KO du gène de la v-kafficréine), on a observé une réduction de 30 à 500 fois la concentration

en BIÇ comparativement à la souris de type sauvage (Meneton et al., 2001). Le processus de la

libération de la KD débute par l’activation de la v-kallicréine par des enzymes protéolytiques à

la suite d’une lésion tissulaire, un trauma ou en présence d’endotoxines. Puis la v-kafficréine

activée agit sur le kininogène LMW et libère la KD (figure 2a).
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Figure 2a: Genèse des kinines dans les tissus.

Dans le tissu, les kinines sont tibérées clii kininqgène LMW suite â ;me activation des kallieréines, elles-mêmes

activéespar tes enmesprotéoytiques â la suite din trauma tissulaire. Tiré de Gabra et al, 2003.

2.2.2. La kafficréïne plasmatique

Le gène de la kafficréme plasmatique (p-kafficréme) 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 à deux chaînes: une chaîne lourde de 371 acides aminés et

une chaîne légère de 248 acides aminés (Chung et al., 1986; McMullen et aL, 1991). Bien que

l’expression du gène de la p-kafficréine 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; Neffi et al., 2001). Les niveaux de p-kafficréine sont souvent régulés à la

baisse dans les pathologies hépatiques, ce qui supporte fort bien le foie comme étant l’organe

producteur le plus important de la p-kafficréine (Fisher et al., 1982). In vivo, l’activation de la p

kafficréine suit une cascade d’événements particuliers. Le ldninogène HMW se lie à

l’endothélium, puis un site muid-protéique de la pré-p-kafficréine s’attache au-dessus. La liaison

de la pré-p-kafficréine au kininogène HMW entraîne l’activation simultanée de la pré-p

kafficréine en p-kafficréine et le clivage de la BK à partir du kininogène HMW. Cette réaction

est suivie de la séparation de la p-kallicréine (nouvellement formée) du kininogène HMW

(J\Iotta et al., 1998). In vitro, la pré-p-kafficréine peut s’auto-acdver (Burger et al., 1986). Bien

que le kininogène HMW soit le principal substrat de la p-kafficréine (Margolius, 1995), cette
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dernière peut aussi générer la BK à partir du itininogène LMW. De même, en dehors des

itininogènes, la p-kafficréme dispose d’autres substrats, incluant la pro-urokinase et le facteur

XII (facteur de Hageman). C’est ainsi que la p-kafficréine est le cofacteur de coagulation

impliqué dans la réaction d’activation réciproque avec le facteur de Hageman dans le système

de contact (figure 2b). La réaction dite de contact est due à la fixation des facteurs XII et XI,

de la p-kafficréine et du kininogène sur une surface électronégative comme le sous-endothélium

vasculaire ou les plaquettes sanguines (Mandle et al., 1976; Thompson et al., 1977). In vitro,

cette réaction est observée quand le sang est en contact avec du verre, du kaolin ou des

polymères. D’autres faits expérimentaux montrent qu’en présence des p-kafficréines, les

kiiiinogènes (HMW) adsorbent les molécules des protéines extracellulaires des py-ogènes

streptococczts pour libérer la BK; ce qui étend le système de contact aux infections bactériennes

(Ben Nasr et al., 1997).

Kininogènel

Facteur XII activé 4/Pré-p-KaHicréine
HMW

Surface endothéliale

Figure 2b: le système de contact.

Dans te plasma, taformation de ta BK est amorcée par l’activation dufacteur de Hageman (facteur XII de ta

coagulation,) après un dommage tissulaire, à la présence d’endotoxine ou lorsque le sang rentre en contact avec

une sutface électroneative telles tes composantes de ta matrice cellulaire (te cottagène, les protéog/ycanes et

t’learine,) 01/ les particutes neatives comme t’urate, tes phosphotipides atides, te sufate de chotestéro4 te su/te

de chondromne, ta carragénine et tes %popoysacchartdes. Une fois activé te facteur de Hageman active, à son

tour, ta kaiicréine qui agira sur te kininogène HMiVpour libérer ta BK Adapté de Gabru et aC, 2003.
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2.3. Les kinines

Tableau 1: Structure primaire des khuines chez les mammifères.

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-Phc-Arg-OH

des-Arg°-kinines Arg-Pro-Pro-Glv-Phe-Ser-Pro-Phe-OH

La structure des kinines s ‘apparente à cette de ta 3K. Le retrait de t’arinine en C-terminatgénère tes desAig

kinines. (Adapté de Couture et Lindsy, 2000)

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

métabolites actifs (desArg9-BK et desArg10-KD) (Hall, 1992).

On compte aussi la T-kinine, retrouvée uniquement chez le rat (Okamoto et Greenbaum,

1983) et dont la production est assurée par une enzyme de synthèse encore inconnue. La

structure des kinines s’apparente beaucoup à celle de la BK et compte 9 à 11 acides aminés

(tableau 1). Leurs métabolites actifs sont obtenus à partir de la dégradation partielle des kinines

par la ldninase I. Les kinines sont d’importants médiateurs impliqués dans une variété d’effets

biologiques telles l’homéostasie cardiovasculaire, l’inflammation et la nociception (Marceau et

al., 1998; Couture et al., 2001). Elles font partie des premiers autacoïdes libérés dans les tissus

lésés. Le tout se faisant soit tôt 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 système

nerveux central, les idoines jouent un rôle de médiateurs extra-synaptiques importants dans le

contrôle autonomique de la pression artérielle et la nociception (Couture et Lindsey, 2000).
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2.4. Les itininases

Les kininases sont les enzymes de dégradation des ldnines. Elles sont très efficaces (demi-vie

de 30 sec pour la BK) (Décatie et aÏ., 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 annuopeptidases

Les aminopeptidases n’inactivent pas les kinines et leurs métabolites actifs. Ils agissent sur la T

kinine, la KD et leurs métabolites actifs desArg11T-kinine et desArg10KD à l’extrémité N-

terminale pour les transformer respectivement en BK et desArg9BK (Wolfrum et al., 1999).

Il existe deux types d’aminopeptidases: l’aminopeptidase M (KD et desArg10KD) et

l’aminopepfldase P (T-kinine et desArg11T-kinine) chez le rat (Chen et al., 1991) (figure 3a).

2.4.2. Les carboxypeptidases

Les carboxypeptidases sont les kininases les plus importantes du système kafficréine-kinines.

Elles clivent les ldnines à l’extrémité C-terminale et peuvent être également divisées en sous-

groupes sur la base de leurs activités enzymatiques: les kininases I, la kininase II ou enzyme de

conversion de l’angiotensine-I (EC) et l’enképhalinase (encéphaline) ou endopeptidase neutre

NEP).

2.4.2.1. Les itininases 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 l’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

desÀrg9-BK, la desArg’-KD et la desArg’1-T-ldnine (voir figure 3 et tableau 1).

2.4.2.2. La NEP et 1’EC

Le dernier groupe des carboxypeptidases comprend la NEP et l’EC. L’EC est une

glycoprotéine métallo-protéase t Zinc (Zn2), disposant d’une seule chaîne polypeptidique (Das

et Soffer, 1976). Elle est responsable de la dégradation des deux tiers de la BK dans le sérum

(Decane et al., 1996). La NEP et l’EC produisent le dipeptide Phe8-Arg9 en position C-

terminale et le métabolite inactif BK-(1-7) en coupant les kinines en position 7 entre la prohne

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 phénylalimme pour générer le peptide inactif BK (l-4) alors que 1’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 (Erdôs, 1990 a et b) (figure 3a).

Kalhdine

T-Kinine He---S

BK
II II

2 3 4 9

Figure 3a: Sites d’action des kminases

Fendant que les aminopeptidases (‘colleur violacée,) convertissent d’autres kinines en BK. la J\TEP et lEC

(couleur bleue) transJrment tvmplètement les kinines en métabolites inact/i’. La kininase I (couleur verte)

transforme les kinines en agouistes du récepteur B1.
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o
2.4.2.2.1. Interaction des systèmes rénine-angiotensine et kallicréine-kinines

Les systèmes rénine-angiotensine et kafficréine-kinines interagissent plusieurs niveaux (figure

3b).

Système Rénine
Angiotensine

Figure 3b: Systèmes kaDicréine-kinines et rénine-angiotensine.

La kallit’réine, i’enrjme de conversion et la communication intracellulaire pe!mettent des interactions entre les

deux systèmes (Palkhiwala et aL, 2001; Tschôpe et aL, 2002; HowI et Payne, 2003,). Ls IEC et les

Système Kallicréine
Kinines

HMW-PK

[Kinino9èn]
PRCP

HMWBK4I,

I Kallicréine

Prorénine

Rén j ne

NEP

EC (kininase II)

B radyki ni ne
1-5 Extracellulaire

Intracellulaire

:!soconstriction

Vasodilatation Vasodilatation

PGI2
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bloqueurs AT1 assument la vasodilatation princzpatement par k truchement des récepteurs B2, AT2 et d’un

récepteur à t4ng 1-7 encore inconnu. PRCP: enzyme /ysosomiak pro-X carboxjpeptidase assurant

l’activation de ta pré-katticréine plasmatique à partir du compkxe kinino&ène HMW-?K-Celluk endothéliale

entraînant ta libération de ta katticréine, une en,jime à plusieurs substrats qui hyd,v/yse k kininogène HMW

ou k kininogne LMW (avec une faible affinite2 pour libérer ta BK et traniformer la prorénine inactive en

rénine (Hummerich et aL, 1979; Marris et Catanatv, 1981; Kim et aL, 1991). Graphique adapté de

Schrnaier 2003.

La rénine est une protéase aspartyle essentielle pour la transformation de l’angiotensinogène en

angiotensine I, un composé complètement inactif. Son activation en angiotensine II est assurée

par I’EC ou kininase II qui parallèlement dégrade la BK (Erdôs et Yang, 1967; Yang et Erdôs,

1967; Yang et ai., 1968, 1970; 1971). L’EC est responsable de 40 à 100% de l’activité des

kininases dans le plasma sanguin et les tissus (Biais et aL, 1997), suggérant que les effets

bénéfiques des inhibiteurs de l’EC (JEC) sont tributaires de la potentialisation des effets des

kinines (Dendorfer et al., 2000; Tom et al., 2003).

Récemment, un autre type d’EC a été découvert, c’est l’enzyme de conversion 2 (EC2),

principalement retrouvée dans le coeur, les reins et les testicules (Donoghue et al., 2000; Tipnis

et al., 2000; Bemstein, 2002; Crackower et al., 2002; Acharya et al., 2003). Chez l’humain, le

gène qui encode pour l’EC2 est largement exprimé dans le coeur, les reins, le colon, le petit

intestin et les testicules où il existe une homologie de 6O% entre les deux ECs.

Au niveau protéique, l’EC2 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 4O-42% avec le premier site de l’EC classique

(Donoghue et ai, 2000). Alors que l’EC classique possède deux sites actifs spécifiques et

distincts, l’EC2 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

1’EC2 (likellis et al., 2003). Par contre, 1’EC2 agit en clivant le résidu en position C terminale

des peptides dont certains sont des substrats de 1’EC. Entre autres, 1’EC2 agit sur

l’angiotensine I et la transforme en Ang I (1-9) (Turner et al., 2002) qui sera convertie par la

suite en Ang (l-7) par l’EC (Donoghue et al., 2000). Notons au passage que l’Ang (1-7) est le

peptide prédominant libéré par l’action de 1’EC2 sur l’angiotensine II (Brosnihan, 199$; Turner

et al., 2002). L’Ang (1-7) stimule la relache des prostaglandines et du NO. Il potentialise les

effets de la 13K en augmentant sa relâche (Deddish et al., 1998; Gorehk et al., 199$) et s’oppose

à la vasoconstriction induite par l’angiotensine II. Il produit également d’autres effets dont

l’anti-apoptose et la prolifération cellulaire (Ferrario et Lyer, 199$; Tallant et al., 1999; Ueda et

al., 2000) en activant un récepteur non identifié et le récepteur AT2 (Shmaier, 2003), suggérant

un rôle essentiel dans la régulation des fonctions cardiovasculaires (Crackower et al., 2002;

Oudit et al., 2003). L’EC2 agit également sur la neurotensine et la kinetensine qui sont aussi ses

substrats (Tumer et al., 2002). Il ne dégrade pas la BK alors qu’il dégrade la desArg9BK ou

BK(1-8) en BK (1-7). L’implication physiopathologique de cette action de l’EC2 sur la

desArg°BK reste inconnue (Sbmaier, 2003).

2.5. Les récepteurs des ldnines

Sur la base de critères 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 B1 et 2 ont été clonés (leur topologie est présentée sur la figure 4). Chez l’humain,

malgré une homologie de près de 36% entre les deux récepteurs, l’analyse structurale révèle

que les messagers ribonucléiques (ARNm) des deux récepteurs sont encodés dans des gènes

distincts (Poweil 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 D14S267 (Bachvarov et al., 1996, Chai et al., 1996; Yang et Polgar, 1996). Les

ADN complémentaires (ADNc) des deux récepteurs codent pour deux pepddes de même

masse moléculaire (4lkDa) composés de 353 (B1) et de 364 acides aminés (132) (Menke et al.,

1994).

‘cl

Récepteur B2

N4erminale
Extracellulaire

M Cfl! t)r flfl

In trace ii u la ire

Récepteur B1

Extracellulairc

Membrane

Figure 4: Les récepteurs B2 et B1 des kinines.

L€s dJjéreiwes notables tvncernent smIo/ft l’extrémité C-terminale et les boucles intracellulaires (1(Z) 2 et 3.

Adapté de Rflidoo et Bhoota, 1998 et de Prado et aL, 1998

T137

I ,SxM L .1 ‘. -V A

<. Li < Y322

N-terminale

-Qoc -.

Intracellulaire
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-5$T/C 181C/T

9 pb ins/det -699G/C
Â À

5’ I •••• ii
-20kb 32kb 3.Ikb 12kb 6.4kb 0.$kb I.lkb

Récepteur B2 Récepteur B1

Région codante; Région non codante; [Exon; — Intron

Po1ymo;hisme; pb ins/del : Paires de base inserdon/délétion (I/D) +9/-9

Figure 5: Organisation du gène des fécepteurs B1 et B2 sur le chromosome 14q32. Pour k

récepteur B,, le bloc transcrit est Ï’exon 3 (‘enJvme,) alorv que les exons 7 et 2 (en bleu,) n7résentent l’extrémité

5’ de la nfgion non transcrite. Ouant au récepteur B, l’exon 7 et une portion de l’exon 2 (en bleu) représentent

la region 5’ non transcrite. Les exons 2 et 3 codent pour le récepteur (enfriune). On peut egalement remarquer

les nombreux po/ymo,phismes (en double flèchei) présentés sur le gène du récepteur B,. Adapté de Prado et aL,

2002.

2.5.1. Le récepteur B1

La caractérisation pharmacologique du récepteur B1 a été effectuée dans les années 70 (Regoli

et al., 1977). Le récepteur B1 a été cloné chez le lapin où il a été découvert ainsi que chez

l’humain, la souris, le rat et le chien avec une homologie de près de 68-89% (Ivlenke et al.,

1994; MacNeil et al., 1995; Pesquero et al., 1996; Hess et al., 2001). Selon les espèces, l’affinité

du récepteur B1 n’est pas la même pour ses deux principaux ligands endogènes

(desArgmkaffidine et desArg9BK). En effet, alors que le récepteur B1 humain montre une haute

affinité pour la desArg’°kaffidine, il présente une affinité 2000 fois inférieure pour la

desArg9BK (Menke et al., 1994). Chez le lapin, le récepteur B1 a une affinité 150 fois plus faible
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pour la desArg9BK que pour la desArg10kaffidine. Par contre, le récepteur B1 de la souris, dont

l’homologie est de près de 73% avec celui du lapin, dispose d’une affinité trois fois plus élevée

pour la desArg9BK. Chez la gente canine, l’affinité du récepteur B1 est similaire pour les deux

ligands, alors que son homologie est de 81% avec le récepteur B1 humain (Prado et al., 2002).

Ainsi, selon l’espèce, le récepteur B1 peut préférer l’un ou l’autre de ses agonistes endogènes ou

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

2.5.1.1. Régulation du récepteur B1

À l’exception de certaines espèces comme la souris (Nsa Allogho et al., 1998), le chien (Lortie

et aI., 1992; Su et al., 2000) ou le chat (DeWitt et al., 1994) qui expriment le récepteur B1 de

manière constitutive, son expression est très faible dans les tissus sains (Bhoola et al., 1992). Le

récepteur B1 peut être induit par ses agonistes endogènes, desArg9BK et desArg’°KD

(Schanstra et al., 1998; Campos et al., 1999), et par les cytokines dans les conditions

inflammatoires (Galizzi et al., 1994 ; Marin-Castafio et al., 1998).

En effet, le gène du récepteur B1 est intimement lié à 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 I de spécificité (SP1), le facteur la inductible de la Pl’4A

(Pif-la), le facteur transcnptase liant l’Octamer (Oct-1), les éléments de réponse à l’acide mono-

phosphate cyclique (CREB), le facteur de transcription nucléaire kappa B (NfxB), l’élément de

réponse à 1’AMP cyclique et même pour la boîte CAAT (Ni et al., 1998a et b, Yang et al.,

199$ ; Angers et aL, 2000).

De même, les régions s’étendant de -2582 à +34 contiennent les éléments de régulation des

lipopolysaccliarides (LPS), de l’interleuldne I bêta (IL-1 [3), du facteur nécrosant de tumeur

alpha (TNF-Œ), du NFB et des éléments de réponse à 1’AMPc (Ni et al., 199$ a et b).
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Toutefois, de tous ces éléments, le facteur AP-1 semble le plus crucial pour induire

complètement l’activation du récepteur B1 (Yang et al., 199$) via un intermédiaire cié, le gène

C-Jun (Yang et al., 2001).

En effet, les sites de liaison pour la famille AP-1 sont logés à l’intérieur de l’amplificateur de la

région promotrice du récepteur B1 où ils sont essentiels pour l’activation de la transcription du

récepteur B1 (Yang et al., 1998). De même, la transcription de la famille des facteurs AP-1 est

importante dans l’expression de plusieurs gènes 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 NFid3 (Zhu et al., 2003) et activent les voies mitogéniques avec les protéines MAP

Kinase (MAPK) ERK, JNK et P 38 kinase (Wisdom, 1999). Cependant, l’activation des

MAPK et de la Protéine kinase C (PKC) peut également entraîner l’activation du facteur NfHB

(Levesque et al., 1995; Schanstra et al., 1998; Campos et al., 1999 ; Christopher et al., 2001) et

la production des cytokines (IL-1, -6, -$ et TNF-Œ), des facteurs de croissance de l’épiderme

(EGf) et du collagène, qui à leur tour entraînent l’augmentation du récepteur B1, la fibrose et la

croissance tissulaire (Tiffany et Burch, 1989; Levesque et aL, 1995; Phagoo et al., 1999;

Ricupero et al., 2000 ; Parenia et al., 2001).

Aussi, étant donné que d’une part, la mutagenèse du facteur NFKB est suffisante pour abolir la

majorité des effets obtenus à la suite de l’action des LPS, IL-1, et TNf-Œ (Ni et al., 1998 a et

b) et que d’autre part, la surexpression du gène du récepteur B1 est à la fois régulée au niveau

de la transcription et de la stabilisation post-transcripflonnelle de l’ARNm (Zhou et al., 199$,

1999, 2000), le NFid3 semble être le médiateur commun des stimuli qui augmentent la

transcription du récepteur B1 (Sabourin et aL, 2002; Sardi et aL, 2002).



Le récepteur B1 ne se désensibilise pas par mtemalisation 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 de jouer un rôle potentiel dans les maladies chroniques

et d’être la molécule clé de la signalisation des itinines lors de certains états pathologiques

Qvlarceau et al., 1998; Naicker et al., 1999), tel le processus inflammatoire au cours duquel le

récepteur B1 sert au recrutement des leucocytes, t l’initiation de la réponse inflammatoire

(Pesquero et al., 2000 ; Vianna et al., 2003) et it la douleur (Couture et al., 2001).

La stimulation du récepteur B1 induit une vasodilatation (Audet et al., 1997, Su et al., 2000). Ce

phénomène semble se produire aussi bien sur le récepteur B1 constitutif dans les vaisseaux du

chien (Nakhostine et al., 1993) que sur celui qui est induit par l’inflammation causée par le LPS

chez le lapin (Audet et al., 1997).

___________

-

-174$

f

Q NF-1 like Q PEA-3 • AP-1 •NFKB Boîte TATA

Figure 6 Promoteur du gène du récepteur B1.

Représentation schématique du promoteur du récepteur B, chez l’humain. Les cercles de couteur représentent les

éléments ds. Pour permettre l’integration des signaux extracellulaires, les dflérents facteurs transcriptionnets

interagissent entre eux et modutent leurs activités transcriNionnettes récibroqites de manière yneigique ou

tvntradictoire (Vlaeminck-Guillem et aL, 2003,). Adtîpté de Prado et aL, 2002.

SILENCEUR AMPLIFICATEUR

4

Gène du récepteur B1

Elément régulateur positif
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2.5.1.2. Mécanismes de signalisation intracellulaire du récepteur B

Les analyses en immunoprécipitation montrent que le récepteur B1 est couplé aux protéines

Gcaql I et GŒi (1,2) (Austin et al., 1997). La liaison de la desArg9BK ou de desArg10KD au

récepteur B1 entraîne l’activation des protéines Gq et i2 et l’activation de systèmes de seconds

messagers différents selon le type cellulaire.

Parmi les systèmes de seconds messagers associés au récepteur B1, on note l’activation des

phospholipases C (PLC) et A2 (PLA) ainsi que l’adenylate cyclase menant à la formation de

l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc diffuse très rapidement dans la cellule

pour activer la protéine kinase A qui phosphoryle les canaux potassiques. La PLC entraîne

l’augmentation de l’inositol triphosphate (1P3) et du diacyl glycérol (DAG). L’1P3 augmente les

niveaux intracellulaires de Ca2 et active l’enzyme NOS qui favorise la relâche 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 B1 par son agoniste pouvait également aboutir à la

stimulation de la PLA2 qui cause la relâche de l’acide arachidonique (AA), lequel est transformé

en prostaglandines (PGE2) par les cyclooxygénases QZevesque et al., 1995; Mcmi et al., 199$;

Mclean et al., 1999). Notons que la phosphorylation de P42 MAPK et P44 MAPK via la PKC,

Src kinase et MEK, fournit les possibilités d’effets mitogéniques de la desArg9BK (Christopher

et al., 2001). L’induction de la cascade des MAPK Larrivée et al., 199$; 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 B1 par son agomste; 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 B2

Le récepteur B2 a été initialement caractérisé dans des études pharmacologiques sur l’utérus du

rat, la veine jugulaire et l’aorte du lapin (Barabé et al., 1975; 1979; Regoli et al., 1977).

La prédiction en acides aminés établit une homologie de 8l% entre le gène humain et celui du

rat. Les études moléculaires ainsi que le clonage du récepteur B2 ont été entrepris à partir du

muscle lisse du rat (McEachern et al., 1991) et des fibroblastes de poumons humains (Hess et

al., 1992). La structure du gène du récepteur B2 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 troisième exon (Ma et al., 1994). Le gène du récepteur B2 contient plusieurs

régions polymorphes tant dans la région promotrice que dans les exons. Cette disposition

suggère l’expression 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 l’on sait être

impliquée dans l’hypertension 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 décrit dans l’exon 2 au niveau +181 (C/I) (Braun et al.,

1996; Houle et al., 2000). Le polymorphe le plus important est l’insertion/délétion (1/D) de 9

paires de bases (+9/-9) à +21 —29 dans l’exon 1. Cette délétion est associée à l’expression

d’une panoplie d’ARNm par l’allèle supprimé (Lung et al., 1997). Elle marque le lien entre le

gène de la kininase II (EC) et le système des kinines. En effet, dans le polymorphe I/D, l’allèle

D est adjoint à l’augmentation de l’activité de l’EC (Murphey et al., 2000) en plus d’être associé

à la re1che stimulée du NO endothélial chez le jeune adulte (Buder et al., 1999).

Au niveau protéique, la structure du récepteur B2 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 (1C2) confient un motif étendu.

Des études sur la permutation des extrémités C-terminales des récepteurs B1 et démontrent

que l’extrémité C-terminale du récepteur B2 confient des séquences qui sont absentes dans le

récepteur B1 et qui seraient impliquées dans l’intemalisadon et l’endocytose du récepteur 132

(Faussner et al., 199$).

Les études en spectroscopie de masse montrent que les motifs Y322 et Y131 du récepteur B2

(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 ÇI) en position 137 a aussi un

potentiel de phosphorylation important pour l’intemalisation du récepteur (Prado et al., 1998).

Le remplacement de n’importe lequel des trois résidus sérine (S) en position 335, 341 ou 350

de l’extrémité C-terminale par une alamne (A) et le remplacement de la T en position 347 par

une vahne (V) résultent en un défaut d’intemalisadon du récepteur.

L’analyse approfondie montre que la présence de la S348 favorise l’intemalisation alors que la

S341 l’empêche (Prado et al., 2001). Chez l’humain, toute modification en aval des positions

Y320 et L334 ou la délétion à l’intérieur du segment couvrant les positions 335-35 1 ou encore

la substitution des S339, 346, 348 ou des T342, T345 (S341, 34$, 350, T344 et 347 chez le rat)

par l’A diminue le potentiel d’intemalisaflon du récepteur (Pizard et al., 1999).

Une incapacité de phosphorylatton du récepteur a été notée après son activation par la BK

quand le potentiel d’intemalisation est diminué ou altéré, suggérant que la phosphorylation est

impliquée dans l’intemalisation du récepteur (Pizard et al., 1999).
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Figure 7: Topologie du Récepteur B7.

À gauche, te récepteur B7 humain vit par taface intracettulaire. La proximiÏé dit motf Y13 1 de ta deuxième

boucle intracettutaire (I2) et te motif Y322 de l’extrémité C-terminate (noté c-terminus, en bteu pompre)

favorisent tinterizatisation du récepteur. À droite, te récepteur B7 vu au niveau des acides aminés. Itfrut cette

fois-d noter ta proximité de T137 dans 1C2 (en vert ctair) avec ta grappe S/ T à l’intérieur de l’extrémité C-

terminale (enfrmne), to;!]ours important pour tinternatisation du récepteur. S341 et T137 sont dans te même

ptan ators que S348 projette en dehor Les regions transmembranaires sont représentées en vertfoncé ators que

tes acides aminés sont en pointsgris et rouge. Tiré de Prado et aC, 2002.

2.5.2.1. Régulation du récepteur B2

Les facteurs nucléaires impliqués dans la régulation de l’expression du gène du récepteur B,

sont inconnus. Une étude sur le gène de rat avait déjà révélé l’absence de la boîte TATA et la

présence de certains domaines pour de potentiels facteurs de transcription, comme l’élément

de réponse à l’AMPc, l’AP-l, le NFxB, le SP-1 et l’Egr-l (Pesquero et al., 1994).

Récemment, l’étude de la région promotrice du gène du rat a permis d’identifier un site de

liaison pour le gène suppresseur de tumeur p53 (Saifudeen et al., 2000). Son rôle biologique

TI16 C-termintis-
•i/

,
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dans l’augmentation du récepteur B2 reste toutefois encore inconnu. Néanmoins, il a été

montré que l’induction et l’augmentation respectives des récepteurs B1 et B2 par le TNF-c et

IL-1Ç3 sont les phénomènes 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 B2 n’affecte pas les concentrations circulantes de

BK, il semble ne pas exister de boucles momentanées de rétrocontrôle entre les kinines et le

récepteur B2 (Campbell et al., 1999a-c).

À cet effet, il a été montré que les taux de itinines endogènes n’exercent aucune régulation de

rétrocontrôle négatif, tant sur le récepteur B2 que sur son expression (Marceau et al., 1999;

Tschôpe et al., 1999a & b).

Par contre, il a été aussi montré que la stimulation du récepteur B2 par son agomste réduit son

affinité à l’égard du ligand, requérant par ce moyen, de plus fortes concentrations de ligand

pour le stimuler (Dendorfer et al., 2000). L’intemalisation du récepteur B, est de courte durée

et est complètement réversible après 30 minutes (Windischhofer et Leis, 1997). Ainsi, après sa

liaison par la BK, le récepteur B, est désensibilisé par intemalisaflon et en majorité recyclé par

endocytose (Bachvarov et al., 2001; Marceau et al., 2001; Lamb et al., 2001). La

désensibifisaflon du récepteur B2 peut être aussi induite par l’antagoniste Roc 140 ou par

l’augmentation intracellulaire des ions Na alors que la diminution de Na intracellulaire

augmente l’activation du récepteur B2 en absence d’agoniste (Quitterer et al., 1996; Pizard et al.,

1998; Abdalla et al., 1999; Houle et al., 2000). Dans les modèles de souris génétiquement

déficientes en GŒi, l’expression du récepteur B, est augmentée, suggérant un rétrocontrôle

entre le récepteur B2 et les protéines G produisant ses effets biologiques (Maltera et al., 199$).

Ce rétrocontrôle intracellulaire pourrait dépendre de la libération du NO qui exerce un

rétrocontrôle négatif par l’inhibition sélective des isoformes Gi et Gq des protéines G via un

mécanisme GMPc dépendant (Miyamoto et al., 1997).
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2.5.2.2. Mécanismes de signalisation intracellulaire du récepteur B2

La stimulation du récepteur B2 par la BK déclenche plusieurs mécanismes de signalisation

intracellulaire (figure 8) via l’activation des protéines GŒ et GŒq (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 A2 (PLA2) (Revtyak et al., 1990; Farmer et Bursh, 1992;

Minshall et al., 1995; Banno et al., 1999). L’activation de la PLC entraîne l’augmentation

intracellulaire de l’inositol triphosphate (1P3) et du diacylglycérol (DAG) (Francel et al., 1987).

L’activation de la PLA2 conduit à l’activation de l’1P3 et à la relâche de l’acide arachidonique

(AA) qui à son tour, assure la formation des prostaglandines (PGE2) et de la prostacycline

(PGI2) (Burch et Axelrod, 1987; Gallagher et al., 1998; Saunders et al., 1999; Yamasaki et al.,

2000). L’activation concertée des deux phospholipases (PLC et PLA2) cause une augmentation

bi-phasique du Ca2 intracellulaire qui, avec le DAG stimule la PKC (Blaukat et al., 1996). La

PLD est activée à travers la PKCoL et PKC6 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 entraîne l’augmentation de l’acide phosphatidique (PA) et du DAG,

lesquels augmentent les niveaux de Ca2 intracellulaire (Angel et al., 1994 ; Walter et al., 2000).

Ainsi, toutes les phospholipases en aval de la cascade de signalisation du récepteur B2

augmentent les niveaux de Ca2 et/ou la synthèse des prostaglandines dans les cellules cibles.

C’est par le Ca2 que la stimulation du récepteur B2 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 GAK/STAT) des voies des

tyrosine kinases ÇfyK2, STAT3) et de la voie des MAP kinases (MAPK) (Beffiassen et al., 1997)

et de la PLD (Meacci et aL, 2000). Dans ces tissus, le récepteur B2 peut être phosphorylé de

manière transitoire au niveau des résidus tyrosines en réponse à 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

récepteur B2 en favorisant l’augmentation transitoire de la production du NO Qvlarrero et al.,

1999). Ces données supportent la régulation de eNOS dans les cellules endoffiéliales par des

interactions inhibitrices et réversibles avec les récepteurs couplés aux protéines G et suggèrent

surtout que ces interactions peuvent moduler la phosphorylation du récepteur 132 et entraîner

des conséquences métaboliques.

En effet, la phosphorylation des résidus tyrosine et/ou de sénne/thréonine du récepteur B2

favorise sa dimétisation 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 sérine par les MAPK forme à son tour des homo- et/ ou

hétéro-dimères qui subissent une translocation subséquente du cytosol au noyau cellulaire

après 30 à 60 minutes (Marrero et al., 1999; Ju et al., 2000; Oh et Schnitzer, 2001) (voir figure

8). Il existe un mécanisme de rétrocontrôle négatif suivant l’activité de la NOS qui implique h

phosphorylation de tyrosines de la MAPK et l’atténuation de l’augmentation du Ca2

intracellulaire qui inhibe la cascade de signalisation du récepteur B2 et la production de NO. En

dehors du NO, la vasodilatation induite par le récepteur B2 peut aussi provenir de deux autres

agents vasodilatateurs. La prostacycline et le facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium

(EDHF) dont l’identité reste encore mal connue. Il représente la catégorie de composés qui

provoquent l’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses induisant ainsi la dilatation du

vaisseau (Campbell et al., 1999a). Dans la vasodilatation induite par le récepteur B2, la

contribution de l’EDHF est de 10 à 50% selon les vaisseaux et l’espèce (Zhang et al., 2001;

Brandes et al., 2000; Kamei et al., 2000).

Chez la souris génétiquement déficiente pour le gène de la NOS (Brandes et al., 2000), l’EDHf

est capable de remplacer le NO dans ses effets vasodilatateurs induits par le récepteur B2.
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Aussi, l’EDHF produit toujours ses effets vasodilatateurs durant l’inhibition de la NOS et de la

synthèse des prostaglandines, suggérant une action inhibitrice directe du NO sur l’EDHf

(Taddei et al., 1998). Dans les conditions physiologiques normales, le NO pourrait inhiber

l’activité de l’EDHf synthase (EDHFS) qui, à son tour, pourrait se mettre en branle dès la

diminution de l’activité de la NOS permettant à l’EDHf de remplacer partiellement le NO.

D’autre part, l’activation du récepteur B2 entraîne l’augmentation de l’AMPc/GMPc

indirectement via la libération des prostacyclines et du NO qui entraîne la vasodilatation

(Gabra et al., 2003).

Par ailleurs, bien que les signaux générés par le récepteur B2 pour augmenter le Ca2

intracellulaire semblent identiques à ceux du récepteur B1, il existe des particularités dans la

cinétique de l’augmentation du Ca2 intracellulaire. Ceci suggère des divergences dans les voies

de signalisation intracellulaires responsables de l’augmentation du Ca2.

En effet, il a été montré que le récepteur B1 utilise fortement le Ca2 extracellulaire alors que le

récepteur B2 utilise le Ca2 intracellulaire libéré par l’1P3 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 cellulaires. En effet, la liaison de la BK au récepteur B2 de la fibre musculaire lisse

vasculaire entraîne une vasoconstriction (Dixon et al., 1994). Cette activation par la BK serait

due au Ca2’ intracellulaire libéré par l’1P3 à la suite de l’activation de la PLC.

Mais, contrairement aux autres 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 l’expression de c-fos par la voie des ROS (reactive oxygen species ou formes réactives

de l’oxygène) et la production du TGF-f3 (transforming growth factor f3). La conséquence

tangible est l’augmentation de la prolifération cellulaire et de la fibrose par laccroissement de la

production du collagène 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 B2 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 B1 et B2 des muscles lisses sont en-dessous des cellules

endothéliales. Mais après un dommage endoffiélial, 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 B2, induire l’expression de l’IL-6 par un

processus impliquant ERKI/2 et le facteur P38 de la voie des IfAPK et la transcription du

facteur AP-1 (Huang et al., 2003).

De plus, vu que l’activation du récepteur B2 peut activer le facteur NFKB qui à son tour est

inducteur du récepteur B1 (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 B2 entraîne une surexpression du

récepteur B1 (Duka et al., 2001; Madn-Castafio et al., 2002). Mais cette idée demeure

controversée puisque l’expression des récepteurs B1 et B2 demeure inchangée après un

traitement chronique avec des agonistes et des antagonistes pour l’un ou l’autre des deux

récepteurs (Sabourin et al., 2001).
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(Pan et aL, 1998; Xie et aC, 2000). Act: activation; Phos: Phoiphoy/ation; ser. serine; yrosine; ÀA:

arachidonique; PA: acide phosphatidique; EDHFS: facteur hjeipotarisant dérivé de /‘endothélium

.ynthetase; Cox: yctooxjgénases; NOS: O.jide nitrique iynthetase; NO: monoxyde d’azote ou oxj’de

nitrique.

3.0. Les ldnines pénphénques en physiopathologie cardiovasculaire

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

Le système rénine-angiotensine (figure 9) est par excellence le principal système régulateur des

volumes de fluide corporel, de la balance électrolytique et de la pression artérielle (Ardaillou,

1999). Une hyperactivité de ce système entraîne l’hypertension artérielle. L’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 PD1 23319) (Chu 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 l’expression varie en fonction de l’âge.

Le récepteur AT2 est surexprimé chez le foetus et décline rapidement après la naissance et chez

l’adulte (Ozono et al., 1997). L’activation du récepteur Ail par l’Ang II cause la

vasoconstriction, la rétention sodique, des effets antidiurétiques et hypertenseurs par

l’intermédiaire de l’1P3.

La stimulation du récepteur AT2 provoque l’inhibition de l’W3, la vasodilatation, l’arrêt de

l’absorption sodique, la natriurèse et l’hypotension Gin et al., 1998; Siragy et Carey, 1999; Siragy

et al., 1999; Haithcock et al., 1999). Le récepteur AT2 cause aussi la vasodilatation et la

natriurèse via la relâche rénale de la BK, laquelle active le métabolisme des prostaglandines et la

relâche du NO par le récepteur B, (Tsutsumi et al., 1999; Carey et al., 2000 a et b).
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Il apparaît toutefois que le NO peut être produit directement par le récepteur AT2 tel que

r
montré chez la souris dont le gène du récepteur B2 est inactivé (Abadir et al., 2003). La re1che

de NO est continuelle et antagonise l’action vasoconstrictrice de l’Ang II sur le récepteur ATI

(Drexier et aL, 1995). Le blocage du récepteur Ail entraîne 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 l’apoptose, un rôle qui reste cependant controversé (Carey et

al., 2000a). L’infusion d’Ang II augmente l’ARNm du récepteur B1, déjà surexprimé dans les

cardiomyocites de souris KOB2 (Kintsurashvili et al., 2001). Dans les cardiomyocites de souris

normales, l’infusion d’Ang II augmente seulement l’ARNm des récepteurs B2. Ces effets sont

inhibés en présence de l’antagoniste du récepteur AT1 et non du récepteur AT2. Ainsi, l’Ang II

augmente l’expression des récepteurs B, ou B1 (en absence du récepteur B2) ou encore des

deux récepteurs (in rntm). Ceci met en évidence une réponse régulatrice de l’Ang II sur le

système des kinines au niveau réceptonel (Kintsurashvffi et al., 2001).

3.1.1. Place des ldnines dans l’hypertension artérielle

La diminution de la synthèse de la BK favorise le développement de l’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 l’hypertension essentielle est

l’induction des dysfonctions endoffiéliales, similaires au déficit général de la vasodilatation

obtenue en absence de la BK (Panza et al., 1995). La création des modèles de souris déficientes

en récepteurs B2 (souris KOB2 ou B2’) ou en kafficréine a permis de mettre en lumière la part

des kinines dans le maintien de l’homéostasie de la pression sanguine chez le sujet normal. Par

exemple, la souris déficiente (Bt) présente une fréquence cardiaque et une pression systolique

élevées comparativement aux souris normales ou partiellement déficientes @2) (Emanueli et



36

al., 199$). Une autre étude montre toutefois que l’absence du récepteur B2 n’affecte pas la

fréquence cardiaque (Yang et al., 2001). Le remplacement fonctionnel des récepteurs B2 par la

surexpression du récepteur B1 tel qu’observé dans le modèle déficient KOB2 reste matière à

controverse Marceau et aL, 199$; Pesquero et al., 2000; Duka et aL. 2003). Le KOB2 présente

toutefois une hypertrophie cardiaque ainsi qu’une résistance accrue aux situations d’ischémie à

la reperfusion (Yang et al., 1997 a) dans des condition basales.

De plus, une administration prolongée d’un minéralocorficoïde chez la souris KOB2 entraîne

une plus forte augmentation de la pression systolique accompagnée d’une baisse d’excrétion

urinaire en sel, comparativement à la souris normale qui présente une hausse d’excrétion

urinaire en sel.

Chez la souris KOB2, il a été aussi rapporté qu’une diète riche en sel ou en sodium entraîne une

hypertension hydro-sodée due à une anomalie de rétention saline ou du flux sanguin rénal,

suggérant que les ldnines rénales jouent un rôle important dans la prévention de l’hypertension

hydro-sodée (Alfie et al., 1996; 1997). Ces observations ont été confirmées par l’équipe de

Cervenka qui a montré une sévérité d’hypertension chez les souris KOB2 par rapport aux

souris normales, lorsqu’elles étaient, cette fois-ci, infusées avec de l’Ang II (Cervenka et al.,

2001). Dans le même ordre d’idées, l’inhibition aigué de la eNOS augmente la pression

sanguine chez les souris normales à des niveaux similaires à ceux observés chez la souris

KOB2, suggérant que la susceptibilité dans ce modèle de souris KOB2 à exprimer

l’hypertension induite par l’angiotensine II dépend en partie du déficit des kinines endogènes à

relâcher le NO.

D’autre part, l’association « kallicréine — excrétion sodique» a été rapportée chez les patients

hypertendus (Margolius et al., I 974a-c; Levy et al., 1977). Des études ont montré effectivement

que les kinines stimulent l’excrétion de l’eau et des électrolytes en augmentant le flux sanguin

rénal (Gifi et al., 1965). Le flux sanguin rénal augmenté est causé par la diminution de la
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résistance vasculaire et n’affecte pas le ratio de la ifitration glomérulaire ou la réabsorption

proximale. La BK peut donc sérieusement augmenter la délivrance du fluide au néphron distal

(Stem et al., 1972) et les effets natriurétiques semblent dépendre de l’inhibition de la

réabsorption distale du sodium.

En revanche, les faibles conditions sodiques baissent l’excrétion de la kafficréine plasmatique

qui à son tour entraîne la chute de production des ldnines (Hilgenfeldt et al., 1998). Dans les

conditions normales, l’excès de sel est excrété via le système kafficréine-kinines qui

fonctionnerait comme une valve de sécurité. La défaillance de cette valve entraîne

automatiquement une accumulation de sodium dans les cellules après un excès de re-capture

(Katori et al., 2001). Le dysfonctionnement du système d’excrétion kafficréine rénal pourrait

déclencher l’accumulation de sodium dans les cellules et induire l’hypertension. Cela serait

probablement le cas dans l’hypertension sensible au sel chez l’humain, vu que l’excrédon

urinaire de faibles quantités de kallicréines a été associée à l’hypertension chez les patients

hypertendus (Margolius et al., 1972). De fait, les faibles quantités urinaires de kafficréines

seraient un marqueur génétique associé à l’histoire de l’hypertension.

L’implication du récepteur 132 dans la normo-tension a aussi été démontrée par l’induction des

hypotensions chez des souris et des rats sur-exprimant respectivement le récepteur B2 humain

et la v-kafficréine. Chez ces animaux, il a été montré que la surexpression du récepteur 2 cause

une réduction soutenue de la pression sanguine (Wang et al., 1997; Zhang et al., 1999).

Dans le modèle génétique du rat spontanément hypertendu (SHR), l’équipe de Stewen (2003) a

observé qu’une charge en sel augmentait la densité rénale des récepteurs ATI et abaissait celle

des récepteurs B2, suggérant que c’est l’altération de la balance entre ces deux récepteurs qui est

associée à l’hypertension causée par le sel. Chez le SHR, alors que les niveaux de kininases

demeurent inaffectés en périphérie (Dendorfer et al., 2001), une réduction des taux de

kininogènes plasmiques et cardiaques et de kafficréines 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 SUR (Campbell et al., 1995) et dans celui d’autres modèles de rats hypertendus Gin

et al., 1999; Katori et al., 2001), alors que les éléments du système kafficréine-kinines sont

réduits dans d’autres tissus périphériques.

Chez le rat SUR, le récepteur B2 joue un rôle important dans l’homéostasie cardiovasculaire

(Emanueli et Madedu, 1997; Benetos et al., 1997). En effet, l’infusion continue de FR190997,

un agoniste non peptidique B2, dans l’artère rénale permet de prévenir l’hypertension lorsque

l’infusion est pratiquée dans la phase critique, avant 7-8 semaines d’âge chez le SUR (Majima et

al., 2000; Katori et al., 2001). Des résultats semblables ont été obtenus avec l’infusion de

kiiiinogène chez le rat déficient en kininogène (rat Brown Norway-Katholiek), un modèle

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

3.2. Place des ldnines dans le diabète

Le diabète est une maladie multiforme complexe définie par une hyperglycémie majeure due

soit à une carence absolue en insuline, secondaire à la destruction des lots de Langerhans par

un processus auto-immun (diabète insulino-dépendant ou de type 1) (Atkinson et Maclaren,

1994), soit à une mauvaise utilisation de l’insuline (diabète de type 2) (Valensi et al., 1995).

Aussi, peu importe la forme de diabète, l’hyperglycémie reste le facteur caractéristique qui, à

long terme, entraîne des changements physiopathologiques majeurs conduisant à des

dommages d’organes. Le dysfonctionnement de l’endothélium vasculaire et l’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,

l’aorte, les coronaires et dans les artères mésentériques, particulièrement dans les petites

artères (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 1’EDHF (Wigg et al., 2001), la baisse des

C niveaux et de l’activité de la NOS (Zhao et al., 1999) qui peut être subséquente à l’inhibition de

son expression par les taux élevés de glucose. Car, en plus de jouer un rôle d’éboueur de NO,

les niveaux élevés de glucose peuvent aussi réduire le Ca2 intracellulaire (important pour la

relâche de l’insuline) en augmentant les radicaux libres. Tous ces mécanismes interfèrent avec

la vasodilatation induite par la BK (Pieper et Dondlinger, 1997; Brodsky et al., 2001). L’équipe

de Rosenkranz a montré que l’hyperglycémie qui cause des dysfoncflons endothéliales perturbe

aussi la réponse anti-hypertrophique dans la cellule musculaire lisse (Rosenkranz et al., 1999).

De plus, les hyperglycémies soutenues conduisent à 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 à la glycosylaflon qui fait intervenir la

glycosyl-transférase. Les AGES sont un groupe hétérogène de molécules sans classification

chimique définitive et constituant les produits de liaison entre un ose (glucose, fructose,

galactose) et la fonction amine libre (lysine, arginine) 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). Seul le récepteur RAGE est capable de produire des effets

intracellulaires à 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 vaiiabÏe, ET facteur tissulaire, T7EGE. Vascular endothelial ce!!

growthfactor, Vc4M- 1: Vascular cet! adhesion mo!ecule-1. Un des ts de la liaison AGE-RAGE est

l’augmentation de l’adhésion des globules rouges des si/ets diabétiques à l’endothélium et l’induction du

récepteur B, (Wautier et aL, 1987; 1994,). Adapté de (Boulanger et ai, 2002a et b)

Le récepteur RAGE a été isolé, purifié et cloné à partir des membranes cellulaires des

monocytes, des macrophages et des cellules endothéliales (Gilcrease et Hoover, 1990) et il est

exprimé par toutes les cellules de l’organisme. La liaison des AGES aux récepteurs RAGES

entraîne une transduction faisant intervenir des mécanismes oxydaufs. La production de

formes réactives d’oxygène par la stimulation de la voie de la NADPH-oxydase (Wautier et al.,

2001) conduit à la transduction active du facteur NfKB (Schmidt, 1997) qui à son tour,

permettra des transcriptions génétiques, favorisant la survenue de conditions inflammatoires et

pro-fibrosantes, l’apparition du stress oxydatif des augmentations de la perméabilité

endothéliale, de la synthèse d’IL-6 et de facteurs de croissance comme le vascular endothelial

ceil growth factor ou facteur de croissance des cellules endothéliales (VEGF), de l’expression

de la molécule d’adhésion vasculaire (VCAM-1) et du facteur tissulaire (figure 10). Par

l’intermédiaire du NFid3, les AGES participent aux complications du diabète meffitus (Bierhaus
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et al., 1998) telles la néphropatbie, la rétinopathie, la neuropathie et l’hypertension artérielle

(Gabra et Sirois, 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 à 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 l’inhibition du eNOS par la présence des AGES

(Rojas et al., 2000) entraînant l’absence d’effets antiprolifératifs et de relaxation vasculaire

assurés par le NO (Bucala et al., 1991). L’injection chronique d’AGES à des rats normaux a

conduit à des lésions identiques à celles de la néphropathie diabétique. Deux mécanismes

responsables des néphropathies sont suggérés: l’altération des matrices extracellulaires

secondaire à la glycation des protéines les composant et l’action secondaire de la liaison AGES

RAGE. Etant donné que l’hyperglycémie conduit à la production des AGES dont la liaison

aux récepteurs RAGE stimule le facteur NFxB et la production des cytokines, il devient

possible de suggérer une implication du récepteur B1 dans la pathogenèse du diabète.

En effet, le récepteur B1 dont l’expression est absente ou basale dans les conditions normales,

est induit et surexptimé en présence des cytokines TNF-Œ, IL-1f3 (Bachvarov et al., 1996;

Marceau et al., 1998; DeBlois et al., 2001), IL-6, IL-4 et du facteur TGF-pl (Sardi et al., 2002).

L’induction du récepteur B1 implique le facteur NFiçB 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

NFid3 dans l’expression du récepteur B1 lors de l’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 à des protéines inhibitrices de la famille des IxB (Baldwin, 1996;

Schanstra et al., 1998). Une fois que la voie des NFxI3 est activée par des agents comme les
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lipopolysaccharides, les cytokines et, probablement, par la liaison AGE-RAGE, une

C dégradadon protéolytique dépendant de la phosphorlation de 1KB est initiée. Cette

phosphorylation de IxB entraîne alors la libération du facteur NFKB qui subira une

transiocadon nucléaire et amorcera la transcription d’une diversité de gènes dont celui du

récepteur B1 (Baldwin et al., 1996; Schanstra et al., 1998) soutenant ainsi l’implication

pathogénique du récepteur B1 dans le diabète induit par la streptozotocine (STZ) (Zuccollo et

aL, 1996; 1999). La STZ est un antibiotique extrait du streptomjces at’romogens (Tomlinson et al.,

1992), spécifiquement toxique pour les iots f3 de Langerhans du pancréas. Conséquent avec

ces observations, le récepteur B1 est surexprimé dans les pattes où il cause l’oedème (Campos

et al., 2001), les poumons où il produit l’infiltration des leukocytes (Vianna et al., 2003) et la

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

4.0. Les ldnines dans le traitement des maladies aux incidences cardiovasculaires

4.1. Kinines et Insuline

La BK, par l’intermédiaire du récepteur B2, induit la mobilisation intracellulaire du calcium

dans la majorité des cellules. Cette propriété est très importante et essentielle dans les cellules f3

du pancréas du fait que le calcium intracellulaire est le principal signal de sécrétion d’insuline

(Yang et al., 1997a; Moura, 2000). En effet, à la suite de la stimulation du récepteur B2, la

formation d’1P3 résultant de l’activation de la PLC induit la relache du Ca2 du réuculum

endoplasmique et déclenche l’influx du Ca2 via les canaux calciques voltage dépendants, ce qui

augmente la concentration du Ca2 intracellulaire et la sécrétion de l’insuline (Yang et al.,

1997b; Haring et al., 1996; Kudoh et al., 2000). Dans les cellules f3 des lots 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 l’augmentation intracellulaire de
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calcium ÇKisbi et al., 1998; Kudoh et al., 2000). Chez le rat Zucker, un modèle de résistance à

l’insuline et d’intolérance au glucose, le traitement chronique à la BK améliore

significativement la tolérance de tous les tissus au glucose (Henriksen et al., 1998). Ces données

suggèrent qu’en marge de stimuler la sécrétion d’insuline, la BK régule également la

disponibilité et l’utilisation 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 B2

joue un rôle très important dans la sensibilité à l’insuline, parce qu’en son absence, comme

c’est le cas chez les animaux KOB2, on a observé une résistance à l’insuline (Duka et al., 2001).

Enfin, le kininogène et la prékafficréine sont augmentés dans le sang des rats diabétiques STZ

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

BK et l’insuline.

4.2. Participation des idoines aux effets des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de

l’angiotensine-l (IEC)

Les IEC sont des médicaments qui améliorent les fonctions cardiovasculaires, le remodelage

vasculaire et qui prolongent la survie des patients hypertendus et diabétiques Gaffa 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’être capables de réduire le stress oxydatif dans les

conditions hyperglycémiantes en activant les voies de signalisation intracellulaire des récepteurs

B2. 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 observé lors de l’instauration de la néphropathie diabétique (le phénomène

est associé à la production de matrice et à l’hyper-prolifération mésangiale) est normalisée par

le traitement à l’insuline ou aux IEC. L’administration d’antagonistes des kinines renverse la

réduction de phosphorylation des ERK I et 2 induite par un IEC, suggérant la participation

des récepteurs B1 et B2 (confirmée par l’augmentation de l’ARNm et de la protéine) pendant la

phase précoce de l’instauration du diabète (Mage et al., 2002).

De même, 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 l’insuline

dans les muscles squelettiques du rat Zucker. Cet effet, qui est aussi observé chez le chien

diabétique, est complètement prévenu par l’utilisation de l’antagoniste B2, Hoe 140 (Uehara et

aL, 1994). En présence d’IEC ou de BK, le transport du glucose par la transiocation de la

protéine transporteuse de glucose 4 (GLUT4) augmente 3 fois, un effet bloqué par

l’antagoniste B2, le Hoe 140 (Rett et al., 1997; Kishi et aL, 199$; Kudoh et al., 2000). Il faut

aussi noter que GLUT4 est une protéine déficiente chez le rat obèse Zucker (King et al., 1993;

Etgen et aL, 1996).

Ainsi, les effets bénéfiques de la BK sur le diabète pourraient s’exercer de diverses manières,

incluant l’augmentation de la re-capture du glucose, l’amélioration de l’utilisation du glucose, la

prévention de la production de matrice et de la prolifération glomérulaire (Damas et al., 1999;

Henriksen et al., 199$).

D’autre part, il a été montré que l’Ang (1-7) et l’Ang (1-9) potentialisent les effets de la BK en

induisant une interaction hétérologue ou « cross-talk» entre l’EC et le récepteur B2 (Marcic et

al., 1999) ou le récepteur B1 (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 à l’EC n’ont pas

confirmé la potentialisation de la BK et/ou la re-sensibifisation du récepteur B2
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indépendamment de l’hydrolyse du peptide dans des modèles physiologiques (Dendorfer et al.,

C 2001; Gobeil et al., 2002; Tom et al., 2003).

5.0. Présence du système kafficréine-ldnines dans le système nerveux central

La présence du récepteur B2 dans le tissu cérébral du rat, du cobaye et du bovin a été mise en

évidence sur des préparations membranaires à l’aide de la BK marquée au tritium, [3H]-BK

(Innis et al., 1981). La détection de la présence du kininogène dans le liquide céphalo-rachidien

du rat et de l’homme (Scici et al., 1984) a fortement renforcé l’idée de la présence d’un système

kafficréine-kinines dans le système nerveux central (SNC).

À date, tous les éléments du système kafficréine-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 espèces, 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 (Jhomas 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 l’humain (Scici et al., 1984;

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

5.1. Les kininogènes

L’abondance du T-kininogène dans le SNC du rat, observée par immuno-histochimie, dépend

de l’âge (plus abondant chez les jeunes animaux) et du sexe (plus abondant chez les femelles)

(Damas et al., 1992). Le T-kininogène est distribué uniformément dans le tronc cérébral, le

cortex, le mésencéphale et le cervelet du rat (Marks et al., 1988). Les éléments neuronaux

présentant le T-kininogène dans leur cytoplasme incluent les neurones des ganglions de la

racine dorsale, les neurones embryonnaires de l’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

C chiasmatique choux et al., 1991). Egalement chez le rat, le kininogène HMW a été identifié

dans les neurones de l’aire péri-ventriculaire de l’hypothalamus qui projettent dans la zone

externe de l’éminence médiane (Richoux et al., 1991). D’autres études ont associé la présence

du kininogène HMW à plusieurs autres régions du SNC, incluant le cervelet (noyau dentelé), le

cortex cérébral (couches III et V), l’hippocampe (cellules pyramidales), le corps calleux et

surtout le tronc cérébral au niveau des noyaux du tractus solitaire, du para-trijumeau, des

noyaux vestibulaires, cocffléaire, géniculé médian et rouge, le corps trapézoïde et la substance

grise périaqueducale (Li et al., 1999). Dans la moelle épinière, le kininogène HMW a été détecté

dans les laminae I, II, VII et IX, particulièrement 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 kininogène LMW a été aussi observé dans un modèle de traumatisme de la

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

5.2. Kininogénases

Les kininogénases ou protéases du SNC incluent les kafficréines plasmatique et tissulaire ainsi

que les protéases à sérine hautement spécifiques pour le substrat kininogène (Bhoola et al.,

1992; Raidoo et Bhoola, 1998). La présence de la kafficréine dans le SNC a été mise en

évidence par des techniques d’essais radio-immunologiques (Powers et Nasjletti, 1983; Scici et

al., 1984; Chao et al., 1987) et d’hybridation in situ (Chao et al., 1987).

L’activité de la kafficréine est détectée dans le liquide céphalorachidien humain (Scici et al.,

1984) et dans les ventricules latéraux du rat, après l’administration de la méffitine, une

composante du venin d’abeille qui active la kallicréine membranaire (Nishimura et al., 1980).

De même, il a été observé des augmentations de la pression sanguine par suite de l’injection

directe de la kallicréine dans les ventricules cérébraux du rat. Cet effet est prévenu par
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l’injection d’aprotinine, un inhibiteur de la kafficréine (Kariya et Yamauchi, 1987). La kafficréine

C a été localisée dans plusieurs régions du SNC du rat, incluant le cortex, le cervelet, le tronc

cérébral, particulièrement les noyaux oculomoteurs, rouge et réticulé (Kizuki et al., 1994) ainsi

que dans les cellules épendymaires qui tapissent le 111e ventricule, les corps cellulaires des

neurones des noyaux arqué, supra-optique, para-ventriculaire, ventro médian et postérieur de

l’hypothalamus (Simson et al., 1985; Snyman et al., 1994).

De plus grandes quantités ont été trouvées dans l’hypothalamus, l’hypophyse et la glande

pinéale. La présence de la protéine a été corrélée avec l’expression de son ARNm (Iwadate et

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

5.3. Les ldnines

La première détection des idoines dans le SNC a été effectuée avec des essais biologiques

(Werle et Zacli, 1970; Pela et al., 1975). Par la suite, l’immuno-cytochirnie a permis d’observer

la 13K immunoréactive dans les cellules neuronales de l’hypothalamus avec de denses amas

excédant les noyaux périventriculaires et dorso-médiaux. Les fibres marquées à la fluorescence

et des projections variqueuses ont été observées dans la matière grise périaqueductale, le cortex

cingulaire, la portion ventrale du néostriatum et de l’aire septal latérale (Corrêa et al., 1979). La

13K immunoréactive a été observée dans les segments cervical, thoracique, lombaire et sacré de

la moelle épinière du rat (Lopes et Couture, 1997) et du cobaye (Couture et Lindsey 2000).

Dans chaque segment de la moelle, une très forte densité de la 13K immunoréactive,

particulièrement concentrée dans les pédkarions des motoneurones, dans les laminae VIII et

IX de la corne ventrale a été observée, suggérant la biosynthèse, 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 W de la corne dorsale, mais pas

dans la substance gélatineuse.
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Dans le segment thoracique, on observe des cellules imrnunoréacdves au niveau médian, à la

C base de la colonne postérieure opes et Couture, 1997). La dégénérescence des fibres

sensorielles primaires (rhizotomie, section du nerf sciatique) entraîne 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 M) par la capsaïcine entraîne des augmentations de la BK immunoréactive à 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 plutôt dans des inter-neurones

ou des neurones projetant vers d’autres parties de la moelle épinière 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 B2) pour induire des effets

neuronaux via un mécanisme extra-synaptique, mettant ainsi en évidence un cas de

neurotransmission par volume dans la moelle épinière (Couture et Lindsey 2000).

En dehors de la moelle épinière, de grandes quantités de BK immunoréactive ont été

observées dans le fluide cérébral de plusieurs espèces incluant le rat (Alvarez et al., 1992; Khan

et al., 1995), le chien (rhomas et al., 1984) et l’humain (Scidi et al., 1984).

5.4. Les kininases

La BK est rapidement métabolisée dans le cerveau après administration i.c.v. chez le rat éveillé

où sa demi-vie a été estimée à 26.6 secondes (Kariya et al., 1982). Plusieurs types d’endo- et

d’exopepddases ont été retrouvés dans le SNC de nombreuses espèces (Couture et Undsey

2000), mais il semble que la présence de h kininase II est prédominante, particulièrement dans

le LCR, le striatum, la substance noire, la glande hypophyse, l’organe sub-fornical, le globus

paffidus, l’area postrema et le plexus choroïde chez le rat (Kariya et al., 1981; Strittmatter et al.,



49

1985; Tani et al., 1986; Yosbida et Nosaka, 1990), l’homme (Schweisfurth et Schiôberg

C Schieitz, 1984; Zubenko et al., 1985), le chat Vhalley et Wabl, 198$) et le chien (Schelling et

al., 1980).

La localisation de la kininase II par immuno-cytocbimie (Defendini et al., 1983) ou par

autoradiographie sur des sections de cerveau de rats incubées en présence de [3Hlcaptopril

(Strittmatter et al., 1984, 1986) ou de [1251]-MK35IA (Mendelsohn et al., 1984; Corrêa et al.,

1985) a révélé des marquages de fortes intensités dans l’hypophyse, 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

l’activité de la kininase II est la plus élevée, alors qu’elle est plus faible dans la moelle épinière

(Cushman et Cheung, 197f; Yang et Neff 1972; Kariya et al., 1981; Efrod et al., 1986).

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

Décatie et al., 1996).

5.5. Les récepteurs

5.5.1 Le récepteur B2

Les sites de liaison pour le récepteur B2 ont été d’abord montrés avec le radioligand [3H]-BK

sur les astrocytes en culture provenant du cortex, du tronc cérébral, de la moelle épinière de

rats foetaux et du cervelet de rats nouveau-nés (Cholewinslti et al., 1991; Hôsli et Hôsli, 1993),

sur les homogénats d’hippocampe de bovin (Kozlowski et al., 1988), sur les neurones

sensoriels (Steranka et al., 1988) et sur des membranes de cerveaux de cobaye chez qui des

densités très élevées du récepteur B2 ont été observées dans les pons, la medulla oblongata, la

moelle épinière, le cortex cérébral et l’hippocampe (Fujiwara et al., 1988; f989). A l’aide du

ligand [1251]Tyr8-BK, le récepteur B2 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 rneduÏta obtongata, précisément
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dans le noyau du tractus solitaire (NTS), dans Vaa postrema, le noyau dorsal moteur du nerf

C vague et le noyau spinal du trijumeau tivitera et al., 1992). L’utilisation du même ligand a

permis de mettre en évidence la présence des récepteurs 132 dans la moelle épinière du cobaye

et du rat (Lopes et al., 1993a; 1995), particulièrement au niveau des laminae I et II où les

marquages sont plus importants que dans d’autres laminae, incluant la colonne

intermédiolatérale (IML) où l’on trouve les corps cellulaires et les dendrites des fibres pré-

ganglionnaires sympathiques. Ces résultats ont été confirmés avec l’antagoniste B2 [1251jHPP-

Roc 140 utilisé comme radioligand (Murone et al., 1997; Cloutier et al., 2002). Il faut

cependant noter que le traitement à la capsaïcine (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 diamètre (C et

A6) terminant dans les laminae superficielles de la corne 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 B2, suggérant également la présence du récepteur dc la BK sur des fibres

noradrénergiques bulbo spinales (Lopes et al., 1995).

Toutefois, d’autres régions de la corne ventrale présentent des marquages B2 (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 intemeurones. Les études en PCR ont permis de localiser

l’ARNm du récepteur 2 dans la moelle épinière chez l’humain (Mahabeer et al., 2000).

L’utilisation des techniques d’immuno-cytochimie a permis d’associer le récepteur B2 à toutes

les régions du cerveau, particulièrement les neurones du cortex cérébral, du bulbe olfactif, de

l’hippocampe, des noyaux gris centraux, du thalamus, de l’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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l’homme, l’immuno réactivité pour le récepteur B2 a été observée dans les neurones de

l’hypothalamus, 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 l’autoradiographie 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

épinière vers les noyaux
thalamiques

Figure 11: Représentation des afférences sensorielles chez l’humain

Les voies ascendantes ipinothalamique ( gauche,) et des aj/érences sensorielles (à droite). Lesfibres C (en gui) et

Aô (en mauve) sur lesquelles on retivuve les récepteurs B, et B, sont porteuses d’in/br nations sensorielles.

Adapté de Mitlan 1999; jutius et Basbam, 2001.

5.5.2. Le récepteur B1

L’immunocytochimie a permis de montrer le récepteur B1 sur des neurones de l’hypothalamus,

du noyau caudé, des noyaux thalamiques ainsi que dans le tronc cérébral, la substance

gélatineuse et la moelle épinière chez l’homme (Bhoola, 1996; Raidoo et Bhoola, 1997) et le rat

(Qadri et al., 2002). Puisque la présence de la ldninase I n’a pas été montrée dans le LCR du rat

normal, la présence du récepteur B1 dans le SNC peut sembler curieuse. Pourtant, la présence

ubiquitaire d’ARNm et des sites de liaison du récepteur B1 a bien été observée dans le cerveau

ô

Afférences sensorielles vers la

moelle épinière
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et la moelle épinière chez le singe (Shughrue et aL, 2003), sur les neurones des ganglions de la

racine dorsale et dans la corne dorsale chez le rat Wistar normal (Seabrook et al., 1997; Ma et

Heavens, 2001), particulièrement dans les laminae I et II (Wotherspoon et Winter, 2000), ainsi

que sur les terminaisons nerveuses des fibres de type C et A6 du nerf sciatique chez le rat (Ma

et al., 2000; Wotherspoon et Winter, 2000; Ma, 2001; Ma et Heavens, 2001) et l’humain (Ma et

Heavens, 2001). Mais le rôle central du récepteur B1 demeure incertain en situation

physiologique normale.

5.6. Rôle des kinines dans le SNC

La distribution étendue des récepteurs des kinines soutient diverses fonctions, qui

malheureusement ne sont pas encore toutes élucidées (Chen et al., 2000; Couture et Undsey,

2000). Certaines observations expérimentales permettent de suggérer un rôle dans le contrôle

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

5.6.1. Contrôle 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,

l’injection i.c.v. des prostaglandines provoque une augmentation dose dépendante de la

température corporelle chez le chat et le lapin (Milton et Wendlandt, 1970). De même, 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 i.c.v. d’indoméffiacine (Rao et

Bhattacharya, 1988), ce qui suggère l’implication du récepteur B2 et des prostaglandines dans le

contrôle de la température corporelle.

De plus, il a été montré que l’administration i.c.v de LPS (connu pour induire le récepteur B1)

entraîne une hyperthermie induite par la libération endogène des kinines et des prostaglandines
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chez le rat (Walker et al., 1996a, b; Coefflo et aL, 1997; Takano et al., 2003). Le récepteur B2 et

les prostaglandines seraient impliqués dans les événements précoces de l’hyperthermie (Walker

et al., I 996a,b) alors que le récepteur B1 participerait à la maintenance de la fièvre (Coelho et

al., 1997). Le récepteur et les prostaglandines seraient aussi impliqués dans l’hyperaigésie

thermique et mécanique observée à la suite de l’injection i.c.v. de LPS (Wa&er et aL, 1996b). La

destruction des noyaux péri-ventriculaires de la région parvo-cellulaire de l’hypothalamus par

l’acide iboténique réduit significativement la fièvre induite par la BK ou par l’injection

systémique de LPS, suggérant la participation de cette région dans le contrôle de la température

par les kinines (Caldeira et aL, 1998).

5.6.2. Contrôle de la nociception par les ldnines

La douleur est avant tout un mécanisme de protection physiologique normal à l’égard d’un

dommage tissulaire limité. Les fibres polymodales sensorielles de petit calibre (fibres C et A6),

répondent aux stimuli nociceptifs mécaniques, thermiques et chimiques. Évidemment, les

médiateurs chimiques produits pendant l’inflammation sont responsables de la multiplicité

d’événements y compris l’hyperalgésie (douleur exagérée en réponse aux stimuli nocifs), les

altérations des phénotypes cellulaires et l’expression de nouvelles molécules (Dray, 1994). Or,

plusieurs données indiquent que les kinines sont rapidement générées après un dommage

tissulaire (Calixto et ai, 2000) et qu’elles modulent la majorité des événements observés durant

le processus inflammatoire tels la vasodilatation, l’augmentation de la perméabilité vasculaire, la

migration cellulaire, la douleur et l’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 épinière, induit une réponse

comportementale de nature nocicepiive par l’activation des récepteurs B2 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 nerveuses des fibres norachénergiques bulbo-spinales (Laneuville et al., 1989).

Dans ce modèle, les sites du récepteur B1 sont inactifs sur le seuil nocicepdf L’administration

intrathécale d’agonistes B2 produit également une hyperalgésie thermique chez la souris

normale. Toutefois, chez la souris, l’activation du récepteur B1 produit aussi un effet

hyperalgésique, quoique d’intensité plus faible mais plus persistante que celle obtenue avec

l’activation du récepteur B2 (Ferreira et al., 2002).

Il est intéressant de noter que le traitement à la BK entraîne un effet hyperalgésique de plus

forte intensité chez la souris KOB2 alors que l’agoniste B1 ne cause pas d’effet chez la souris

KOB1 chez qui des réponses hypoalgésiques à la desArg9BK ont plutôt été observées

(Pesquero et al., 2000). Ceci suggère fortement la participation des deux récepteurs des ldnines

dans l’hyperalgésie thermique chez la souris (Ferreira et al., 2002; Levy et Zochodne, 2000;

Pesquero et al., 2000) où le récepteur B1 serait constitutif (Nsa Allogho et al., 1998)

contrairement au rat.

Par ailleurs, la participation des deux récepteurs des kinines dans l’hyperalgésie mécanique a été

soulignée chez le rat, dans les conditions persistantes de l’inflammation (Dray et Perkins,

1993).

En effet, pendant que la BK active directement les fibres sensorielles A6 et C, l’agoniste B1

activerait les nocicepteurs par un mécanisme indirect impliquant des prostaglandines (Dray et

Perkins, 1993), des cytoldnes (IL-1 Ç3, TNFŒ) et des facteurs de croissance tels le nerf growth

factor (NGF) ou facteur de croissance du tissu nerveaux et le transforming growth factor

(TGF-Ç3) ou facteur de croissance Ç3 transformant (McMahon et Priestley, 1995; Phagoo et al.,

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

5.6.3. Contrôle cardiovasculaire par les ldnines
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La présence des récepteurs des kinines a été clairement montrée dans plusieurs régions

connues pour leur implication dans le contrôle cardiovasculaire tant au niveau spinal que

supra-spinal.

5.6.3.1. Régions centrales impliquées dans le contrôle cardiovasculaire

Les sites centraux de la BK dans le contrôle cardiovasculaire ont fait l’objet d’une investigation

continue. Différents sites d’action incluant l’aire latérale du septum (Corrêa et Graeff, 1975),

l’hypothalamus (Dia, 1985), la portion ventrale du iiie 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 épinière (Lopes et Couture, 1992; Cloutier et a., 2002) ont été proposés.

L’injection de la BK dans des régions comme l’hypothalamus postérieur, la substance grise

périaqueducale, le noyau caudé et l’aire septale médiane ne produit aucun effet sur la pression

artérielle (Corrêa et Graeff 1975; Corrêa et al., 1979) alors que son injection dans d’autres

parties de l’hypothalamus comme les noyaux hypothalamiques antérieurs entraîne des effets

cardiovasculaires (Dia et Jacobowitz, 1984; Dia, 1985). Plus récemment, les structures de la

région bulbaire (en dessous du WC ventricule), incluant la medulla oblongata, le noyau du

tractus solitaire (NTS), le noyau du paratrijumeau (Pa5), l’area postrema, le noyau dorsal

moteur du nerf vague (X), le noyau spinal du trijumeau, les noyaux thalamiques et spinaux ont

été identifiés comme sites d’action importants des kinines sur le système 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 l’area postrema abolit la réponse pressive

induite par l’injection de la BK dans l’artère vertébrale (Wilkinson et Scroop, 1985). De plus,

l’injection de très petites quantités de BK (1-10 pmol) dans le we 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 iiie ventricule ou dans les ventricules latéraux (Lindsey et al., 198$; Fior et

al., 1993). Le Pa5 (siège de l’action pressive de la BK dans la medufla dorsale latérale) montre

une sensibilité particulière pour la BK de 0,6 à 1,8 pmole (ED50=0,9 pmole).

D’autre part, l’injection i.t. de BK, KD et de T-kinine, au niveau du neuvième segment

thoracique chez le rat éveillé augmente la pression sanguine et diminue la fréquence cardiaque

via l’activation du récepteur B2 (Lopes et Couture, 1992). Chez le rat WKY, les kinines du LCR

diminuent avec l’age tandis que chez le SHR, les concentrations de ldnines, kafficréine et

kininase II ainsi que l’activité de cette dernière sont élevées chez les vieux rats SHR (lsrael et

Saavedra, 1987; Khan et al., 1995). Les antagonistes sélectifs du récepteur B2 montrent un

blocage spécifique et réversible des effets presseurs causés par l’administration de la BK, dans

l’air septal latérale (Corrêa et Graeff, 1975), le WC ventricule, le noyau Pa5 (Lindsey et al., 1989;

Martins et al., 1991) et la moelle épinière (Lopes et al., 1993b). De larges doses d’agonistes et

d’antagonistes B1 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 B2 dans les régions bulbaires, spécifiquement dans les noyaux NTS,

Ambigus (Amb), du trijumeau (SP5) et PaS (Privitera et al., 1992; Couture et Lindsey, 2000;

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

2002).

5.6.3.2. Implication des récepteurs B1 dans le contrôle cardiovasculaire?

L’injection d’un agoniste B1 dans le we 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 à la suite de l’injection i.c.v. de l’antagoniste des-Arg9-Leu8-BK dans les ventricules
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latéraux (Alvarez et al., 1992). L’injection i.c.v. de Sar-[D-Phe8J-des-Arg9-BK, un agoniste B1

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 B1 résistant aux peptidases, ou un anti-

sens sous forme d’oligodénucléotide (ODN) capable d’inhiber la synthèse du récepteur B1. 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 utilisant les mêmes outils pharmacologiques, des

études récentes n’ont pas confirmé la participation des récepteurs B1 dans le contrôle

cardiovasculaire chez le rat SHR (Cloufler et al., 2002; 2004). Ces résultats controversés

peuvent s’expliquer par le fait que le récepteur B1 est induit par l’application de stresseurs

externes tels les cytokines inflammatoires (fNf-Œ, IL-113) et les produits bactériens présents

lors des manipulations chirurgicales ou dans les cages (Zhang & Rivest, 2001; Cloutier et al.,

2004). Dc plus, des études de liaison par autoradiographie ont montré une faible densité de

sites de liaison pour le récepteur B1 chez les rats SHR et WKY, suggérant que le récepteur B1

ne participe pas aux effets presseurs des kinines et encore moins dans la maintenance de

l’hypertension chez le rat SHR (Cloufler et al., 2002; 2004).

5.6.3.3. Mécanismes impliqués dans le contrôle cardiovasculaire

Le fait de bloquer les réponses pressives obtenues par l’administration i.c.v. de BK avec un

prétraitement à la phentolamine ou à la pyrolamine montre que son action centrale est associée

à des mécanismes centraux Œ-adrénergiques ou histaminergiques (Corrêa et Graeff, 1974;

Corrêa et Graeff, 1975; Pirola et al., 1987; Lopes et Couture, 1992; Bhoola et al., 1992). De

plus, des études montrent l’implication 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, 198f). L’implication des prostaglandines n’est pas en contradiction avec

l’hypothèse d’un mécanisme adrénergique central puisque l’injection i.c.v. de prostaglandine E2

produit un effet presseur similaire à celui produit par la BK (Kondo et al., 1979) et les

prostaglandines sont capables de moduler la relâche 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 l’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 l’antagoniste sélectif pour le récepteur B2, Hoe 140, réduit à court terme la

sensibilité des barorécepteurs chez le rat SHR, mais pas chez le rat normotendu (Jindsey et al.,

1989; Madeddu et al., 1994). L’injection i.c.v. de BK produit une augmentation de la résistance

vasculaire périphérique dans plusieurs organes Çfhomas et Hiley, 1988).

Le blocage périphérique des récepteurs Œ1-adrénergiques avec le prazosin prévient l’effet

presseur de la BK injectée en i.c.v. alors qu’un traitement périphérique avec l’aténolol

(antagoniste du récepteur f1-adrénergique) reste sans effet (Qadri et al., 1999), suggérant que

l’augmentation de la pression artérielle après l’injection i.c.v. de BK est provoquée par une

vasoconstriction périphérique après la libération de catécholamines (Bufiag et Takahashi, 1981;

Takahashi et Bufiag, 1981). La réponse pressive est accompagnée d’une diminution de la

fréquence cardiaque (Buccafusco et Serra, 1985 ; Qadri 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 l’ablation des médullosurrénales, suggérant la

participation d’adrénaline des médullosurrénales.

Ainsi, la réponse pressive de la BK serait due à la libération des catécholamines puis à

l’activation subséquente des récepteurs Œ-adrénergiques centraux et périphériques, alors que la

diminution de la fréquence cardiaque serait due à l’activation des barorécepteurs qui implique

le nerf vague.
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Dans la moelle épinière, l’injection intrathécale de la BK au 9C segment thoracique chez le rat

éveillé entraîne 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 à l’activation du système svmpatho-surrénalien et à un réflexe vagal impliquant les

fibres sensorielles de type C (Lopes et Couture, 1992).

Puisqu’un prétraitement à la capsaïcine ou l’injection intrathécale d’un antagoniste de la

substance P n’affecte pas l’effet presseur de la BK (Lopes et Couture, 1992; Pham et Couture,

1993), la BK agirait directement sur les récepteurs B, situés sur les fibres pré-ganglionnaires

sympathiques de la colonne intermédio-latérale ou indirectement via des intemeurones.

Ainsi, cet effet modulateur excitateur de la BK sur les fibres pré-ganglionnaires sympathiques

de la moelle épinière pourrait jouer un rôle physiologique dans les mécanismes de régulation de

la pression artérielle par le système nerveux autonome (Lopes et Couture 1992).
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6.0 Les ldnines centrales en physiopathologie: bases rationnelles, problématiques et

Objectifs de la thèse

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 à une constellation compliquée de plus de 40 désordres distincts (Lees et al., 2000).

L’activité épileptiforme peut être décrite comme un ensemble de bouffées d’activités anormales

de très hautes fréquences dans différentes régions du cerveau (Wheal et Thomson, 1984). La

manifestation de la maladie pourrait s’apparenter à un déséquilibre entre excitation et inhibition

du cerveau, ne lui permettant plus d’interpréter tous signaux auditifs, visuels ou sensoriels. La

forme temporale est la plus fréquente chez l’adulte. C’est une forme d’épilepsie dite partielle

qui est toujours secondaire à une pathologie de type traumatique, tumorale ou autre, résultant

d’une anormalité intrinsèque des structures cérébrales du lobe temporal (d’où son nom) et des

structures sous-jacentes, incluant le cortex temporal, l’amygdale et l’hippocampe (Pollen et

Trachtenberg, 1970; Heinemann et al., 2000). Une des hypothèses retenues est

l’hypersensibilité des cellules nerveuses à l’intérieur du lobe temporal, ou des structures sous

jacentes, aux messagers chimiques excitateurs environnants. Comme pour les autres formes

d’épilepsie, la régulation anormale de l’inhibition induite par le neuromédiateur GABA (acide ‘‘

aminobutyrique) est toujours observée. Ceci implique un déséquilibre dans le ratio des

influences excitatrices/inhibittices qui résulte 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 (Bemard et al., 2000). Toutefois, les convulsions épileptiques peuvent aussi

impliquer d’autres types cellulaires, incluant les cellules endothéliales, les micro-vaisseaux, les

astrocytes et les cellules micro-gliales (de Bock et al., 1996).
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À ce jour, peu d’études se sont penchées sur le rôle du système kafficréine-kinines dans

l’épilepsie; en particulier, dans les situations post-traumatiques où la BK pourrait jouer un rôle

pro épileptique en assurant la dépolansaflon neuronale (Bhoola et aL, 1992). En effet, la Lys

desArg9BK, le métabolite actif de la kaffidine sur le récepteur B1, produit une augmentation de

la relâche du glutamate sur des échantillons d’hippocampe dans deux modèles d’épilepsie

temporale (modèles de kindting et kaïnate). Ces effets sont prévenus par le R715, un antagoniste

B1, suggérant l’induction et la surexpression du récepteur B1 dans le cerveau du rat épileptique

(Bregola et al., 1999). Même si les mécanismes qui soutiennent l’induction et la surexpression

du récepteur B1 dans l’épilepsie temporale restent méconnus, plusieurs données montrent que

la généralisation des convulsions dans le modèle du kindling est accompagnée de l’altération de

plusieurs récepteurs appartenant à plusieurs systèmes effecteurs (Mbensi 2001; Yaari et Beck,

2002). De plus, étant donné que les cytokines sont impliquées dans diverses formes de

neurodégénérescence, dans les processus inflammatoires ainsi que dans une variété d’actions

centrales (Aflan et Rothwell, 2001), on peut suggérer que les cytokines sont impliquées dans

l’induction centrale du récepteur B1.

En effet, des changements au niveau de l’expression des cytoldnes ont été montrés dans

l’épilepsie (Allan et Rothwell, 2001; Albensi, 2001; Yaari et Beck, 2002; Shandra et al, 2002), en

particulier les cytokines proinflammatoires IL-1Œ, JL-1Ç3 (Jankowsky et Patterson, 2001), les

facteurs TNFŒ et NFxB (Albensi, 2001; Shandra et al., 2002).

De plus, l’administration de l’antagoniste au récepteur de l’interleukine-l naturel (IL-IRA)

prévient les convulsions (Vezzani et al., 2000). Ces données ouvrent une nouvelle avenue

thérapeutique étant donné que les médicaments actuellement disponibles contre l’épilepsie

contrôlent très peu les convulsions.

Dc plus, étant donné que le système kafficréine-kinines influence grandement la perméabilité de

la barrière hématoencéphalique (Kamiya et al., 1993; Wagner et al., 2002; Borlongan et
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Emerich, 2003) et que l’utilisation du LF16-0687, un antagoniste B2 non pepudique, apporte

des effets bénéfiques dans le traumatisme crânien chez le rat et la souris (Zausinger et al., 2002;

Kaplanski et al., 2003; Ding-Zhou et al., 2003), on peut suggérer de nouvelles directions pour

le traitement des traumatismes crâniens et des accidents cérébrovasculaires (Sobey, 2003).

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

un modèle d’épilepsie temporale

6.1.1.1. Problématiques 1

1- Toutes les composantes du système kafficréine-kinines sont présentes dans le système

nerveux central.

2- Dans un modèle de rat épileptique (kind/in), une réponse excitatrice favorisant h

relâche du glutamate dans l’hippocampe, attribuable à la surexpression du récepteur B1, a été

rapportée. Or le glutamate est l’un des neurotransmetteurs excitateurs associés à l’épilepsie.

3- À ce jour, il n’existe aucune distribution détaillée des récepteurs B1 et B2 des kinines

dans le système nerveux central du rat normal ou épileptique.

6.1.1.2. Objectifs 1

(1) Établir la distribution des récepteurs B1 et B2 des ldnines dans le cerveau et h moelle

épinière du rat normal. (2) Étudier les altérations possibles de ces récepteurs dans l’épilepsie et

voir si le kindÏiig chez le rat peut constituer un modèle d’étude du récepteur B1 central.

Approche expérimentale: Autoradiographie quantitative sur le cerveau et h moelle épinière

de rats témoins et épileptiques (modèle kindÏin).

c Cette étude a fait l’objet 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 kiitin B1 and B2 receptors: normal distribution

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

6.2. Les ldnines 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 (Unz et al., 1995). En effet, il est connu que les IEC, efficaces dans

le traitement de l’hypertension artérielle chez l’homme (Couture et Girolami, 2004; Tom, et al.,

2003; Hemandez-Hemandez et al., 2002), potentialisent l’effet des kinines en prévenant leur

dégradation mais aussi en altérant l’expression de leurs récepteurs par des mécanismes non

encore totalement élucidés. A cet égard, la surexpression du récepteur B1 a été rapportée dans

les vaisseaux de lapin (Nwator et Whalley, 1989; Whalley et Nwator, 1989), dans ceux des rats

normotendus/hypertendus et des souris normales et KOB2 (Marin-Casta?io et al., 2002; Dugay

et al., 2004) en présence des IEC. Bien que ce phénomène demeure controversé (Marceau et

al., 1999), le récepteur B1 semble contribuer à l’effet hypotenseur des IEC chez le rat et

l’homme (lgnjatovic et al., 2002).

Or, une hypersensibilité des réponses cardiovasculaires à la BK administrée par voie

intrathécale et correlée à la surexpression des récepteurs B2 dans la moelle épinière du rat SHR

a été montrée (Cloufler et al., 2002). Cette hypersensibilité centrale aux kinines observée aussi

au niveau supraspinal chez les rats SHR (Cloufler et al., 2002; 2004) ouvre un nouvel aspect

dans la compréhension de la participation des kinines dans les effets des IEC et bloqueurs ATI

utilisés pour traiter l’hypertension artérielle. Les IEC et les bloqueurs ATI, relativement

lipophiliques, passent la barrière hématoencéphalique (Ranadive et al., 1992; Cushman et al.,

1995) et pourraient moduler l’expression des récepteurs des kinines (Marin-Castaflo et al.,

2002) ou potentialiser les effets centraux des kinines. Il existe donc un paradoxe à élucider dans
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les effets centraux et périphériques de ces médicaments anfi-hypertenseurs sur le système des

kinines. D’où l’importance de comprendre: (1) Si la surexpression des récepteurs B, dans la

moelle épinière du rat SHR est secondaire ou pas à l’hypertension artérielle. (2) Si les IEC

modulent l’expression des récepteurs centraux des kinines comme en périphérie. (3) Si une

modulation de l’expression des récepteurs centraux des kinines par les IEC entrave leurs effets

bénéfiques. Autant de questions cruciales que l’on se doit d’aborder pour comprendre

l’implication des kinines centrales dans l’hypertension artérielle.

6.2.11. Problématiques 2

1- En périphérie, les effets bénéfiques des IEC sont en partie assurés par l’inhibition du

métabolisme des kinines, lesquelles produisent des vasodilatations et une diminution de la

pression artérielle via le récepteur 2•

2- Le récepteur B2 est surexprimé dans la moelle épinière du rat hypertendu (SHR) et son

activation entraîne des effets presseurs très importants.

3- Les IEC potentialisent les effets des kinines par un mécanisme qui favorise la

surexpression des récepteurs B1 et B2, lesquels participent aux effets bénéfiques des IEC

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

6.2.1.2. Objectifs 2

Déterminer si (1) la surexpression des récepteurs B2 des kinines dans la moelle épinière du rat

SHR est secondaire à l’hypertension artérielle; (2) les traitements cbroniques aux IEC peuvent

réguler l’expression des récepteurs B1 et B2 spinaux comme c’est le cas en périphérie.

Approche méthodologique: Autoradiographie quantitative sur les moelles épinières de rats

WKY et SHR non traités ou traités aux IEC ou au losartan (bloqueur ATI).
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Cette étude a fait l’objet d’une publication qui est présentée au CHAPITRE III: Ongali, B.,

Buck De Sousa, H., Cloufler, 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. AmJ Physiol Heart Circ Physiol.2$4:H1949-H1958

6.2.2. Le diabète

Une corrélation significative entre la présence du diabète, sa durée et le déficit des

performances cognitives a été montrée chez des femmes atteintes de diabète (Pellenn et al.,

1998). Ceci suggère que le SNC est aussi bien exposé aux hyperglycémies marquées que les

organes en périphérie (Jacob et al., 2002) et qu’il serait également susceptible d’être affecté par

le diabète (Di Mario et al., 1995; Mooradian 1997). Chez le rat diabétique-STZ, l’activation

spinale du récepteur B1 cause des augmentations de la pression artérielle et de la fréquence

cardiaque ainsi qu’une réponse hyperalgésique. Ces réponses sont absentes chez les rats

témoins (Cloufler et Couture, 2000). L’administration d’un antagoniste B1 ou NK1 (récepteur à

la substance P) ou d’un inhibiteur de la NOS (L-NNA), des prostaglandines (indométhacine)

ou de la cyclo-oxygénase 2 (L745337) inhibe l’hyperalgésie (Couture et al., 2001). Ces données

suggèrent qu’au cours du diabète, le récepteur B1 central peut jouer un rôle délétère et qu’il

peut également constituer une cible thérapeutique.

En effet, la souris diabétique-STZ manifeste une hyperalgésie à des stimuli nociceptifs

thermiques. Cet effet est potentialisé par l’administration de desArg9BK (agoniste B1).

L’administration subséquente d’antagonistes B1, en présence ou non de la desArg9BIÇ inhibe

cette hyperalgésie (Gabra et Sirois, 2003).

De plus, les antagonistes B1 réduisent significativement l’augmentation de la perméabilité

vasculaire dans plusieurs organes périphériques causée par la surexpression du récepteur B1

chez la souris diabétique STZ (Simard et al., 2002). L’inhibition du récepteur B1 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 l’hyperglycémie, le diabète et l’induction du

récepteur B1, il devient important et pertinent d’étudier ce récepteur dans les complications du

diabète tels l’hyperalgésie, la neuropathie, la rétinopathie, la néphropathie et l’atteinte vasculaire

(Wautier et al., 1996; Gabra et Sirois 2003; Abdouh et al., 2003).

Malgré la surexpression marquée du récepteur B1 dans plusieurs tissus du rat STZ-diabédque

(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 être validée

au niveau moléculaire et anatomique.

6.2.2.1. Problématiques 3

1- L’hyperglycémie chronique augmente les niveaux de glucose dans le système nerveux

central; un facteur pouvant participer aux complications de cette pathologie.

2- La production des AGES au cours du diabète favorise l’induction et la surexpression

des récepteurs B1 des kinines, lesquels sont retrouvés en abondance dans plusieurs tissus des

rats diabétiques traités à la streptozotocine (STZ).

3- L’injection intrathécale de l’agoniste du récepteur B1 cause des élévations de la pression

artérielle et de la fréquence cardiaque ainsi qu’une réponse hyperalgésique à 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 l’induction et la surexpression du récepteur B1 dans la moelle épinière du rat STZ

c diabétique.
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Approches expérimentales: Autoradiographie quantitative et hjbridation in situ sur la moelle

épinière de rats témoins et diabétiques.

Cette étude a fait l’objet d’une publication qui est présentée au CHAPITRE IV: Brice Ongali,

Maria Martha Campos, Mihai Petcu, Donata Rodi, Frank Cloufler, Jean-Guy Chabot, Gaetan

Thibauli & Réjean Couture (2004). Expression of ldnin B1 receptors in die spinal cord of

streptozotocin-diabeflc rat. NeuroReport, 15: 2463-2466
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DEUXIÈME CHAPITRE: L’ÉPILEPSIE TEMPORALE
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Abbreviations

ACnu accumbens nucleus

Amy amygdala

BK bradykinin

BSA bovine serum albumin

CAl CM fleld of Ammon’s hom

CA2 CA2 fleld of Ammon’s horn

CA3 CA3 fleld of Ammon’s horn

Cer cerebellum

Cg cinguhite cortex

CG central gray

Cia claustrum

Coil cofficulus

CPu caudate putamen

DG dentate gyrus

DRnu dorsal raphe nucleus

Ent entorhinal cortex

Fr frontal cortex

HPP- 3-4 hydroxyphenyl-propionyl-desArg9-D-Arg°-[Hyp3, Thi5,

des ArglO- D-Tic7, Oic8J-BK

Hoe 140 HPP-Hoe 140 3-4 hydroxyphenyl-propionyl-D-Arg°-[Hyp3, Thi5, D-Tic7,

Oic8j-BK

Hyp hypothalamus

ICP infenor cerebellar peduncles
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IL-f(3 mterleukin-1 [3

10 inferior olive

IPn interpeduncular nucleus

LSnu lateral septal nucleus

mGluR metabotropic glutamate receptor

MGnu marginal geniculate nucleus

MPnu median preoptic nucleus

MVnu mediovestibtilar nucleus

Nf-IÇB transcriptional nuclear factor içE

Oc occipital cortex

Peri/Pir perirhinal and piriform cortex

PIPES piperazine-NN_-bis [2-ethanesulfonic-acidi

Py pyramidal tract

SHnu septohippocampal nucleus

SN substantia nigra

SP5 spinal tngeminal nucleus

S subiculum

Tcmp/Par temporal and parietal cortices

Thal thalamus

TNFŒ tumor necrosis factor-Œ

VTa ventral tegmental area
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ABSTRACT

Kindlirig-induced seizures constitute an experimental model of human temporal lobe epilepsy

that is associated with changes in die expression of several inflammatory proteins and/or their

receptors in distinct brain regions. In die present study, alteraflons of kinin receptors in die

brain of amygdaloid-kindled rats were assessed by means of in vitro autoradiography, using

[1251]34 hyfroyphenylpropionyldesg9DArgo4I4yp3 Thi5, D-Tic7, Oic8jbtadyklfllfl (B1

receptors) and [1251]34 hydroxyphenyl-propiony1-D-Arg- [Hyp3, Thi5, D-Tic7, Oic8]-

bradykinin (132 receptors) as ligands. Resuits demonstrate that B2 receptors are widely

distributed throughout die brain of control rats. The bighest densifles were observed in lateral

septal nucleus, median preoptic nucleus, dentate gyms, amygdala, spinal trigeminal nucleus,

mediovestibular nucleus, inferior cerebeilar peduncles, and in most of cortical regions (0.81—

1.4 fmol/mg tissue). In contrast, very low densities of B1 receptors were detected in ail

analyzed areas from control rats (0.18—0.26 fmol/mg tissue). When assessed in kindled rats,

specific binding sites for B2 receptors were significantiy decreased (4f to 76%) in vatious brain

areas. Conversely, B1 receptor binding sites were markedly increased in kindled rats, especiily

in hippocampus (CA2 — CAl — CA3), Amy and entorhinal, peririnal/piriform, and occipital

cortices (152—258%). Data show for die first time diat kindling-induced epilepsy resuits in a

significant dedline of B2 receptor binding sites, accompanied by a sttiking increase of B1

receptor labeling in die rat brain. An altered balance between B1 and B2 receptor populations

may play a pivotai role in die onset and/or maintenance of epilepsy.
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INTRODUCTION

The group of peptides generically named kinins are involved in a variety 0f biological

functions, including ffie 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 tbrough the activation of two G

protein coupled receptors denoted as B1 and B2. Both receptors have been cloned in several

animal species and in man (Marceau et al., 1998; Couture and Undsey, 2000). B2 receptors are

widely distributed in the periphery, being described as constitutive entities responsible for most

biological effects of Itinins. Conversely, B1 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 die periphery, B1 and B2 receptors have been

associated with the onset and development of several pathologic conditions, including asthma,

artbritis, 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 B2 receptors lias been reported in human medulla from hypertensive and

diabetic donors (De Sousa Buck et al., 2002) and in the spinal cord (Cloufler et al., 2002) and

hypothalamus (Qadti et al., 2002) of spontaneously hypertensive rats. Moreover, a recent

pharmacologic study lias demonstrated

that glutamate overflow was significanily increased by B1 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 die central and peripheral nervous system (Marceau et al., 199$;

Couture and Undsey, 2000). The observation of B1 receptor-mediated excitatory effects in a
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cbronic Qdndling), more than in an acute (kainate), mode! of epilepsy suggests that they do flot

merely depend on seizure severity and/or duraflon, but may contribute to the epilepuc

condition of latent hyperexcitabffity.

Despite tins functional evidence, however, no study lias demonstrated die presence of B1

receptors nor die possibffity that B2 receptors can be affected in epileptic brains. Thus, die

present work aimed at studying die distribution of B1 and B2 receptors in die whole brain and

spinal cord of kindled rats, and at direcdy examining possible changes in die density of these

receptors when compared with sham-stimulated control rats.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and materials

HPP-des-ArgI O-Hoe 140 (3-4 hydroxyphenyl-propionyldesArg9-D-Arg°-[Hyp3, Thi5, D-Tic7,

Oic$]-bradykinin [BKJ) and HPP-Hoe 140 (3-4 hydroxyphenyl-propionyl-DArg°-{Hyp3, Thi5,

D-Tic7, Oic8]-BK) were developed from die selective B1 receptor antagonist desArgt0-Hoe

140 (Wirth et al., 1991) and die B2 receptor antagonist Hoe 140 or Icaribant (Hock et al., 1991),

respecflvely. They were syndiesized in die laboratory of D. Regoli (Department of

Pharmacology, Universite’ de Sherbrooke, Canada). Autoradiographic 125I-]-hbeled

microscales (20 im) 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, dithiothrcitol (Dli), magnesium chioride, piperazine

I’N_-bis[2-ethanesu1fonic-acidJ (PIPES), 1,10-phenanthroline were purchased from Sigma

Aldrich, Canada.

o
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Peptide iodination

Iodinafion of HPP-desArg10-Hoe 140 and HPP-Hoe 140 was performed according to the

cifioramine T method (Hunter and Greenwood, 1962). Bnefty, 5 ig of pepude were mcubated

in 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4) for 30 seconds in the presence of 0.5 mCi (18.5 MB9) of

Na’2’I and 220 nmol of cMoramine T in a total volume of 85 fil. The monoiodinated pepfide

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.

Animais

Male Sprague-Dawley rats (300—350 g; n = 8; Stefano Morini, Reggio Emilia, Italy) were kept

in controiled 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

expedments were carned out in accordance wiffi European and Canadian Council on Animal

Care and approved by die Animal Care Committee of our Universiues. Ail efforts have been

made to keep at a minimum die number of animaIs used and their level of suffering.

Kindling model of epilepsy

Kindiing was performed according to the method described 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 posterior to bregma; 8.3 mm deep from dura) under ketamine (100

mg/k anesthesia. Thereafter, aninutls were ailowed 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 nght amygdala were recorded after each stimulation.

Kindiing criteria, i.e., three consecutive class 4 (forehmb clonus and rearrng) or five (rearing

and fafling) seizures were reached after 1$ ± 2 stimulations (staging according to Racine, 1972;

for review, sec 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 handiing, but they were flot 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 ïce, and then stored at -80°C until use. Matched whole brains or spinal cords were

mounted togeffier (two brains or four spinal cords per gelatin block) and senally cut into 20cm

thick sections on a cryostat with temperature varying between -10 to -12°C. Adjacent sections

were taken for experiments by using B1 and B2 receptor ligands and ahematively 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

B1 and B2 receptor autoradiography was performed according to the procedures descnbed

earlier (Murone et al., 1997; De Sousa Buck et al., 2002; Cloufler et al., 2002). Sections were

thawed at room temperature and premcubated 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 contamin 1 mlvi 1,10-phenanthroline, f mM DTÏ, 0.01 4% bacitracin, 0.1

mM captopril, 0.2% BSA (protease-free), and 7.5 mM magnesium cMoride in the presence of

150 pM [‘25IjHPPdesArglO-Hoe 140 (for B1 receptor) or 200 pM [IJHPPHoe 140 (for B2

receptor). The nonspecific binding was determined in the presence of 1 1M of unlabeled

hgands (HPP-desArglo-Hoe 140 for B1 receptor and HPP-Hoe 140 for B2 receptor). To

ascertain the specfficity of the labelled B2 radioligand, the same concentration of unlabeled B1

ligand was added to the solution. Likewise, the same concentration of the unlabeled B2 ligand

was added to the labeled B1 ilgand solution. The concentrations of radioligands were chosen

based on previous studies (Murone et aL, 1997; Cloutier et al., 2002) and on plot experiments.

M the end of tEe incubation petiod, 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 saits and air-dried. Kodak Scientific Imaging Films BIOMAX MS

were juxtaposed onto the shdes in tEe presence of 1I-1abeled microscales and exposed at

room temperature for 3 days (B1 ligand) or 2 days (B, ligand). Densitometric readings were

performed with an image analysis system (MCID, Imaging Research, Ontario, Canada). A

standard curve from 1251-labeled microscales was used to convert density levels into

fentomoles per miffigram of tissue (fmol/mg tissue). Specific binding vas determined by

subtracflng superimposed digitali2ed 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 resuits are presented as the mean ± SE mean of four animais per group. Statistical

comparison of the data was performed with Graph-Pad Pnsm computer program using

Student’s unpaired t test. Ail P values less than 0.05 were considered to be staflsflcaily

significant.

The percentages of decrease (B2 receptors) or increase (B1 receptors) of receptor densides are

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

RESULTS

Autoradiographic localizaflon and corresponding specific binding values for kinin B1 and B2

receptors in shamstimulated and kindled rats are fflustrated in Figures 2 to 10 and described in

detail subsequently. It is worth noting that whatever the analyzed area, B1 and B2 receptor

binding sites were flot signiflcantly 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).

B2 receptor distribution

When analyzed in sham-stimulated control animais, 132 receptor binding sites were observed

throughout various regions of the brain. Specific labeling for B2 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 preopdc nucleus (MPnu)

claustrum> caudate putamen (CPu) > accumbens nucleus (ACnu; Fig. 4). B2 receptor-specific
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binding sites, with densides varying between 0.52 ± 0.12 and 0.72 ± 0.14 fmol/mg tissue,

were also observed at the midbrain level in the foflowing areas: superior and inferior cofficulus

> dorsal raphe nucleus (DRnu) > central gray (CG) and related areas (Fig. 5). Resuits of Figure

6 show that, in sham-stimulated rats, B2 receptors were found distinctly distributed in

hippocampal structures such as DG flelds CAl, CA2, and CA3 (values ranging from 0.49 ±

0.04 to 0.99 ± 0.07 fmol/mg tissue). Moderate B2 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 B2 receptor-specific binding were found at the bindbrain

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

(1CP) > inferior olive (10) > pyramidal tract (Py) (Fig. 8). The exception in die bindbrain was

the molecular layer of cerebellum, which showed moderate levels of B2 receptor labeling (0.51

± 0.11 fmol/mg tissue) (Fig. 7). Finaily, B2 receptor-specific binding sites were seen in

cingulate cortex (Cg) — perirbinal and piriform cortex (Peti/Pir) > frontal cortex (Fr) >

temporal and parietal cortices Çfemp/par) > occipital cortex (Oc) > entorbinal (Eut) cerebral

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 B2 receptor-specific binding were signiflcandy reduced in many

regions of die brain in comparison to shamstimulated aniruals. The decrease in B2 receptor

labelling ranged between 41 ± S% and 76 ± 6%, and the greatest reductions (7O% of decrease)

were observed in claustrum, LSnu, ICP, and 10 (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, supenor and inferior colliculus, Mvnu,

Py, SP5, and ail cortical regions.

Although reduced in kindled rats, B2 receptor labeffing was flot signiflcandy different from that

observed in sham-stimulated animais when assessed in CG and related
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areas, DRnu, and in the molecular layer of cerebeilum (Jable 1; Figs. 4—9). B2 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 B2 receptor

specific binding sites were flot signiflcandy 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. IOA,B).

B1 receptor distribution

Wiffi respect to kinin B1 receptors, low density values were seen throughout die brain of sham

stimulated control rats (0.19 ± 0.001 to 0.26 ± 0.04 fmol/mg tissue). On die other hand, when

analyzed in kindled animais, densities of B1 receptor binding sites were dramaticaily in-creased

compared with sham-stimulated animals. The most striking increases were observed in ail

structures associated with amygdaloid stimulation, including hippocampal areas (fields CM,

CA2, and CA3), Amy and Ent, Peti/Pir, and Oc cortices (152 to 258% of increases; Table 1;

Figs. 4—6, 9). The highest density values were 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 1 OO% in B1 receptor binding sites

were stiil observed in other regions, such as DG, hypothalamus, CG and related areas, superior

and inferior cofficulus, DRnu, and substantia nigra (Jable 1; Figs. 5—7). In addition, some

hindbrain areas, including interpeduncular nucleus (lPn), MGnu, and subiculum (S; Fig. 8), and

also Temp/Par cortices (Fig. 9) presented increases of more than 1 OO% in B1 receptor binding

sites. Moderate increases in B1 receptor binding sites were observed 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 cerebeflum, no significant differences were noticed in densities of B1
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receptor between ldndled and sham-stimulated animais. In the spinal cord, B1 receptor-specific

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

flot shown).

DISCUSSION

The main finding of die present study is that kindling epileptogenesis is associated with

marked changes in kinin receptor densities. Furthermore, to the best of our knowiedge, tbis is

die first study providing a compiete autoradiographic mapping of 132 receptor distribution in

die rat brain. When measured in epileptic (ldndled) rats, B2 receptor binding sites were found

to 5e signiflcantly reduced in severai brain areas in compatison with shamstimulated control

animais. In contrast, B1 receptor densities were markedly increased in various brain regions,

notably those reiated to die electrical amygdaloid stimulation.

Kinin B1 and B2 receptors densifles were flot signiflcantly altered in die cerebellum and spinal

cord of kindled compared with control rats. Kindiing represents a chronic expedmental model

of temporal lobe epilepsy where die repeated application of an initially subconvulsive electrical

stimulus resuits in a progressive increase of die evoked seizures, culminating widi die

deveiopment of generalized tomc—clomc convulsions. ft has been iargely described diat diese

events are accompanied by akerations in severai receptor—effector systems (Albensi, 2001;

Allan and Rodiweil, 2002; Yaari and Beck, 2002). One couid suggest that kinins and dieir

receptors are associated widi die epileptogenesis, i.e., widi die transition from a normal to an

epileptic brain. This hypodiesis was ongmally put forward by demonstrating a marked increase

of B1 receptor-mediated glutamate release in hippocampal and cortical slices obtained from

kindled rats (Bregola et ai., 1999). The present study shows die effects of ldndling-induced

epilepsy on die piasticity of kinin receptors throughout die whoie rat brain.
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Distribution of B2 receptors

Previous studies have reported the laminar distribution of B2 receptor binding sites and

inimunoreactivity in major segments of die rat and guinea pig spinal cord (Lopes et al., 1993,

1995; Couture and Lindsey, 2000; Cloutier et al., 2002). However, as stated above, die present

smdy is die first quantitative distribution of B2 receptors in die rat brain. The present data

reveal a widespread B2 receptor distribution, including die forebrain (accumbens nucleus,

caudate putamen, lateral septal nucleus, median preopiÏc nucleus, claustrum, amygdala),

bippocampus (CAl, CA2, and CA3 fields of Ammon’s hom, dentate gyms), hypothalamus,

thalamus, midbrain (central gray, cofficulus, dorsal raphe nucleus), cerebellum, hindbrain

(inferior cerebeilar peduncles, inferior olive, mediovestibular nucleus, pyramidal tract, spinal

trigeminal nucleus), and ail cortical regions. Tbis finding is consistent with die ubiquitous

ceilular distribution of B2 receptor irumunoreactivity in fischer 344 rat brain (Chen et al., 2000)

and widi die autoradiograpbic distribution of B2 receptors (also using [1251]HPP-Hoe 140)

previously reported throughout motor, sensory, and autonomic areas of die sheep and guinea

pig brain (Murone et al., 1996, 1997), and of die human meduila (De Sousa Buck et al., 2002).

The recent smdy of Chen et al. (2000) revealed diat virtuaily 100% of die B2 receptor

immunoreactive positive ceils were neurons and diat no labeling was seen in astrocytes or

blood vessels in any brain region examined. Such a wide cerebral distribution of B2 receptors

suggests diat kinins are hkely mediators of several neuronal padiways associated with die

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

Opposite regulation of B1 and B2 receptors

We show here diat kindEng epileptogenesis is associated widi dramatic plastic changes in kinin

receptor representation in critical brain areas. These changes involve die two kinin receptors in

an opposite manner and consist of a significant reduction in B2 and a marked increase in B1
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receptor binding sites. These observations are in lime with data obtained in peripheral

preparadons supporting the notion that, contrary to B2 receptors, B1 receptors are normally

flot expressed under physiological conditions, but diey are induced and up-regulated in

pathologic states associated with infection or inflammation (for review, see Marceau et al.,

1998; Couture et al., 2001). Consistent widi die iow expression of B1 receptors in heaidiy

animais, the present study shows very low densities of kinin B1 receptor binding sites in several

regions of die brain from control rats. We can mie out die possibility diat B2 receptor binding

sites are reduced because of neuronal damage on die basis of two arguments: (1) it was shown

diat amygdaloid itindiing is flot associated with massive neuronal ceil degeneration (Tuunanen

and Pitkanen, 2000; Mclntyre et al., 2002), and (2) several brain areas displaying a

downregulation of B2 receptors (such as ACnu, CPu, Amy, CG, cofficulus, DRnu, flelds CM,

CA2, and CA3 of hippocampus, DG, and most of cortical regions) showed a parallel, marked

up-regulation of B1 receptors. However, it is wordi mendoning diat odier brain regions, devoid

of detectable B1 receptors (such as LSnu, claustmm, MPnu, ICP, 10, MVnu, Py, and SP5),

displayed a decrease of B2 receptor binding sites. Conversely, odier brain regions (substantia

nigra [SN], VTa, IPn, MGnu, and S) displaying undetectable or very low levels of B2 receptors

showed a significant increase of B1 receptor binding sites. Hence, die down-regulation of B2

receptors and die up-regulation of B1 receptors do not seem to require die presence of bodi

receptors in die same area. A similar balance between die two populations of kinin receptors

lias been described in offier paradigms. It was shown diat a subacute treatmcnt with

lipopolysacchatide from Escherichia cou induces an up-reguladon of B1 receptor-mediated

edematogemc response, associated widi a significant decrease of 2 receptor-induced edema in

die rat paw (Campos et al., 1996). Likewise, Phagoo et al. (1999) have reported die occurrence

of a dowureguladon of B, receptors associated widi B1 receptors up-reguladon after treatment

of human lung flbroblasts widi BK. The studies described above were performed in acute or
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subacute penpheral models, while we report here that similar changes also occur in a chronic

neuropathology. This new notion is in lime with recent studies indicafing that targeted

disruption of the B2 receptor gene resuits in the up-regulaflon of B1 receptors in renal, cardiac,

skeletal muscle, and adipose tissues of aduk mice (Duka et al., 200f a,b; Marin-Castaflo et al.,

2002). Thus, plastic changes in kinin receptors can occur under chronic pathologic conditions.

Comparable effects were demonstrated for neuropeptide Y receptors afrer induction of

kindiing, where a reduction of Y1 receptors was associated with an increase of Y2 receptors in

die granular layer of die dentate gyrus (Gobbi et aL, 1998). Induction of kindiing in rats bas

also been correlated with a down-regulation of adenosine Al receptors in die CA2 and CA3

flelds of die hippocampal formation (Ocbiisbi et al., 1999) and with an up-regulation of

cortical N-mediyl-D-aspartate receptor 1 QKikuchi et al., 2000) and hippocampal metabotropic

glutamate receptor (mGluR) 1 or mGIuR2/3 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 die central nervous system (Couture and Lindsey,

2000).

Putative mechanisms underlying B1 receptors up-regulation

Aldiough it seems plausible diat B., receptor downregulation may be agonist-induced, i.e.,

depend on an increased bradykinin signal (Phagoo et al., 1999), several putative mechanisms

may contribute to die up-regulation of B1 receptors after kindiing stimulation. As discussed

earlier, B1 receptor expression js maiiily associated with inflammatory conditions. This process

has been charactenzed in vanous systems, and it seems to be secondary to die production of

proinflammatory cytokimes, especially interleukim (IL)-f [3 and tumor necrosis factor ÇfNF)Œ

(Marceau et al., f998; Couture et al., 2001). A rapid upregulation of several proinflammatory

cytokines (such as IL-1 [3 and TNFŒ), as well as their receptors, bas been observed in epilepsy
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models, including itindiing (Vezzani et aï., 1999; De Simoni et al., 2000; Plata-Salaman et al.,

2000; Jankowsky and Patterson, 2001, Shandra et aL, 2002). Furthermore, it has been

demonstrated that the adnElinistration of IL-1 f3 or TNFŒ causes an exacerbation of se2ures,

whereas treatment with the natural interleultin receptor antagonist (IL-RA) prevents the

occurrence of convulsions (Vezzani et al., 2000, 2002). Finally, recent data have shown a

polymorphism of IL-1 f3 gene in patients with temporal lobe epilepsy and bippocampal scierosis

(Kanemoto et al., 2000). Another possible mechanism for B1 receptor upregulation may be the

activation of transcriptional factors, especially transcriptional nuclear factor 1ÇB (NF-1ÇB;

Marceau et aL, 1998; Couture et al., 2001). Ibis possibffity is congruent with the presence of a

binding site for NF-IÇB in the promoter region of B1 receptor gene (Ni et al., 1998; Yang et al.,

199$) and with the inhibition of B1 receptor induction by selective blockers of the Nf-IÇB

pathway (Schanstra et al., 1998; Campos et al., 1999; Medeiros et al., 2001; Sabourin et al.,

2002). Interestingly, ldndling causes the activation of transctipflonal factors in the brain, in

particular several animal models have demonstrated die involvement of NF-IÇB in seizure

acfivity, secondary to the stimulation of astrocytes by proinflammatory cytokines (Lemer

Natoli et al., 2000; Albensi, 2001; Allan and Rothwell, 2002). Data obtained in sham-stimulated

rats extend die notion that B2 receptors are constitutive and related to the physiological

component of kinin responses (Couture and Lindsey, 2000). Rence, the down-regulaflon of B2

receptors togeffier with die up-regulation of B1 receptors observed in kindled rats suggests an

involvement of the kinin system in the mechanism of development and/or maintenance of

itindiing hyperexcitabffity. The upregulation of B1 receptors in the kindled hippocampus has

been linked to increased release of glutamate, i.e., to increased excitability (Bregola et al., 1999).

However, die functional implications of B2 receptor down-regulation remain to be

investigated.
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CONCLUSION

The present study confirms and extends functional data mdicating diat brain kinin B1 receptors

are up-regulated in amygdaloid-kindled rats (Bregola et al., 1999), demonstrating marked

increases of B1 receptor-specific binding sites in many critical areas of die ldndled rat brain.

Furthermore, our data show for the frrst lime diat B1 receptors induction is associated with a

significant decrease of B2 receptor binding sites in many brain areas. ft is plausible that die

opposite regulation of kinin receptors afrer kindling-induced seizures play a role in die

physiopathology of epilepsy. However, because boffi B1 and B2 receptors appear to exert

primary excitatory effects on neurons (Bhoola et al., 1992; Couture and Undsey, 2000), die

functional consequences of die present observations must be explored to defrne die net

consequences of B1 receptor up-regulation and B2 receptor down-regulation in ceil populations

directly involved in die development of temporal lobe epilepsy. In this respect

(epileptogenesis), furdier studies are also required to examine die lime-course and die extent of

die changes we observed. It should be nodced diat we have studied here only die fully kindled

situation, i.e., one in which animais respond to stimulation widi a generalized, tonic—clonic

seizure: analysis of die changes occurring at earlier stages of kindiing development, when

seizures are stili partial, are required to validate die hypodiesis diat die changes observed

correlate widi epileptogenesis. Finally, tools are available to challenge bodi pharmacologically

(using B1 and B2 receptor antagonists) and genedcally (using B1 and B2 receptor knock-outs)

die idea diat kinin receptors play a causal role in die development of epilepsy.
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Legends

TABLE 1. Kind]ing-Induced Changes in the Densities of B1 and B2

Receptor Binding Sites in the Rat Brain 1Data represent the mean ± SEM in percentage of

increase and decrease of B1 and B2 receptor binding sites, respecflvely, in kindled rats.

Statisdcal significance to shamstimulated control values: * < 0.05; **]) < 0.01, ***) < 0.0001.

ns, flot significant; n.d., flot 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 wiffi the image analysis system. CPU, caudate

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

Fig. 2. Autoradiographic localization of brain kinin B, receptors.

Shown are autoradiograms representing total binding of [‘251]HPPHoe 140 (200 pM) in control

and ldndled rats. The nonspecific binding (NS) in the presence of unlabeled HPP-Hoe 140

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

system.

Fig. 3. Autoradiographic localization of brain kinin B1 receptors.

Shown are autoradiograms representing total binding of [‘251]HPPdes-Arg10-Hoe 140 (150 pM)

in control and kindled rats. 11e non-specific binding (NS) in the presence of unlabeled HPP

des-Arg1°-Hoe 140 (1 iI\/l) is also shown in kindled rats. Pictures are presented as obtained

with die image analysis system.

C
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Fig. 4. Specific hinding sites for B2 (upper panel) and B1 (lower panel) kinin receptors in the

forebrain of control (open columns) and kindled (hatched columns) fats.

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

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

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

Fig. 5. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 (lower panel) kinin receptors in the

midbrain of control (open columns) and kindled (hatched coiumns) rats.

The columns represent the mean ± SE mean of the values in fentomoles per miliigram of

tissue from four animais. Stadstical comparison to sham-stimulated control values is indicated

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

fig. 6. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 (lower panel) kinin receptors in the

hippocampus of control (open columns) and kindled (hatched columns) rats.

Thc columns represent the mean ± SE mean of the values in fentomoles per milligram of

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

by *]) < 0.05; P < 0.01; *** < 0.001. For abbreviaflons, see list.

Fig. 7. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 (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 animais. Statistical companson to shamstimulated control values is indicated

by **P < 0.01; *** < 0.001. For abbreviations, sec list.
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Fig. 8. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 Qower panel) itinin receptors in ffie

hindbrain of control (open coiurnns) and kindled (hatched coiumns) rats.

The coiumns represent the mean ± SE mean of the values in fentomoles per milligram of

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

by ? < 0.05; ‘P < 0.01; *? < 0.001. For abbreviations, see hst.

Fig. 9. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 Qower 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 animais. Staflstical comparison to sham-stimulated control values is indicated

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

Fig. 10. Autoradiographic localization (A) and quantification of specific binding sites (B) for B2

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 (1 iM) is also shown

in kindled rats. The columns represent the means ± SE mean of the values in fentomoles per

milligram of tissue from four animais. No statistical differences were found between sham

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

Accumbens nucleus

Caudate putamen

Claustrum

Lateral septal nucleus

Median preoptic nucleus

Septobippocampal nucleus

Total

CAl field

CA2 fleld

CA3 fleld

Dentate gyrus

55 ± $ **

66 ± 9**

65 ±

72 ± 5***

72 ± 10*

53 ± 7*

n.d.

44±5**

43 ± 7*

41 ± 5 **

47 ± 3**

61 ± 5*

B1 recep tors

(% ofincrease)

258 ± 40 ***

79 ± 2*

81±2*

n.d.

n.d.

n.d.

41 ±20(ns)

152 ± 30**

174±36**

200±35**

157 ± 26**

110±34*

Table & Figures

Table 1. Kindling-induced changes in the densifles of B1 and B2 receptor binding

sites in the rat brain

Regions B2 receptors

(% of decreasc)

Forebrain

Hippocampus



99

Hypothalamus

Thalamus

59 ± 5**

56±4**

107 ± 9***

96 ± 13***

Midbrain

Central gray and related regions

Superior and inferior cofficulus

Dorsal raphe nucleus

Substanfia nigra

Ventral tegmental area

57 ± 10 (ns)

57 ± 9*

62 ± 9 @s)

n.d.

n.d.

128 ± 36*

130 ± 42*

122 ± 39*

112 ± 15***

66 ± 21*

Hjndbrain

Inferior cerebeliarpeduncles

Inferior olive

Interpeduncular nucleus

Marginalgeniculate nucleus

Mediovestibtilar nucleus

Pyramidal tract

Spinal tngeminalnuckus

Subiculum

71 ±2***

76 ± 6**

n.d.

n.d.

65 ± 9***

62 ± 8**

63 ± 5***

nd.

n.d.

n.d.

137 ± 3$*

135 ± 32**

n.d.

n.d.

n.d.

127±24**
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Cortical regions

Cingulate cortex

frontal cortex

Temporal andparietal cortex

Entorhinal cortex

Penhinal andpinform cortex

Occipital cortex

65 ± 10**

62±9**

69 ± 9**

59 ± 6**

63 ± 11**

61 ± 5*

57 ± 19 (ns)

51 ± 17 (ns)

13$ ± 23***

16$ ± 16***

231 ± 19***

19$ ± 57*

Cerebelium 46 ± 9 (ns) 55 ± 26 (ns)
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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 Adas of Paxinos

and Watson (1998).
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Figure 2. Autoradiograpbic localization of brain kinin 2 receptofs.

(j)
(n

.41

o
E
4-



103

Fig. 3. Autoradiographic localization of brain kinin B1 receptors.
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Fig. 4. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 (lower panel) kinin receptors

in the forebrain of control (open cohtmns) and ldndled (hatched cohtmns) fats.
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Fig. 5. Specific binding sites for B, (upper panel) and B1 (lower panel) kinin receptors

O in the midbrain of control (open columus) and kindled (hatched columns) rats.
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Fig. 6. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 (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 B7 (upper panel) and B1 (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 B2 (upper panel) and B1 (lower panel) kinin receptors

O in the hindbrain of control (open columns) and kindled (hatchcd columns) rats.
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Fig. 9. Specific binding sites for B2 (upper panel) and B1 (lower panel) ldnin 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 bindmg sites

(B) for B7 kinin receptors in the spinal cord of control (open columns) and ldndled

(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 B2 receptor density in the spinal cord of the spontaneously hypertensive

rat (SHR) is secondary to arterial hypertension and whether chronic treatment wiffi angiotensin

1-converfing enzyme inhibitors (ACEI) can regulate neuronal B1 and B2 receptors. SHR

received, from die age of 4 wk, one of die two ACEI (lisinopril or zofenopril, 10 mg.kgr.dayl)

or for comparison, the selective AT1 antagonist Qosartan, 20 mg.kg1.dayj 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 bigher in SHR

than in WKY from the age of 8 to 24 wk. Whereas B1 receptor binding sites were significandy

present in young SHR and WKY, ffiey were barely detectable in aduit rats. ACEI (16 and 24

wk) and AT1 antagonist (24 wk) enhanced die number of B2 without changing B1 receptor

binding sites. However, at 8 wk the three treatments significanily increased B1 and decreased

B2 receptors in lamina I. It is concluded diat 1) the higher density of B2 receptors in the spinal

cord of SHR is flot due to hypertension, kinin receptors are regulated differently by ACEI in

neuronal and vascular tissues, and 3) aging may have a profound impact on levels of B1 and B2

receptors in the rat spinal cord.

o
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INTRODUCTION

Kinin-related peptides referring mainly to bradykinin (BK) and kaffidin (Lys-BK) were

idenflfied as neuromediators in die central control of arterial blood pressure and nociceptive

information (7, 8). Kinins act on two transmembrane G protein-coupled receptors denoted as

B1 and B2 receptors (38, 39). The widely distributed B2 receptor is constitutive and mediates

most of the biological effects of kinins. Whereas the B1 receptor is absent or underexpressed

under physiological conditions, tins receptor is induced and upregulated during tissue injury or

in die presence of cytokines (27). The induction of B1 receptor by cytokines involves die

transcriptional nuclear factor içB and die mitogen-activated protein kinase (35, 40, 46). Kinins

are metaboli2ed by a group of carboxypeptidases named kininases I and II. Kininase I removes

die COOH-terminal arginine from die parent molecules to yield die active metabolites des

Arg9-BK and des-Arg10-kaffidine, which act as potent B1 receptor agonists (39). Kininase II,

also known as angiotensin 1-converting enzyme (ACE), is responsible for die inactivation of

ldnins and die generation of angiotensin II (14). Breakdown inhibition of vasoactive kinins is

believed to conttibute to die dierapeutic effects of ACE inbibitors (ACEI) in die treatment of

hypertension and odier cardiovascular diseases (21, 22). A recent study also reported an

upregulation of B1 receptors at bodi mRNA and functional levels in vascular and renal tissues

from normotensive rats and mice under chronic treatment widi ramipril, an ACEI (29). Recent

work suggests a putative role for central kinin receptors in arterial hypertension. For instance,

die increased number and expression of B2 receptors have been shown in die cardiovascular

centers of die human medulla from hypertensive donors (12) and in die hypothalamus and

cardiovascular medullary nuclei of spontaneously hypertensive rats (SHR) (8, 36). Higher

density of B2 receptor binding sites in die dioracic spinal cord, an important center of

autonomic control of blood pressure, was correlated widi a greater cardiovascular response to

intrathecal injection ofBK in 16-wk-old SHR (6). However, there is no evidence so far diat die
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upregulaflon of B2 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 wheffier 1) the

higher density of spinal B2 receptors in SHR is secondary to arterial hypertension or is related

to a genetic feature of die strain, and .1) ACEI can regulate the expression of B1 receptors in

die thoracic spinal cord of SHR as observed in penpheral vascular and renal tissues. These

issues were addressed by measuring the effects of three antihypertensive agents, including two

unrelated classes of ACEI []isinopril without sulfhydryl (SH) group and zofenopril with SH

group and one antagonist of angiotensin ATI receptor Qosartan), wbich is commonly used in

the treatment of human hypertension (17), on the density of B1 and B2 receptor binding sites in

the thoracic spinal cord Qf9—T10) of SHR by in vitro autoradiography. The effects of ACEI

and losartan on kinin receptor densities were evaluatcd in young SHR at the onset of

hypertension (8 wk old, afrer 4 wk of treatment) and in aduit SHR duting the established phase

of hypertension (16 and 24 wk old, after 12 and 20 wk of treatment). Data were compared wiffi

age-matched untreated SHR and normotensive Wistar-Kyoto rats (WKY), winch also allowed

die determinadon of die effect of aging on die level of receptor binding sites.

o
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EXPEffiMENTAL PROCEDURES

CÏernica/s aiid materiats.

HPP-desArgl 0-HOE 140 (3—4 hydroxyphenyl-propionyl-desArg9-D-Arg[Hyp3,Thi5,D-

Tic7,Oic8] -13K) and HPP-HOE 140 (3—4 hydroxyphenyl-propionyl-DArg[Hyp3,Thi5,D-

Tic7,Oic8]-BK were developed from the selecfive B receptor antagonist desArgl0-HOE 140

(44) and the 2 receptor antagomst HOE 140 or Icafibant (18), respectively. They were

synthesized in the laboratory of D. Regoli (Department of Pharmacology, Universite’ de

Sherbrooke). Autoradiographic 1 251-labeled microscales (20tm) and 3H Hyperifim (single

coated, 24 — 30 cm) were purchased from Amersham Pharmacia Biotech Canada. Losartan

(Cozaar tablet), lisinopril, PIPES, 1,10-phenantbrohne, 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 iodhiation.

Iodinadon of HPP-desArgfo-HOE 140 and HPP-HOE 140 was performed according to the

clioramines T method (19). Bnefly, 5 ig of pepfide were incubated in 0.05 M phosphate

buffer for 30 s in the presence of 0.5 mCi (18.5 MBq) of ‘251-Na and 220 nmol of chloramine

T in a total voiume of 85 1il. The monoiodinated pepfide was then hiimediately purifled by

high pressure liquid chromatography on a C4 Vydac column (0.4x250 mm) (The Separations

Group, Hespena, CA) with 0.1% trifluoroacetic acid and acetonitrile as mobile phases. The

specific aciivity of die iodinated peptides corresponds to 2,000 counts.min’ . fmol’ or 1,212

Ci/mmol.

Animal source and care. Male SHR (n 48) and WKY (n= 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. Ail animal procedures

were in strict compliance with die guiding principies for animal experimentation as enunciated

by the Canadian Coundil on Animal Care and approved by the Animal Care Comniittee ofour

University.

Treatments ofSHR.

SHR received from the age of 4 wk, one of the two ACEI, lisinopril or zofenopril (10 mg.kg1

.day1), or the selective AT1 receptor antagonist, losartan (20 mg.kg’ .dayj, in their drinking

water for a period of 4, 12, and 20 wk. To ascertain that die animais took the expected dose of

die 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. Equiacflve oral dose of zofenopril and lisinopril was selected, based

on an earlier smdy 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 animais at die age of 8,

16, and 24 wk with a catheter implanted 24 h earlier into the abdominal aorta through the

femoral artery and exteriorized at die back of die neck. The latter surgery was made under

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

daily from die onset of treatments.

Tissuepreparationfor au!oradiographj’.

Rats were euffianized at die age of 8, 16, and 24 wk by asphyxia by respiratory

C02 inhalation and subjected to dorsal laminectomy. Spinal cords (segments T8—T1 1) were

(D immediately removed after careful incision of die dura mater and frozen in 2-methylbutane

cooled at -45 to -55°C widi liquid nitrogen and then stored at -80°C untii use. Matched spinal
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cord segments (T9 to TI 0) of the four rats from the same experimental group were mounted

together in a gelatin block and serially cut into 20p.m 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 ahematively thawmounted

on O.2% gelatin-0.033% chromium potassium sulfate-coated slides. Tbree slides were taken for

die 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 smdied and kept at -80°C until use.

In vitro receptor autoradiographj.

Sections were diawed, 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 I mM 1,10-

phenanthroline, 1 mM dithiothreitol, 0.014% bacitracin, 0.1 mM captopril, 0.2% BSA (protease

free), and 7.5 mM magnesium cifioride in the presence of 150 pM ‘251-HPP-desArgl0-HOE

140 ([1251]HPP-desArgl0-HOE 140) (for B1 receptor) or 200 pM 1251-HPP-HOE 140

([1251]HPP-HOE 140) (for B2 receptor). The concentrations of radioligands chosen yielded

maximal specific binding (Bmax) on the saturation curies in

the spinal dorsal hom of SHR and WKY (6). The dissociation constant (Kd) of [1251]HPP-

HOE 140 was identical in SHR and WKY (Kd = 30 pM), whereas that of [1251JHPP-desArgl0-

HOE 140 was calculated at 27 pM in SHR. The non-specific binding was determined in die

presence of 1 M of unlabeled ligands (HPP-desArglo-HOE 140 for B1 receptor and HPP

HOE 140 for B2 receptor). To ascertain die speciflcity of die labeled B2 radioligand, die same

concentration of unlabeled B1 ligand was added to die solution. Likewise, die same

concentration of die unlabeled B2 ligand was added to die labeled B1 ligand solution. At die

end of die incubation petiod, slides were transferred sequentially through four dnses of 4 min

each in 25 mM PIPES (pH 7.4; 4°C), dipped for 15 s in distilled water (4°C) to remove die
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excess of saits, and then air-dried. 3H Hyperfiim was juxtaposed onto the slides in the presence

of 1251 microscales and exposed at room temperature for 3 days (B1 ligand) or 2 days (132

ligand). The films were developed in D-19 (Kodak developer) and flxed in Kodak Ektaflo.

Autoradiograms were quanflfied by densitometry using an image analysis system (MCID

Imaging Research; Ontario, Canada). Standard curve from 1251 microscales was used to convert

density levels into fentomoles per milligram of tissue. Specific binding was determined by

subtracting superimposed digitali2ed images of non-specific labeling from total binding. The

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

from die Atlas ofPaxinos and Watson (33).

Statisticat ana/ysis ofdata.

Resuits represent the means ± SE of four animais per group. Quantification was performed

on 400 sections for eacli spinal cord (19—T10) on both sides. Statistical analysis of data was

performed with die Graph-Pad Ptism computer program, and the statistical significance

between SHR and WKY was determined with a Student’s t-test 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 intervals was used for multiple comparisons between

WKY and SHR. Only P values < 0.05 were considered

to be stattstically significant.

RESULTS

Bodj wezght and bloodpressure.

C Body weight and baseline MAP in SHR and WKY are shown in Fig. 2. At the onset of die

treatment (4 wk) and at 24 wk, no statistical difference was found in body weight between
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SHR and WKY in ail groups. However, the body weight of SHR at 8 and 16 wk was

sigilificantly bigher than in age-matched WKY. Chxonic treatment wiffi zofenopril

and lisinopril (16 wk) prevented excessive body weight gain in SHR. M 8 wk, the difference in

body weight between strains was no more significant with lisinopril. MAP was sigrnflcantly

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 MA? produced by lisinopril was greater and caused

significant hypotension throughout the treatment.

B, receptor binding sites.

Representative distribution of B1 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 [1251]HPP-desArgl0-HOE 140 labehng was

detected in the dorsal hom lamina I of winch its density was significandy bigher at $ 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

densifies of B1 receptors (around 1.0 fmol/mg tissue) with no statistical difference between

strains (Fig. 4). The addition of I M of unlabeled HPP-desArgl 0-HOE 140 to the incubation

medium completely ehnlinated the labeling in ail laminae (Fig. 3). However, a background of

very low specific labeling to B1 receptor was found in ail laminae (values 0.5 fmol/mg tissue)

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

B2 receptor binding sites.

C 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 [12511HPP-HOE 140 was observed ail over the structures of the

gray matter, wiffi discrete definition in the dorsal hom of ail studied animais. The addition of 1

M of unlabeled HPP-HOE 140 to die incubation medium largely eliminated die total

labeling. Densities of B2 receptors were higher in die dorsal

horn (lamina I - lamina II), 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 foilows: 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 die age of 8, 16, and 24 wk, respectively. Alffiough densities of

specific binding sites were relatively low in most odier laminae, most values were generaily

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

Efficts oftong-terrn treatment with antihjpertensive

drisgs. Effects of cbronic treatments widi ACEI (zofenopril or lisinopril) and a selective AT1

receptor antagonist (losartan) were assessed on die densities of both kinin receptors in die

spinal cord of SHR. The density of B1 receptors in lamina I was signiflcantly increased after 4

wk of treatment with lisinopril (+16%, P < 0.01), losartan (+6%, P < 0.01), and zofenopril (

+36%, P < 0.01), yet no significant changes were measured in die odier laminae. In

contrast, die density of B2 receptors was markedly decreased in lamina I by die three

treatruents (-57% to -65%, P < 0.01) (Figs. 5 and 6). B2 receptor binding values in odier

laminae (except lamina II) were too smail to discrirninate a real effect with die drugs, and

therefore ffiey were not considered for die remainder of die study.

C Contrary to resuits obtained at 8 wk, a longer period of treatment (16- and 24-wk-old SHR)

wiffi eidier ACEI produced a marked increase of B2 receptor binding sites in laminae I and II
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of the spinal cord (Fig. 6). Whereas the reduction of B2 receptor binding sites seen with

losartan at $ wk persisted at 16 wk in SHR, the latter treatment caused a significant increase of

B2 receptor binding sites in laminae I and II at 24 wk (Fig.6). The latter augmentation of B2

receptor hinding sites was similar to that occurring with ACEL However, at 16 and 24 wk,

ACEI and losartan had no significant effect on B1 receptor binding sites, wbich remained

barely detectable in the spinal cord of SHR (data flot shown).

DISCUSSION

The main findings of this study are 1) the greater density of B2 receptor binding sites in the

thoracic spinal cord of SHR is unlikely secondary to arterial hypertension because it subsisted

in SHR subjected to anfihypertensive therapy with ACEI or losartan; aging bas an opposite

effect on the level of B1 and B2 receptors densities in the spinal cord because aduit SHR

displayed greater density of B2 but scarce density of B1 receptor binding sites compared with

young SHR, which displayed the bighest density of B1 and the lowest density of B2 receptor

binding sites; 3) ACEI enhanced the density of spinal B1 receptor binding sites as in vascular

and renal organs, yet this occurred only after 4 wk of treatment in young SHR and flot in aduit

SHR exposed to a longer period of antihypertensive therapy; 4) ACEI lias an opposite

influence on B1 and B2 receptors because B2 receptor binding sites were decreased afrer 4 wk

of treatment in young SHR

and increased after a longer period (8 and 16 wk) of antihypertensive therapy in aduit SHR;

and 5) the effect of ACEI on the expression of B2 receptors is flot 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 ACEI.

C
Distribution and densiy ofB1 receptoi in the thoradcipinat cord ofSHR and W’KY
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Aging had a profound influence on die density of [1251]HPP-desArgl0-HOE 140 binding to

BI 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

Ufe span of B1 receptors, a low but detectable density of specific binding sites persisted in ail

laminae in both strains, suggesting the presence of a basal expression of B1 receptors in the

spinal cord of adult SHR and WKY. This nding is in agreement with die basal B1 receptor

expression (mRNA) and its immunohistochemical detection in rat and human spinal cord

dorsal hom (26, 45). The significance of the higher level of B1 receptor expression in young

SHR (lamina 1) and its

decline in ail laminae in aduit is not understood at die present rime, yet the present finding is

congruent with an earlier study that concluded that B1 receptors are not involved in spinal

cardiovascular regulaflon in aduit SHR and WKY (6). Because B1 receptors are detectable only

in young SHR, it is unlikely that they are responsible for die maintenance of bigh blood

pressure in aduit SHR.

Distribution ami densiy ofB receptors in the thoradcipinat cord ofSHR anti WKY

The distribution of [1251]HPP-HOE 140 binding sites in die spinal cord of WKY and SHR is in

agreement with previous observations made in tUe rat, guinea pig, and sheep spinal cord with

125I-Tyr8]BK or [1251]HPP-HOE 140 as die radioligand (24, 25, 31). The highest density of

specific binding sites vas found in superficial layers of die dorsal horn,

whereas moderate to lower specific B2 receptor binding sites were detected in odier laminae

widi no evidence of labeling in die white matter. However, contrary to die Wistar rat, which

displayed die highest density of ‘I[I’yr8jBK binding in lamina II (substantia gelatinosa) (24),

die highest level of binding wiffi [‘251]HPPHOE 140 was located in lamina I in bodi SHR and

WKY.
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This discrepancy is likely due to the strain difference and flot to the radioligand because the use

of 1251-HPP-HOE 140 confirms the highest concentration of B2 receptor binding sites in

lamina II in the Wistar rat (data flot shown). This strain difference remains unknoWn at this

lime but may indicate a differential expression of B2 receptors on A- and C-fiber primary

sensory fleurons. B2 receptors are predominantly located on terminais of capsaicin-sensitive

primary sensory C-fibers and of bulbospinal noradrenergic neurons in die spinal dorsal hom of

Wistar rats (24). Activation of these receptors on sensory and noradrenergic terminais lcd to

nociceptive and antinociceptive responses, respectively, in die rat tail-ffick test (7, 20). A small

population of B2 receptors is also present in deeper laminae, including die intermediomedial

and intermediolateral ceil columns, the location of ceil bodies, and dendrites of preganglionic

sympathetic fibers, which are involved in die autonomic control of blood pressure (8). Thus

our data suggest that B2 receptors are extensively distributed tbroughout sensory and

autonomic areas in the spinal cord of WKY and SHR, where ffiey may be implicated in die

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

Effict ofACEI andATi receptor antqgonist on ipinaïkinin receptors.

Apart from their distinctive pharmacokinetic and pharmacodynamic features, the therapeutic

benefits of ACEI in die treatment of hypertension are diought to be class effects (41). Two

major groups of ACEI have been documented: diose containing a SH group as captopril and

zofenopril and those without a SH group represented by lisinopril (4). Lisinopril and

zofenopril can pass die blood-brain barrier 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 lisinopril caused hypotension, both ACEI produced similar

changes in die density of B1 and B2 receptors in die spinal cord of SHR, suggestmg that these

changes are flot associated with or wiffiout die presence of SH group of ACEI.
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Pharmacodynamic differences between zofenopril and lisinopril may however exphin their

distinct anfihypertensive profile. lisinopril was also

more effective dian zofenopiil 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 tins addidonal 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 B1 receptors

in lamina I yet a decrease of 132 receptors. Upregulation of 2 receptors occurred only after a

longer treatment with ACEI (16 and 24 wk) or losartan (24wk). These changes of B1 and B2

receptor densities in SHR are un]ikely attributable to the antihypertensive effect of the

treatment, because die prevention of hypertension with losartan did flot reproduce ACEI

induced B2 receptor upregulation at 16 wk. Akhough both ACEI and losartan reduced die

number of B2 receptors in SHR after 4 wk of treatment (8 wk old), die levels of B2 receptors

were stiil signiflcantly higher in die dorsal hom of SHR compared widi age-matched WKY.

This evidence suggests diat die higher densities of B2 receptor binding sites in most laminae in

SHR are related to a genetic feature of die strain and not to hypertension.

Whereas it is uncertain wheffier die greater number of B2 receptors found in die spinal cord of

SHR, pardcularly between die age of 8 and 16 wk, contributes to die padiogenesis of

hypertension, die bigher density of B2 receptor binding sites was ascribed as die likely

mechanism to explain die hypersensitivity of die pressor response to 13K injected in die spinal

cord of awake SHR (6). Higher concentrations of kinins, kininogen, kaflikrein, and kininase II

(ACE) activity were also reported in die cerebrospinal fluid of aduit SHR compared widi dieir

normotensive controls, suggesting a hyperacdve kaflikrein-kinin system in die brain and spinal

cord of SHR (for a review, see Ref. 8). Because die activation of B2 receptors in die spinal cord
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leatis to increases of blood pressure through the stimulation of the sympathoadrenal system

and the peripheral release of catecholamines (23), increased sensidvity to the pressor action of

BK along with increased number of receptors anti endogenous ligands may contribute to the

higher sympathedc tone generally reporteti in different models of hypertension, including SHR

(10, 11). This hypothesis remains to be chaflenged with a prolonged infusion of the entire

spinal cord with specific ldnin receptor antagonists because acute blockade of B1 and B2

receptors at the T-9 spinal cord level in SHR was insufficient to alter basehne blood pressure

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

of spinal autonomic functions (8).

Rectrocat reguÏation of B, and 132 receptors during qging and antihjpertensive therapy. Interestingly, the

downregulaflon of B1 receptors from 8 to 24 wk was accompanied by an upregulaflon of B2

receptors, suggesting an age-dependent regulation of kinin receptors in WKY anti SHR.

Moreover, the upregulaflon of B1 receptors induced by the two ACEI anti losartan at $ wk was

accompanied by a downregulaflon of B2 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 B2 receptors in inflammatory models or its deledon in B2 receptor gene

knockout mice led to overexpression of B1 receptors (5, 13, 29). Confficting data have been

reported regarding the regulaflon of kinin receptors by ACEI. An early pharmacological smdy

has reported an upregulation of B1 receptors in the rabbit vascular system boffi in vivo anti in

vitro following acute treatment (18 h) with ACEI (32). More recendy, acute inhibition of ACE

(48 h) faileti to upregulate the B1 receptor (mRNA expression and function) in vascular anti

nonvascular peripheral organs of rabbits (28). However, a 6-wk treatment with ramipril is

associateti with functional induction of vascular anti renal B1 receptor in normotensive rats,
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wild-type and B2 receptor gene knockout mice (29). Ouï resuits at $ wk support an

upreguladon of B1 receptors afrer 4 wk of treatment with ACEI, although a longer penod of

treatnrent (12 and 20 wk) had no effect. It is therefore apparent that tbis 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 B1 receptors, vascular and renal

B2 receptor mRNA was flot affected by ACEI in rats (29), suggesting that kinin receptor

expression is regulated differently in peripheral and central newous tissues.

Possible mechanisms underying the fflcts oJACEI and losartan on kinin receptors

The mechanism of downregulation and upreguladon of neuronal B2 receptors and

upregulation of B1 receptors by ACEI is stiil unknown. We can exclude that the radioligand

binds to ACE or to other proteins as captopril was present throughout the autoradiographic

procedure in ail experimental groups and B2 receptor binding sites seen with the same

radioligand in die spinal cord of wild-type mice were gone in B2 receptor gene knockout mice

(8). Akhough ACEI do flot act direcily on B2 receptors (14), they can interfere with the

sequestrafion and intemalization of B2 receptors within the cellular

membrane in native porcine aortic endoffielial ceils (3) and in Cbinese hamster ovary ceils (30).

An interaction with the process of B2 receptor dimetization, which is directly involved in the

endogenous and recycling of receptors, may represent another putative mechanism by which

ACEI could affect B2 receptor binding (2). Also, die 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 die other hand, die B1 receptor is not

subjected to internalizadon and resensitization; therefore, its regulation is more hkely to occur

at die transcriptional and mRNA levels (15, 46). Because B2 and B1 receptors are largely
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synthesized outside the spinal cord in dorsal root ganglia (24, 34, 45), one cannot exciude the

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

the ceil body of primary sensory fibers.
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LEGENDS

C figure 1. Schematic representation of anatomic sicnes of a coronal section of lower

thoracic spinal cord (kft) along with die autoradiographic distribution of B2 receptor binding

sites in 8-wk-old spontaneously hypertensive rats (SHR) (nght). I—X, number of spinal cord

laminae; D, dorsal nucleus; DH (LI, LII, Liii), dorsal horn; 1ML, intermediolateral cefi

colunm; IMM, intermediomedial cefl column; Py, pyramidal tract.

Figure 2. Body weight and mean artetial pressure (MAP) of SHR and Wistar-Kyoto rats

(WKY) used in die study. Values represent die means ± SE of 12 rats (4 wk) and 4 rats (8, 16,

and 24 wk) per group. Statistical comparison to WKY (j) or untreated SHR (*) is indicated by

*.) < 0.05, ttP < 0.01, and ***j1) < 0.001 (one-way ANOVA with a post hoc Bonferroni

test).

Figure 3. Autoradiographic distribution of 1251HPP-desArgl0-HOE 140 binding sites in die

thoracic spinal cord of 8-, 16-, and 24-wk-old WKY (W), SHR widiout treatment (S), and SHR

treated wiffi losartan (L), zofenopril (Z), or lisinopril (Li). Note die bigh level of specific B1

receptor binding sites in die dorsal horn of bodi strains (SHR > WKY) at 8 wk only.

Nonspecific binding (NS) in die presence off 1.M of HPP-desArgl0-HOE 140 is also

Shown

figure 4. Quantification of specific B1 receptor binding sites in die various laminae of die

dioracic spinal cord ofWKY and SHR at die age of 8 wk (4 wk of treamient). Values represent

die means ± SE of 4 rats per group. SE are too small to be fflustrated. Staflsucal companson to

WKY (t) or untreated SHR (*) is indicated by < 0.01 (one-way ANOVA widi a post hoc

Dunnett test) and ftt? < 0.001 (Smdent’s t-test).
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C Figure 5. Autoradiographic disifibufion of ‘251-HPP-HOE 140 binding sites in die dioracic

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 hom of both stxains and die greater intensity of labehng in SHR.

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

Figure 6. Quantification of specific B2 receptor binding sites in die 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, respecflvely). Values represent the means ± SE of 4 rats per group. SE are too

small to be fflustrated. Statistical comparison to WKY (j) or untreated SHR (*) is indicated by

**P < 0.01 (one-way ANOVA with a post hoc Dunnett test) and ifi? < 0.001 (Smdent’s t-

test).

Table 1. Densines of specific B2 receptor binding sites in various 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 hom; IML, intermediolateral cell colunm;

IMM, intermediomedial ceil column; Py, pyramidal tract. Statistical comparison to WKY (*P <

0.05; j-P < 0.00 1) was calculated with a Student’s t-test for unpaired samples

o
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FIGURES & TABLE

Figure 1: Schemafic representation of anatomic structures of a coronal section of lower

ffioracic spinal cord (tft) along with the autoradiographic distribution of B2 receptor binding

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

0 used li the smdy. Values represent ffie 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 1251-HPP-desArgl0-HOE 140 binding sites in die

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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o
figure 4: Quantification of specific B1 feceptor binding sites in the various laminae of the

thoracic spinal cord of WKY and SHR at the age of $ wk (4 wk of treatment).

0

U)
U)

c)
E
o
E
4-

o
4-

o
Q)o
<° t

<D

wo

o

U)
0

Q
z

t’,
CN

*
*

B1 reœptor (8 weeks)

VMKY
— S[-R

LŒARTAN

___

ZOFENPRI L
‘/ USINOPRIL

DH LI LII LIII LIV LV LVII LVIII LIX LX IMM IML D PY

o



o

z
4

Li.

142

Figure 5: Autoradiographic distribution of 1251-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 superficial laminae (LI and

O 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 B2 receptor binding sites in various thoracic spinal cord laminae

inWKYandSHR.

(8 weeks) (16 weeks) (24 weeks)

WKY SHR WKY SHR WKY SHR

LIV 1.07 ±0.007 1.46 ±0.009 j- 1.33 ± 0.010 1.76 ± 0.001 1- 1.51 ± 0.001 1.02 ± 0.001 j-

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 j- 0.42 ± 0.007 0.85 ± 0.009 1-
LVIII 1.07 ± 0.005 1.07 ± 0.006 0.56 ± 0.009 1.03 ± 0.010 1- 0.55 ± 0.008 086 ± 0.00$ t
LIX 1.07 ± 0.005 1.07 ± 0.007 0.92 ± 0.010 1.04 ± 0.009 1- 0.33 ± 0.007 0.94 ± 0.00$ t
LX 1.07 ± 0.006 1.62 ± 0.009 j- 1.16 ± 0.011 3.09 ± 0.0181- 1.28± 0.0011 2.16 ± 0.013 t
IMM 1.07 ± 0.006 1.07 ± 0006 0.55 ± 0.007 0.95 ± OE009 1- 0.38 ± 0.006 073 ± 0. 0071-

IML 1.07 ± 0.005 1.07 ± 0.006 0.33 ± 0.008 063 ± 0.0081- 0.71 ± 0.008 L09 ± 0_008 t
D 1.07 ± 0.006 1.07 ± 0.007 0.75 ± 0.010 1.20 ± 0.011 t 0.47 ± 0.008 0.82 ± 0.00$ t
P 1.07 ± 0.005 1.07 ± 0.006 0.33 ± 0.006 0.33 ± 0007 0.33 ± 0.006 0.3$ ± 0006 t

o
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ABSTRACT

0 Previous smdies have reported cardiovascular and nociceptive responses after intrathecal

injection of kinin B1 receptor (B1R) agonists in die model of streptozotocin (STZ)-diabetic rat

(diabetic). The aim of this study was to measure die early up-regulation of B1R binding sites

and mRNA in the thoracic spinal cord of diabetic and control rats.

Data show significant increases of specific B1P. 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 signfficandy increased (+6$%) at 2 and 7 days but flot at 21 days. These data bting die

rst molecular evidence for an early up-regulation of B1R in die spinal cord of diabetic rat.

Keywords: Bradykinin, B1 receptor, spinal cord, STZ, diabetes, autoradiography, in situ

hvbridizaflon.

o
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INTRODUCTION

Kinins have bcen proposed as neuromediators of neuronal pathways involved in the

transmission of nociceptive information and autonomic control of arterial blood pressure [1].

Kinins act through die activation of two fransmembrane G-protein coupled receptors (R)

denoted as bradykinin (BK) B1P. and B2R. Whereas B2R is constitutive and mediates most of

the biological effects of kinins, the B1R 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 B1R involves the transctipfional nuclear factor kappa-B (NF-KB) and the

MA? kinase pathway t,Ï• It is hypothesized that die B1R is induced in diabetes through a

NF-xB mechanism: NF-xB is activated by hyperglycemia [6,7]. Consistent with a putative role

of B1R in diabetes complications, B1R are up regulated in several organs in diabetic rats where

ffiey mediate several biological actions, including paw oedema [8], leukocyte migration in die

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] afrer STZ

treatment. Intrathecal injection of B 1R 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 die presence of functional B1R. in die

spinal cord of these animais. Finally, B1R antagonists inhibit thermal hyperalgesia and die

increased vascular permeabffity occurring in diabetic mice [14,15].

Using in situ hybridization and in vitro receptor auto-radiography, this study was undertaken to

provide die missing molecularevidence that B1R up-regulation in die dioracic spinal cord of

STZ-diabetic rats 2, 7 and 21 days post-treamlent.

o
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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 animais and research protocols were in compliance with the

guiding principles for animal experimentanon as enunciated by the Canadian Council on

Animai care and approved by the Animal Care Committee of oui University.

STZ-mduced diabetes Rats received a single dose of STZ (65 mg/Kg, i.p.) fresffly 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 obtamed

from the tail by pinprick, with a glucose oxidase-impregnated test strip and a reflectance meter

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

were considered as diabetic.

Procedures for tissue preparation and autora&ography: Iodination of HPPdesArg’°Hoe

140 (3-4 hydroxyphenyl-propionyl-desArg9-D-Arg[Hyp3,Thi5, D-Tic7,Oic8]-BK) and ail

procedures for autoradiography and tissue preparation were performed as previously descnbed

[1 6J. Rats were euthanized at 2, 7 and 21 days after STZ or vebicle treatment by asphyxia under

respiratory C07 inhalation and subjected to dorsal iaminectomy. A total of 920 segments of

spinal cord (J9-T12) were used for autoradiography and in situ hybridizadon expenments.

Riboprobe design: A 326 bp cDNA fragment of the rat B1 receptor (pSKratB1) was

subcioned into a BlueSctipt vector (pKS) (generous gift of Dr J.P. Schanstra) used as a

template to generate [35Sj-uridine 5 5’-(-ffiio)triphosphate ([35SJUTP-S)-labeled transctipts in

eithcr orientation using a RNA transcription kit. Antisense rat B1 receptor riboprobe was

transcnbed with T7 RNA polymerase from HindIII-digested template. Sense-strand control
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riboprobe was generated from NotI-digested template with 13 RNA polymerase. Both

antisense and sense riboprobes were labeled dixectly dunng die RNA polymerase reaction

using [35SJUTP-S (1,250 Ci/mmole, NEN, Boston, MA).

In Situ hybndization: The meffiod used was similar to diat described by Tong and coworkers

[171. Briefly, frozen sections of 20 im were warmed to room temperatare for 30 min and flxed

wiffi 2 ¾ of paraformaldehyde in 2 x saline sodium citrate buffer (SSC, 0.15 M sodium

chroride; 15 mM sodium citrate; pH 7.0) for 5 mm, followed by 4 washes in 2 x SCC buffer.

Sections were incubated in 0.25 ¾ (v/v) acetic anhydride in 0.1 M inethanolamine (pH 8.0) for

10 min at room temperature, dehydrated through graded alcohols and air-dried. Post-frced

sections were hybridized wiffi I x 107 cpm/ml [35S]-UTP-labelled B1 receptor nboprobes in

hybridi2ation buffer containing 50 ¾ formamide, 4 x SSC, 1 x Dendhart’s solution (0.02 %

polyvinylpyrrolidine, 0.02 % ficoil, 0.02 % BSA), 500 ig/ml denatured salmon sperm DNA,

250 tg/m1 yeast tRNA, 10 % dextran sulfate and 50 mM dithiothreitol. The diluted probe was

applied to sections on glass coverslips and hybtidized overnight at 55°C in a humid chamber.

M die end of die hybtidizaflon, die 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 g/nil RNAse (30 mm, 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 desctibed for in vitro autoradiography [161.

Statistical analysis of data: Data fepresent die means ± SEM of 4 animais per group and

their statistical analysis was performed with die Graph-Pad Ptism® computer program. The

statistical significance xvas 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 wei-ht and blood glucose before sacrifice: M the onset of the treatment, no

stafisdcal differences were found between control and diabeuc rats for body weight (230 ± 10

vs 228 ± 3 g) and blood glucose (< 6.0 mM). As depicted in Figure 1, significant reducflon of

body weight occurred in $TZ at 2 and 21 days, while blood glucose was markedly higher (close

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

Distribution and density ofB1R bindwg sites: [‘251]-desMg10HPP-Hoe 140 showed weak

and diffused B1R binding sites ail over die grey matter of the spinal cord in vehicle-treated rats

(Fig. 2). Densifies measured in dorsal hom Qaminae I-III) 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, B1R

binding sites were more striking in the dorsal hom of diabetic rats; densifies were signiflcantly

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

2).

Distribution and densiy of B1R mRNA: Wbile a specific signal was observed widi die

[35SJUTP-labeled anfisense riboprobe, die sense control probe gave littie or no hybridi2afion,

reveahng die specificity of die obsenred signal (Fig. 3). The level of BIR mRNA transcripts 7

in die spinal cord of vehicle-treated rats was very weak, yet die labelling was more abundant in

die dorsal hom where specific densifies ranged from 17.3 ± 1.5 to 18.3 ± 5.3 nCi/g (Fig. 3). In

diabeflc rats, B1R mRNA levels were signiflcandy increased (+68%, p < 0.05) at 2 and 7 days

but not at 21 days post injection in die dorsal hom (Fig. 3).

o
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DISCUSSION

The main finding of this study is the molecular and anatomical evidence that the B1R show

early 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 die density of B1R binding remained increased may 5e due to a

decreased stability or increased turnover of the mRNA. Intradiecal injection of B1R agonists

elicited increases in blood pressure and heart rate in tins model of diabetic rat at 21 days [13]

and a transient hyperalgesic response in the tail-flick test that occurred as early as I day after

die induction of severe hyperglycaemia, and remained quiet stable between 1 and 21 days [12],

winch is consistent with die sustained up regulation of B1R binding sites during that petiod.

These effects were mediated by die release of prostaglandins and offier mediators, including

substance P and nitric oxide. The distribution of B1R is widespread ail over die grey matter,

overlapping die intermediolateral and dorsal horns and lamina X thought to be implicated in

cardiovascular regulation and nociception [1].

Low but detectable densifies of specific binding sites and mRNA transcfipts were measured in

most laminae of control rats, suggesting the presence of a basal expression of B1R in die spinal

cord of Wistar rats. Tins finding is in agreement wiffi die basal B1R expression (mRNA) and

immunoinstochemical detection of die B1P. in rat and human spinal cord dorsal hom [18,19].

The significance of diese receptors is however questionable because die stimulation of tins

basal population of B1R widi intradiecal B1R agonists had no effect on thermonociception,

blood pressure and heart rate or behavioural acdvity in awake naïve rats [12,13].

Akhough die mechanism of die up-regulation of B1R in die spinal cord of diabetic rat remains

to be conrmed, hyperglycaemia is thought to be die main contributing factor. Indeed, tins

evidenced for die up-regulation of neutropbil migration in die pleural cavity of rats treated
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with STZ [9j. Hyperglycaemia can activate Nf-kB [6,7] which is known to induce B1R in

0 various paradis [4 6, f2].

CONCLUSION

This smdy provides the frrst anatomical and molecular evidence that early in diabetes the spinal

cord begind to over-express B1R a putative role for these receptors is suggested in spinal

autonomic control of blood pressure and nocicepdon. This model appears therefore suitable

for studying the function andregufation of B1R. in the central nervous system and for

determining the potency of novel centrally acting antagonists.

o
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Body weight (upper panel) and blood glucose concentration (lower panel) of control

(Ctrl) anti 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 B1R binding sites in the spinal

cord of control (Ctrl) and Diabetic rats. Note die appreciable level of total B1R binding sites in

STZ at 7 days (yeilow) post-treatment. The non-specific binding (NS) was obtained in die

presence of lpM of desArglOHPP-Hoe 140. Student’s t-test comparison to Ctrl * P < 0.05; **

P < 0.01; *** P < 0.001.

Figure 3: Autoradiograms of B1R mRNA transcripts distribution (a) and quantification (b) in

spinal cord of control (Ctrl) and Diabetic rats. The in situ hybridization signal reiated to die

expression of die B1R receptor gene was seen ail over die gray matter in Diabetic rats

compared to Ctrl animais. Highest levels of B1R receptor mRNA (dark field) were seen in

diabetic rats at 2 and 7 days but flot at 21 days post-injection. Note die lack of hybridization

signal at die level of die gray matter in Diabetic animais when using die sense probe to

demonstrate specificity. Student’s t-test comparisons to Ctrl *P < 0.05.
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CINQUIÈME cHAPITRE : DISCUSSION GÉNÉRALE
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1.0. Considérations méthodologiques

1.1. Choix méthodologiques

Une approche méthodologique permettant l’appréciation des changements qualitatifs et

quantitatifs observables étant nécessaire pour atteindre nos objectifs, nous avons choisi la

radioliaison sur coupes histologiques conjuguée à l’autoradiographie quantitative et à

l’hybridation in situ, dans l’étude sur le diabète (voir chapitre 3). Le choix de l’autoradiographie

quantitative nous apparaît très approprié pour nos études dans la mesure où 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. Déjà largement

utilisée en neuroanatomie, l’autoradiographie a permis la construction complète 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 QZeslie et Altar, 1988). Aussi, même si certaines techniques comme

l’immunohistochimie couplée à la microscopie électronique ou la fluorescence couplée à la

microscopie confocale permettent d’extraire des informations qualitatives d’une résolution

élevée, elle restent semi quantitatives et ne peuvent pas remplacer l’autoradiographie; sinon

simplement compléter les limitations de cette dernière, dont les plus importantes sont la

pauvre résolution au niveau cellulaire et la difficulté de la combiner avec d’autres méthodes qui

requièrent la fixation histologique (Chabot et al., 1996). Dans la majorité des cas, le recours à

l’hybridation in situ ou à l’immunobistochimie est suffisant pour combler ces limitations

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

1.2.1. L’autoradiographie quantitative

L’autoradiographie est une technique qui permet de marquer, à l’aide d’un isotope radioactif

(souvent du tritium ou l’iode 125), un médicament, un gène, une protéine, un peptide ou un

ligand. Elle permet notamment de suivre le cheminement d’un médicament dans les tissus,

d’identifier des gènes ou de visualiser la distribution des récepteurs sur des membranes.

De ce fait, l’autoradiograpbie est une technique à la fois qualitative et quantitative.

Sur le plan expérimental, il s’agit d’incuber des coupes histologiques en présence d’un ligand

marqué à un isotope radioactif (liaison totale) ou en présence du même ligand non marqué à

des concentrations 1000 fois supérieures (liaison non spécifique). Les sites d’intérêts (sites

spécifiques) sont déduits par soustraction digitale ou numérique entre les liaisons totales et non

spécifiques sur des coupes adjacentes. La révélation de l’autoradiograpbie se fait par exposition

des coupes sous un film en présence d’une échelle de valeurs concomitantes à l’isotope utilisé.

Chaque isotope utilisé en autoradiographie dispose des caractéristiques propres qui lui

confèrent des avantages bien particuliers.

En effet, alors que le marquage au tritium consiste à remplacer un hydrogène du ligand par un

hydrogène radioacflf le marquage à l’iode requiert la fixation d’une molécule d’iode radioactive

au ligand, particulièrement sur un acide aminé aromatique libre.

L’avantage des ligands marqués au tritium est celui de mimer parfaitement le comportement

des ligands endogènes contrairement aux ligands iodés qui peuvent causer des contraintes

sténques et modifier les propriétés pharmacologiques des ligands endogènes.

Par contre, les ligands marqués au tritium disposent souvent d’une faible activité spécifique, ce

qui se traduit par des périodes d’exposition de très longue durée (2 à 3 mois) contrairement aux

ligands iodés qui raccourcissent considérablement ce temps à moins de cinq jours.
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D’autre part, les ligands iodés se dégradent très vite (perte de radioactivité dans les trois

semaines suivant l’iodation, auto-dégradation) limitant leur utilisation à 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).

Enfm, l’analyse des résultats est faite à l’aide d’un système 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 l’autoradiographie quantitative

L’autoradiograpbie 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 à la loi d’action de masse

Ligand ÷ récepteur ki Ligand. récepteur.
k2

Kd (constante de dissociation) [Ugand] [Récepteur]! [Ligand.Récepteurj. 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 à tous les récepteurs

- La liaison du ligand ne doit pas altérer le récepteur ou modifier son affmité

- La liaison doit être saturable et réversible

Autrement dit, le ligand marqué doit être capable de se lier librement à tous les récepteurs

d’intérêt et de s’en détacher sans changer le comportement du récepteur Q’vlantvh, 1988; Ouhtit

et al., 1997). Cela permet de comprendre pourquoi l’utilisation de ligands antagonistes est très
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conseillée, surtout lorsqu’on se donne l’objectif de quantifier les récepteurs, même 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 autres, ils sont capables d’induire l’internalisation des récepteurs, changeant

ainsi le nombre et la distribution membranaire à l’équilibre. Ce phénomène pourrait expliquer

certaines divergences dans la littérature quant aux altérations possibles de la densité des

récepteurs B2 chez le rat SHR.

En effet, une étude utilisant l’agoniste [125IjTyr°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 (NTS), le noyau moteur dorsal du nerf vague (X), l’area

postrema (AP) et le noyau trijumeau alors que l’étude utilisant l’antagoniste [‘251]HPP-Hoe 140

(Cloutier et al., 2004) trouve une augmentation des récepteurs B2 dans les mêmes régions chez

le rat SHR. Ce type de marquage, observé très tôt dans nos études pilotes (figure 13), nous a

conduits à adopter le ligand antagoniste B2 [1251jHPP-Hoe 140 déjà utilisé chez le mouton

(Murone et al., 1996; 1997) et le rat (Couture et Lindsey 2000) à l’instar du ligand agomste

[1251]Tyr8BK, jadis exploité dans notre laboratoire chez le rat (Lopes et al., 1995) et le cobaye

opes 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

l’agomste [‘251]Tyr8BK (280pM; 500Ci/mmol) sous estime le nombre des récepteurs B2 (voir

figure 13) en plus de se lier aux peptidases. Son exposition requiert une période d’au moins 15

jours, contrairement à 2 jours pour l’antagoniste [‘251]HPP-Hoe 140 (200 pM; 1212 Ci/mmol)

qui possède 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 l’iode

radioactif au ligand sans altérer ses propriétés pharmacologiques nous a permis de développer

un radioligand pour le récepteur B1 ([1251]HPP-desArg’°Hoe 140) à partir de l’antagoniste
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sélectif desArg10Hoe 140 (Wirth et al., 1991). Par contre, nos expériences pilotes ont montré

qu’it des concentrations de l’ordre du nano molaire, HPP-desArg’I-1oe 140 avait une légère

affmité pour le récepteur B,. Pour prévenir ce problème de sélectivité dans nos expériences,

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

140 non marqué dans le milieu d’incubation.

En dehors du choix des ligands radioactifs, les accessoires et le miiieu d’incubation utilisés en

autoradiographie sont aussi déterminants pour éviter des résultats erronés.

À 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

C

- 125 l’5 8Figure 13: Receptcurs B2 marques avec [ I]HPP-Hoe 140 (A) et [ I]Tyr BK (B)

Le marquage avec 280 pM de [‘251]Tyr8BK (B) obtenu après une exposition de 21 jours est

moins intense et plus limité dans les cornes dorsales (LI-Lui) de la moelle épinière thoracique

cf9-T1 2) du rat Wistar (8 semaines d’âge par rapport au marquage avec 200 pM de

[1251]HPP-Hoe 140 (A) obtenu après une exposition de 2 jours. NS: non spécifique
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entraîner 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 l’autoradiographie chez le rat.

. ..$

Frostviot

Les liaisons totales (rangée du haut) sur les récepteurs B2 dans les cornes dorsales (LI-

LIII) dc la moelle épinière thoracique CT9-T12) du rat SHR dc 16 semaines d’âge

obtenues avec une concentafion de [1251]HPP-Hoe 140 au dessus du Bmax (300 pM) et les

liaisons NS (rangée du bas) obtenues en présence de 1 iI1 de HPP-Hoe 140 montrent que

les lames commerciales frostvior (Fisher) et Thvmé n’augmentent pas les sites de liaison

NS du ligand [1251]HPP-Hoe 140.

En effet, une observation attentive montre qu’en dehors des lames Frostvior et Thvmé, le

ligand iodé n’a pas été déplacé par le ligand froid, suggérant un attachement du ligand

[‘251]HPP-Hoe 140 au verre sur les autres lames. Une telle situation amplifie les liaisons

NS et permet d’exclure ce type de lames qui interfère avec le ligand radioactif.

Des résultats similaires ont été obtenus pour le ligand B1 [‘251]HPP-desArg’°Hoe 140 (non

présentés).
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En ce qui concerne les conditions expérimentales, des coupes de moelle épiiiière de rats

diabétiques traités à la STZ ont été incubées dans du tampon PIPES en présence ou non d’un

cocktail déjà établi dans notre laboratoire QZopes et al., 1993; 1995). Ce cocktail d’inhibiteurs

des peptidases contient entre autres, le donneur et accepteur d’électrons, 1,10 phenantroline

(Zheng et al., 2003), qui prévient ies réactions de contact avec le verre; le captopril (inhibiteur

de la kininase II) qui prévient la dégradation des radio-ligands par la ldninase II; la bacitracine,

un antibiotique qui prévient la contamination bactérienne du miiieu d’incubation et l’induction

du récepteur B1 par les toxines bactérienne; le dithiothréitol qui sert à casser les ponts

disulftires entre les protéines et qui empêche la formation de liaisons covalentes par la rupture

des interactions entre molécules et le maintien des chaînes polypeptidiques libres et

individualisées; l’albumine sérique de bovin (BSA) qui empêche les peptides d’adhérer au verre

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

PIPES+Cocktail Ï X X X X

En présence de

Aprotinine: 1tM (Nolly et aL, 1993) X X X

MERGEPTA: lOjiM (Nsa Aflogho et al., 1998) X X X

On notera que l’aprotinine est un inhibiteur de protéases à sérine. Il inhibe la kafficréine, la

chemotrvpsine, la plasmine et les activateurs du plasminogène. Il prévient la production des

kinines endogènes. Le MERGEPTA ou DL-2- mercaptomethvl-3-guanidino-

ethykinopropanoic acid (en langue anglaise) est un inhibiteur de la ldninase I. Il prévient la

transformation des itinines en desArg9-kinines (Majima et aL, 1992).

Tableau 2: Conditions expérimentales pour l’autoradiographie des récepteurs des kinines.

PIPES X X
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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 B1 et B2 est très intense dans toute la

matière grise; aussi bien pour la liaison totale que NS. Cette augmentation est plus importante

pour les récepteurs B2 en présence de MERGEPTA et d’aprotinine (condition C), alors que

pour les récepteurs B1, seuls les marquages NS restent élevés (figure 15).

De même, l’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 B1.

Pour le récepteur B2, il semble que les meilleures conditions soient B, D, E, F (PIPES +

Cocktail).

Donc l’ajout d’aprotinine ou de MERGEPTA a peu d’influence. Mais appliquées au récepteur

B1, toutes ces conditions sauf la condition B, montrent des limites. En effet ces conditions ont

tendance à sous estimer les densités des récepteurs B1 (voir figures 15 et 16).

D’où le choix de la condition expérimentale B (capable de procurer des résultats non biaisés

autant pour le B1 que pour le pour B2) 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 Tyr8BK (récepteur B2) aux radio

ligands[1251]HPP-Hoe 140 (récepteur B2) et [125IjHPP-desArg’°Hoe 140 (récepteur B1)

également mis au point par notre équipe.



170

Figure 15 : Distribution des récepteurs B1 et B2 dans diverses conditions expérimentales chez

le rat diabétique STZ, 7 jours post traitement.

Récepteurs B7 Récepteurs B1

r’
NS.

Seule la condition expérimentale B assure des résultats autoradiographiques optimaux

pour le marquage des deux récepteurs des Itinines dans la moelle épinière thoracique

Çf9-T12).
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Figure 16: Densité des liaisons spécifiques des récepteurs B et B2 dans diverses conditions

expérimentales chez le rat diabétique STZ.
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1.2.1.2. L’hybridation in sitti

L’hvbndation in situ sert à détecter l’expression tissulaire de 1’ARNrn (Oubtit et al., 1997). Les

avantages de l’hybridation in situ sont d’une part, de permettre la quantification des ARNm

révélés sur un film photographique et, d’autre part, grâce à 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 à ceux de l’autoradiographie. Elle est basée sur

l’hybridation spécifique d’une sonde (ribosonde de plusieurs centaines de nucléoddes ou

oligonuclétotide de synthèse de quelques dizaines de nucléotides) avec sa cible complémentaire

d’ARNm sut une coupe de tissu frais ou fixé.

La sonde d’hybridation est marquée avec un isotope radioactif (35S ou 32F en général). La

révélation de l’hybridation in situ se fait également par exposition des coupes sous un film ou

par trempage dans une émulsion radiosensible liquide (pour plus de détails, voir \Visden 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 à la figure 17) nous ont été gracieusement fournis par le Dr J. P

Schanstra, INSERI\i U 388, Toulouse, france (équipe du Dr Girolanil).

Ces plasmides ont été insérés dans un vecteur pBluescript SK (Stratagene). La taille du B1 avec

“polvlinker” incluant ses enzymes de restriction est de 450 paire de base (bp). Le vrai B1 a 326

bp. La ribosonde antisens a été produite par digestion de l’enzyme de restriction Hind III et

obtenue en utilisant la poh’mérase T7 RNA. Sa ribosonde sens est obtenue par digestion

enzymatique au site de restriction Not 1, en utilisant la T3 polymérase.
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Figure 17 : Plasmide du récepteur B1 chez le rat

2474BsaI

2. 0. Les récepteurs des ldnines en physiopathologie centrale

2.1. L’épilepsie temporale

Le phénomène de kindiing (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 à très faible

intensité (sub-luminale), si faible qu’il a été surpris d’observer qu’après 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 à la stimulation électrique. Ils pouvaient faire des convulsions à la

stimulation, même un mois plus tard. C’est ainsi qu’il fut découvert que l’excitation électrique
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locale et répétée des neurones corticaux pouvait induire une activité anormale qui persistait

après l’excitation (« kindling », embrasement). Plus tard, il fut montré que l’aptitude à générer

des décharges extrêmes peut s’étendre à des neurones aux alentours de la région originale, mais

aussi à distance, vers des neurones en connexions synaptiques avec le foyer initial. De telles

stimulations dépolarisent de manière prolongée les neurones et induisent des modifications

physiologiques durables qui les rendent plus facilement excitables par la suite (dépolatisation

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 manière

permanente la structure des tissus (alumine) (Cambier et Dairou, 1975).

Ainsi, divers procédés expérimentaux utilisés chez l’animal permettent de modifier de manière

durable le comportement des neurones sains en leur conférant un caractère épileptique.

De même, contrairement aux concepts plus anciens qui faisaient nécessairement intervenir les

structures enfouies tels que les noyaux gris centraux comme point de départ des crises, le

cortex serait nécessaire et suffisant pour générer une crise, même généralisée (par exemple, en

tirant profit des nombreux relais cortico-thalamiques pour propager la crise à l’ensemble du

cortex) (Bancaud, 1976; Bancaud et al., 1976; Loiseau et al., 1984; Cain et aI., 1992; Noebels

2003). Ceci dit, il est extrêmement difficile d’identifier le foyer ou la zone épileptogène (ZE)

(Bancaud, 1976).

En clinique, on peut admettre chez le même sujet, et lors de crises différentes, une topographie

variable de la ZE dans le temps. Pour illustrer ce propos, Bancaud (1976) afrme que «Lii

definition même d’une zone épiteptogène est dfficite à donner et ne saurait se confondre avec une perturbation

tésionnette qui en estpourtant kfacteur causa4 en tout cas déterminant, te médiateur essentiel étant sans doute

biochimique>.
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Ainsi, pour notre modèle expérimental, une électrode a été implantée dans l’amygdale afin de

disposer d’une ZE bien définie, offrant un meilleur traçage des foyers épileptiformes.

Evidemment, la cbirurgie et l’implantation de l’électrode peuvent constituer des éléments

favorisant l’apparition des cytokines pro-inflammatoires et donc inciter l’apparition des

récepteurs B1 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

l’équipe de Racine qui montre que chez l’animal, le phénomène d’embrasement expérimental

(kindling) produit un foyer artificiel, qui très vite permet la propagation de l’activité épileptique

vers des structures dites «secondaires» qui deviennent alors le siège, elles aussi, d’activités

épileptiques (Racine et al. 1975). Dans le SNC, 100% des récepteurs B2 sont situés sur les

neurones et non sur les vaisseaux sanguins ou les astrocytes (Chen et al., 2000). La chute des

récepteurs B2 dans certains noyaux du cerveau, comme c’est le cas chez le rat kindiing

interpelle quant aux conséquences fonctionnelles d’une telle situation, surtout dans les régions

de l’amygdale liées à la stimulation électrique. Cette diminution des récepteurs B2 ne peut être

associée à une quelconque dégénérescence neuronale dans la mesure où la diminution des

récepteurs B2 est le plus souvent associée à une augmentation des récepteurs B1, surtout dans

les régions concernées.

De plus, en dehors du modèle kaïnate, aucune donnée de la littérature n’associe le modèle

d’épilepsie par kindiing à une dégénérescence neuronale massive (fuunanen et Pitkanen, 2000;

Mclntyre et al., 2002). On pourrait penser à une situation de présence accrue de BK dans le

LCR qui causerait la diminution des récepteurs B2 par intemalisation. Un excès de BK peut

entraîner une augmentation de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique via h

stimulation des récepteurs B2 (Zausinger et al., 2002), ce qui augmenterait la pression
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intracrnienne (Schuiz 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 crânien ou à

la suite de l’ischémie cérébrale où l’on observe des taux élevés de BK extracellulaire (Kamiva et

al., 1993). Toutefois, cette piste ne peut être soutenue dans la mesure où une telle situation

favoriserait une dégénérescence neuronale que ne soutiennent pas les données antérieures de la

littérature (Tuunanen et Pitkanen, 2000; Mclntyre et al., 2002).

Ainsi, la baisse des récepteurs B, observée dans notre étude serait plutôt associée à une

autorégulation des récepteurs B1 et B, (Phagoo et al., 1999; Duka et al., 2001), un phénomène

déjà rapporté dans le modèle de l’oedème de la patte chez le rat (Campos et al., 1996, 2001).

Cela suggère que dans des conditions pathologiques, les récepteurs des Idnines sont capables

de changements plastiques, même si la hausse des récepteurs B1 ou la baisse des récepteurs B,

ne semble pas requérir leur présence réciproque dans l’aire concernée pour se produire. Cette

plasticité devient donc un élément important dans la distribution et la régcilation des récepteurs

centraux des kimnes. Elle serait de nature à favoriser les récepteurs d’mtérêt durant la situation

qui prévaut. Ce qui justifierait pourquoi dans les conditions physiologiques normales, les

récepteurs B1 sont très peu exprimés au détriment des récepteurs B,. Dans le modèle du rat

ldndhng, de nombreuses données montrent l’altération de plusieurs systèmes effecteurs

(Albensi 2001; Allan et Rothwell 2002; Yaari et Bcck, 2002) et la présence des cvtokmes pro

inflammatoires telles l’IL-1, l’IL-1cç le TNF-Œ Uankoxvs1y et Patterson, 2001; Albensi, 2001;

Shandra et al., 2002), connues pour leur capacité à induire le récepteur B1 via le facteur de

transcription NF-xB Marceau et al., 1998). Ces cytolines ont été associées à la pathogenèse

des convulsions dans le modèle de l’épilepsie temporale chez le rat A1bensi, 2001; Allan et

Rothwell, 2002; Yaar; et Beck, 2002; Shandra et ai, 2002), lesquelles sont prévenues par

l’administration du ‘naturally occuring IL-1 receptor antagonist” ou antagoniste naturel au

récepteur de l’interleukme-l (IL_1 RA) Vezzani et al., 2000).
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Contrairement aux changements observés dans certains noyaux du cerveau des animaux

kindiing (surtout les noyaux associés à l’amygdale), aucun changement n’est observé dans la

moelle épinière ni dans le cervelet. Cette observation suggère des changements localisés dus à

une production localisée des cytokines et ne supporte pas l’idée d’une situation inflammatoire

invasive et généralisée du système nerveux central avec une invasion des neutrophiles, lesquels

expriment les récepteurs B1 (Vianna et ai,. 2003).

De plus, une telle situation inflammatoire ne saurait expliquer la baisse des récepteurs B2,

suggérant que les phénomènes observés dans notre étude se produisent au niveau neuronal.

Cette hypothèse supporte l’augmentation de la relâche tissulaire in vitro (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 endoffiéhales), en présence de l’agoniste B1, Lys-desArg9BK,

dans le cortex ou l’hippocampe chez le rat kindiing. Ces derniers résultats suggèrent une

localisation pré-synaptique des récepteurs B1 sur des neurones glutamatergiques (figure 18),

renforçant ainsi l’idée associant l’épilepsie à la rupture de la balance entre le système 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 modèle d’épilepsie temporale à la piocarpine chez le rat Wistar (Argafiaraz et al.,

2004), ouvrent un nouveau champ thérapeutique possible pour les antagonistes B1 (Rodi et al.,

2004), en plus d’offrir à la recherche un excellent modèle expérimental pour étudier les

récepteurs B1 dans le SNC.
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Figure 18: Schéma hypothétique de la présence présynaptique des récepteurs B1 sur les

neurones glutamatergiques dans le modèle ldndling.
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2.1.1. Perspectives

La présence des récepteurs B1 sur les terminaisons glutamatergiques suppose une modulation

de ce système par les ldnines et offre une excellente cible thérapeutique. Ainsi, pour évaluer

cette hypothèse, il serait opportun de conduire un certain nombre d’études.

1- Procéder à des expériences en double marquage Qmmuno fluorescence ou irnmuno-argent

des récepteurs B1 et B2 et des neurones glutamatergiques, afm de vérifier cette situation

présynaptique hypothétique des récepteurs des kinines.

2- Reproduire le modèle kindiing chez les souris génétiquement invalidées pour les gènes des

récepteurs B1 ou B, et déterminer si l’absence de l’un ou l’autre des deux récepteurs est capable

de prévenir les convulsions. Puis procéder également à l’étude en autoradiographie pour

confirmer les changements au niveau des sites de liaison.
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3- Procéder à des traitements pharmacologiques en prévention ou en curatif avec des

antagonistes B1 et/ou 132 non pepfldiques pour tester la capacité de ces drogues à prévenir

l’épilepsie.

4- Etudier par autoradiographie quantitative les récepteurs B1 et B2 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 B1 et B2 des kinines dans le système

nerveux central des rats épileptiques dans le modèle kaate pour fin de comparaison.

2.2.0. L’hypertension artérielle

a- Le rat SHR comme modèle d’étude de t’hjpertension essentielle chez l’homme

C’est à 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 à une femelle ayant une pression sanguine élevée, puis des croisements consanguins

entre frères et soeurs permirent la sélection d’un élevage de rats spontanément hypertendus ou

SHR (Okamoto, 1969).

L’hypertension dite spontanée chez ces animaux comporte trois phases après la naissance: (i)

3-4 semaines (stade de pré-hypertension), (il) 7-8 semaines (début de l’hypertension), et (iii) 12-

13 semaines (hypertension établie).

En dépit des critiques soulevées à l’égard de l’hétérogénéité retrouvée dans les colonies SHR

(Samani et al., 1989; Kurtz et al., 1989; Nabika et al., 1991), de l’utilisation inadéquate du rat

WKY comme témoin (Rapp, 1987) ou encore de la remise en question du rat SHR comme

modèle animal pour l’hypertension essentielle chez l’humain QvIcGiff et Quilley, 1981), ce

modèle demeure valable (Zicha et Kunes, 1999) et met en cause à la fois des facteurs

génétiques et environnementaux qui sont semblables à 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 modèle.

b- Hjpersensibitité à la BK centrale chez te rat SHR

L’injection de la BK dans les ventricules latéraux (Bimag et al., 1981; Lindsey et al., 1988), le

quatrième ventricule (Lindsey et al., 1988; Martins et al., 1991), la médulla ventrolatérale

rostrale (Privitera et al., 1994) ou la moelle épinière 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 kininogène et une activité élevée de la kafficréine ont été observés dans le

LCR des rats SHR âgés, chez qui le contenu en kinines et l’activité de la kininase II sont

augmentés dans plusieurs régions du cerveau (IVlendelsohn et al., 1980; Israel et Saavedra, 1987;

Khan et al., 1995), particulièrement celles impliquées dans le contrôle cardiovasculaire. Cette

situation biochimique suggère l’hypothèse d’un turnover élevé des éléments du système

kafficréine-kinines favorisant une dégradation accrue de la BK en métabolites inactifs et la

possibilité d’une quantité résiduelle qui, rapidement convertie en desArg9BK, agirait sur le

récepteur B1 pour produire l’hypersensibilité observée. Pour que cette hypothèse ait du sens, il

faut d’une part que le récepteur B1 soit surexptimé dans le système nerveux central (vu que ce

récepteur est normalement absent ou faiblement exprimé) et d’autre part, que la kininase I soit

exprimée ou surexpdmée dans le système nerveux central du rat SHR, vu que l’on ne trouve

pas de kininase I dans le LCR du rat normal (Pesquero et al., 1992; Décatie et al., 1996).

Or, les données pharmacologiques sur le récepteur B1 dans le cerveau des fats SHR sont

controversées et ne supportent pas l’hypersensibilité centrale via la desArg9BK. Certaines

études rapportent respectivement des effets presseurs et anti-hypertenseurs à l’injection i.c.v.

d’agonistes et d’antagonistes sélectifs pour le récepteur B1 (Alvarez et al., 1992; Emanueli et al.,
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1999). Dans le même ordre d’idées il a été rapporté que l’injection i.c.v. d’oligonucléotides anti-

sens dirigés contre l’ARNm codant pour le récepteur B1 produit une profonde réduction de la

pression sanguine pour plus de 48 heures chez le SHR (Emanueli et al., 1999).

A l’opposé de ces résultats, d’autres études ont plutôt montré que les agonistes et les

antagonistes B1 sont inactifs lorsque injectés centralement (i.t. et i.c.v.) chez le rat SHR

(Martins et al., 1991; Cloutier et al., 2002; 2004).

Aussi, même si des taux élevés d’ARNm des récepteurs B1 ont été observés dans la phase

établie de l’hypertension artérielle chez le rat SHR (Qadri et al., 2002, 2003), nos études ne

soutiennent pas une surexpression des récepteurs B1 dans la moelle épinière et le cerveau de

ces rats. En effet, les sites de liaison pour les récepteurs B1 ne sont observés que chez les

jeunes rats SHR, avant l’apparition de l’hypertension artérielle, puis ils diminuent et deviennent

faiblement exprimés tant dans les centres cardiovasculaires centraux (Cloutier et al., 2004) que

dans la moelle épinière (Cloutier et al., 2002). Cette distribution réceptorielle qui est influencée

par l’âge de l’animal, est en accord avec l’absence d’effets observées après l’administration

centrale d’agonistes et d’antagonistes B1 chez le rat SHR (Martins et al., 1991; Cloutier et al.,

2002; 2004). De plus, notons que l’hypersensibilité à la BK centrale chez le rat SHR est

observée aussi bien chez les jeunes rats (phase de pré-hypertension) où le récepteur B1 est

observé que chez les rats en phase d’hypertension établie (Cloutier et al., 2004).

Or une telle situation suggère la présence maintenue de récepteurs actifs, capables de produire

cette hypersensibilité peu importe l’âge des rats SHR; ce qui n’est pas le cas pour le récepteur

B1. En revanche, des taux élevés d’ARNm du récepteur B2 ont été mesurés dans

l’hypothalamus (un site important dans l’homéostasie cardiovasculaire) chez le rat SHR dans

toutes les phases de l’hypertension artérielle (Qadri et al., 2002; 2003).

De plus, l’hypersensibilité à la BK i.c.v. et Lt. notée chez le rat âgé SHR (Qadri et al., 1999;

Cloufler et al., 2002; 2004), bloquée par des antagonistes du récepteur B2, est corrélée avec une
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augmentation des sites de liaison des récepteurs B2 dans la moelle épinière (Cloutier et ai,

2002) et dans les centres cardiovasculaires médullaires (Cloutier et al., 2004) du rat SHR. Une

surexpression des sites de liaison B2 a été également montrée dans les noyaux médullaires

impliqués dans le contrôle cardiovasculaire chez des donneurs hypertendus (Buck et al., 2002).

Ainsi, l’hypersensibilité centrale à la BK chez le rat SHR semble dériver de la surexpression des

récepteurs B2 dans les centres cardiovasculaires centraux. Cette surexpression des récepteurs B2

pourrait résulter d’une carence de la BK endogène du fait de l’activité élevée de la kininase II

chez le SHR (Mendelshon et al., 1980). Cette surexpression des récepteurs B2 serait de ce fait

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

BK endogène.

c- & n’cepteurs centraux des kinines dans Ï’hjpe#ension artérielle

Etant donné la non participation des récepteurs B1 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

part, le fait que le blocage des récepteurs B2 à l’aide de traitements aigus et chroniques avec des

antagonistes B2 injectés centralement ne parvienne pas à altérer la pression sanguine

systémique chez le rat SHR, il est suggéré que les kinines endogènes ne sont pas impliquées

dans la maintien de l’hypertension artérielle (Madeddu et al., 1994; Lindsey et al., 1988; Martins

et al., 1991).

De plus, nos résultats montrent que les niveaux élevés des récepteurs B2 subsistent et

augmentent en dépit des traitements antihypertenseurs; lesquels corrigent parfaitement la

pression artérielle ou entraîne une hypotension (cas du lisinopril) chez le rat SHR. Ces données

suggèrent que l’hypersensibilité de la BK et l’augmentation des récepteurs B2 chez les rats SHR

sont des phénomènes qui ne sont pas secondaires à l’hypertension et qui pourraient refléter un

trait génétique.
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d-Effit des IEC sur les récepteurs des kinines centrales

Il est plausible que les IEC et le losartan passent la barrière hémato-encéphalique et modulent

l’expression des récepteurs centraux des kinines. Le traitement chronique avec les IEC cause

notamment la surexpression des récepteurs B2 dans la moelle épinière du rat SHR, alors qu’en

périphérie ces drogues sont connues pour entraîner la surexpression des récepteurs B1

vasculaires et rénaux chez le rat SHR, WKY ainsi que chez la souris KOB2 (Marin Castaflo et

al., 2002; Duguay et al., 2004). Le taux d’ARNm des récepteurs n’est toutefois pas affecté

par les IEC dans les vaisseaux et les reins du rat normal (Marin Castaflo et al., 2002). Bien

qu’en périphérie, le récepteur B1 participe aux effets hypotenseurs des IEC chez le rat (Marin

Castaflo et al., 2002; Bascands et al., 2003) et l’homme (Ignjatovic et al., 2002), cette possibilité

au niveau central est peu probable.

Ainsi, la régulation centrale des récepteurs des ldnines par les IEC semble différente par

rapport à leur régulation en périphérie. La surexpression des récepteurs B1 par les IEC dans la

moelle épinière du jeune rat SHR telle que nous l’avons observée est un phénomène

intéressant qui s’inscrit dans un contentieux.

En effet, la surexpression des récepteurs B1 observée dans les vaisseaux de lapin après un

traitement aigu de 18 heures aux IEC (Nwator et Whalley, 1989) n’a pas été confirmée après 48

heures de traitement (Marceau et al., 1999). Nos résultats montrent qu’un traitement chronique

de 4 semaines induit le récepteur B1 dans la moelle épinière alors que les traitements plus

courts ou de plus longue durée ne montrent aucun effet en accord avec les résultats sur l’aorte

du rat SHR (Dugay et al., 2004). Ainsi, l’induction des récepteurs B1 par les IEC est un

processus controversé qui pourrait dépendre de l’espèce et de la durée du traitement.

e- Mécanisme d’action des IEC sur les récepteurs des kinines
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Même si l’on sait que les IEC augmentent le nombre de récepteurs B1 en périphérie, le

mécanisme de ce phénomène reste inconnu et les avis à ce sujet sont partagés Q\4inshall 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 B1 par les IEC

(lgnjatovic et aL, 2002), d’autres ne parviennent pas à ces résultats (Fortin et al., 2003). En ce

qui concerne le récepteur B2, 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 1’EC et le récepteur B2 (Marcic et al., 1999). En effet, même si les IEC n’agissent

pas directement sur les récepteurs B2 (Erdos et Marcic, 2001), ils peuvent interférer avec les

mécanismes de séquestration et d’intemalisation des récepteurs B2 dans les cellules CR0

(cellules d’ovaire de hamster Chinois) et dans des tissus isolés (Minshall et al., 1997; Tom et ai,

2003).Aussi l’induction de cross-talk ou la formation d’hétéro-dimères stables entre les

récepteurs B2 et AT1 pourrait altérer le potentiel d’internalisation du récepteur B2 (Abdalla et

al., 2000) ou sa re-sensibilisation à son agoniste cfschope et al., 1997).

Par contre, d’autres études entreprises avec des analogues de la BK, résistants à 1’EC, n’ont pas

permis de confirmer la potentialisation de la BK et/ou la re-sensibifisadon des récepteurs B2

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

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

f Plasticité des récepteurs centraux des kinines chez k rat SHR

Le jeune rat SHR (8 semaines) montre une forte expression du récepteur B1 qui diminue avec

l’âge alors que la densité du récepteur B2 augmente avec l’âge, montrant l’influence de l’âge sur

la densité des récepteurs B1 et B, de manière opposée.

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

des récepteurs des kinines, suggérant l’existence d’une plasticité des récepteurs B1 et B2 des
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kinines en fonction de l’âge, de la durée des traitements aux antihypertenseurs et/ou de l’état

pathologique comme nous l’avons précédemment évoqué dans le cas du rat kindiing.

Afin d’élargir la question de la plasticité centrale des récepteurs B1 et B2, nous avons

récemment conduit une étude en autoradiographie dans un modèle induit d’hypertension

artérielle produit par une infusion à l’angiotensine II (200ng/kg/j) à 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 l’acide alpha lipoïque (1000 mg/kg de nourriture), un

puissant anti-oxydant. Les résultats de cette étude (voir figure 19) montrent que l’infusion

chronique d’angiotensine II chez les rats non traités à l’acide alpha lipoïque augmente

significativement la pression systolique (Petcu et aL, 2004a) et l’expression des récepteurs B1

dans la moelle épinière, alors qu’aucun effet sur le récepteur B2 n’est noté. Par contre, l’acide

alpha lipoïque parvient à normaliser la pression systolique (Petcu et al., 2004a) et prévient

l’augmentation du récepteur B1 dans la moelle épinière tout en augmentant l’expression du

récepteur B2 (figure 19). Ces données suggèrent que l’augmentation du récepteur B1 dans la

moelle épinière des rats traités à l’angiotensine II est secondaire au stress oxydatif et/Ou à

l’hypertension artérielle. Les résultats montrent également une relation opposée entre

l’expression des récepteurs B1 et B2 après le traitement à l’acide Œ-lipoïque, suggérant que

l’hypertension artérielle et/ou le stress oxydatif ont une influence opposée sur ces deux

récepteurs. Ainsi, l’expression des récepteurs des kinines dans la moelle épinière semble être

modulée à la fois par des facteurs génétiques comme dans le cas du SHR, par l’hypertension

artérielle et le stress oxydatif.

Sur la base des résultats obtenus chez le rat SHR, il serait tentant d’avancer l’hypothèse selon

laquelle le stress oxydatif plutôt que l’hypertension artérielle est responsable de l’augmentation

du récepteur B1 et d’inhibition du récepteur B2 dans le modèle à l’angiotensine.
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2.2.1. Perspectives

1- Même si l’hypersensibilité centrale à la BK ne semble pas être liée à l’hypertension, le fait

qu’elle soit liée à la surexpression des récepteurs B, qui augmentent davantage au cours des

traitements antihypertenseurs soulève la question des conséquences de cette augmentation.

Aussi, il serait intéressant de savoir si l’augmentation des récepteurs B, par les IEC augmente

également la sensibilité des rats SHR à l’injection centrale de la BK.

2- L’augmentation des récepteurs B1 dans la moelle ép•èfe des rats SHR et WKY de 8

semaines d’âge est un phénomène intriguant qui soulève plusieurs questions sur le rôle de ces

récepteurs en phase pré-hypertensive. Aussi, conduire des études en autoradiographie chez des
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animaux SHR et WKY de l’embryon à l’âge adulte permettrait de comprendre si ces récepteurs

sont liés ou non à la paffiogenèse depuis le bas âge ou s’ils apparaissent seulement dans une

fenêtre de temps limitée, avant l’installation de la pathologie. Le stress oxydatif pourrait

également être mesuré et l’utilisation d’un agent anti-oxydant (acide Œ-lipoïque) chez ces rats

permettrait de mieux comprendre la contribution du stress oxydatif.

3- Même si la surexpression des récepteurs B2 dans la moelle épinière du rat SHR n’est pas

secondaire à l’hypertension, aucune donnée ne montre si en contrepartie, cette surexpression

ne participe pas à l’induction de l’hypertension chez le rat SHR. Cette question peut être

adressée par un traitement chronique des rats SHR de 4 semaines à 16 semaines d’âge avec des

antagonistes B1 et/ou B2 non peptidiques pour mesurer l’impact de ces traitements sur la

pression artérielle. Cette étude pourrait être étendue à d’autres modèles d’hypertension

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

2.3.0. Le diabète de type 1

Le diabète meffitus insulino-dépendant (type f) est une maladie inflammatoire auto-immune

caractérisée par la destruction spécifique des cellules 13 des flots de langerhans productrices

d’insuline. Elle est associée à une hyperglycémie chronique et à la surproduction des cytokines

tels IL-1 f3 et TNF- (Hussain et al., 1996; Rabinovitch, 199$; Rabinovitch et Suarez-Pinzon,

1998). Ces cytokines causent l’induction des récepteurs B1 via le facteur NF-kB (Marceau et al.,

1998; Shanstra et al., 1998).

a- Lû destruction des cellules fi de langerhans et modèle à 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 première
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sous population, appelée ThI, est capable de produire les interleukines IL-2, IL-3, l’interféron

Gama (IFN) et lvmphotoxine, en pius d’être 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 pathogènes 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 ii la production d’anticorps par les cellules B, dans les

réactions d’hypersensibilité immédiate par les IgE, et de manière générale dans les réactions de

défense contre les pathogènes extracellulaires. La réponse immune pathogénique est ainsi

régulée par le sous rpe des cellules cytotoxiques ThI alors que la réponse protectrice est

régulée par le sous type Th2 (Bach, 1994). Thi et Th2 sont caractérisés par leurs produits de

sécrétion en cytokines (Singh et Rabinovitch, 1993). Tel que mentionné, les cytolines Thi

activent la réponse immune cellulaire alors que les Th2 sont plus efficaces dans l’activation des

réponses immunes hormonales. Les réponses Thi et Th2 sont autocontrôlées, chacune

inhibant l’autre Qvlosmann et Coffman, 1989; Powrie et Coffman, 1993). C’est la rupture de cet

équ••bre qui serait responsable de la destruction de la cellule f3.

En effet, certaines protéines de la cellule f3 agissent comme des auto-antigènes Af3) qui vont

sensibiliser des cellules présentatrices d’antigènes comme les macrophages, et les cellules

dendridques (CPA). Subséquemment se forme un complexe entre ces cellules et le complexe

d’lirstocompatibffité de classe II (CMH II). De cc complexe, va naître plusieurs signaux dont

l’IL-12, qui va se charger d’activer les cellules T CD4+, en prédominance les cellules de

l’immunité cellulaire. C’est-à-dire les Thi. Les Thi, activés par l’antigène, produisent les

cvtokines IL-2, et INF’y qui vont inhiber la production des intcrleuldnes IL-4 et IL-10 par les

Th2, en plus d’activer les macrophages et les cellules cytotoxiques T CDB+. Ces cellules vont

leur tour se charger de détruire les cellules f3 de Langerbans par un ou deux types de

mécanismes incluant: Q des interactions directes antigènes_cellules T spécifiques ; (h) des
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interaction non spécifiques des médiateurs inflammatoires comme les radicaux libres/oxvdants

(O2 et H,O,, NO*) et les cvtoldnes IL- I, INF’’, TNFŒ, TNF (Reimers, 1998 ; Rabinovitch

et Suarez-Pinzon, 1998; Ho et Bray, 1999). Parmi toutes, NF’’ semble être le plus redoutable

(Herold et al., 1996). L’augmentation dc la concentration locale de l’IL-l est potentialisée par

TNFŒ et l’INF’ (Rabinovitche et Suarez-Pinzon, 1998).

b- L ‘Ijpeig/yeémie et le re’ceptenr B1 dans la moelle épinière

Cela étant, l’hypothèse de la production des cytoltines durant le déclenchement de la maladie

induite par l’action inflammatoire de la STZ sur les cellules f3 des flots de langerhans (Lukic et

al., 1998) et l’activation de NF-kB par l’hyperglycémie et le stress oxydatif Yerneni et al., 1999)

représentent les facteurs putatifs connus pour induire le récepteur B1 (Marceau et al., 1998).

Le rat et la souris traités à la streptozotocme (STZ, un antibiotique c1ui détruit spécifiquement

les flots de langerhans), constituent d’excellents modèles qui iTument le diabète de type 1 chez

l’humain. De nombreuses études ont signalé la surexpression des récepteurs B1 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) à la suite de l’administration intrathécale de

l’agonïste B1, desArg9BK, chez le rat STZ (et non chez le rat témoin) ont suggéré l’induction et

la surexpression des récepteurs B1 dans la moelle épinière du rat STZ. Ces effets

cardiovasculanes seraient tributaires de l’activation du système sympathique par un mécanisme

qui implique les prostaglandines (Cloutier et Couture 2000), alors que les effets nociceptifs

seraient associés à la relâche de la substance P par les fibres sensorielles (Couture et al., 2001).

Nos résultats en autoradiographie et en hybridation in situ confirment l’existence et la
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surexpression des récepteurs B1 dans la moelle épinière du rat diabétique-STZ, en accord avec

les études fonctionnelles.

Cependant, on remarque que les récepteurs B1 restent surexprimés chez le rat STZ au cours des

trois premières semaines de la maladie alors que son ARNm tend à diminuer 21 jours après

l’administration de la STZ. Ceci suggère un recyclage rapide des récepteurs B1 qui semble être

influencé par la durée de la pathologie. Toutefois, étant donné qu’en périphérie l’administration

des antagonistes B1 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 l’administration centrale des antagonistes B1 inbibe l’hyperalgésie chez le rat STZ (Couture

et al., 2001), on peut suggérer un rôle préjudiciable pour les récepteurs B1 chez le rat STZ.

Cette hypothèse suggère donc que la présence du récepteur B1 dans la moelle épinière du rat

diabétique offre une cible thérapeutique prometteuse pour les complications diabétiques, vu

que son activation entraîne des effets cardiovasculaires et nociceptifs (Clouder et Couture

2000; Couture et al., 2001). La présence et la surexpression de ces récepteurs au niveau de la

moelle épinière et des tissus périphériques valide le modèle du rat traité à la STZ pour l’étude

des récepteurs B1 tant en périphérie qu’en central.

Ceci étant, il devient important de comprendre le ou les facteurs déclencheurs de ces

récepteurs au niveau central où ils peuvent être impliqués dans des complications diabétiques,

notamment les neuropathies (Petcu et al., 2004b).

Le premier suspect, reste bien entendu l’hyperglycémie que nous avons investiguée dans une

étude récente en autoradiographie sur la moelle épinière des rats Sprague Dawley ayant reçu un

traitement de quatre semaines avec du glucose (10% dans l’eau à boire) en présence ou pas

d’acide alpha lipoïque (1000 mg/kg de nourriture) 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 à l’insuline et font office de modèle de diabète de type 2. Des rats
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Sprague Dawley avec une diète normale (I) et traités ou non à l’acide alpha lipoïque ÇfL) ont

servi de témoins. Les résultats de cette étude montrent qu’après 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 l’index de résistance à l’insuline et aussi

de la densité du récepteur B1 dans la corne dorsale de la moelle épinière. Tous ces effets sont

prévenus ou atténués par le traitement à l’acide alpha lipoïque (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

interaction entre l’insuline et le récepteur B2. Par contre, l’augmentation du récepteur B2 dans le

groupe glucose reste inaffectée par l’acide alpha lipoïque (GL) suggérant également que

l’augmentation du récepteur B2 n’est pas reliée à un processus oxydatif
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Ces résultats (voir figure 20) montrent clairement que la surexpression du récepteur B1 dans les

deux modèles de résistance i l’insuline (glucose, glucose et insuline) comme dans le diabète de

o
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Figure 20: Distribudon des récepteurs des kinines dans deux modèles de résistance à l’insuline

chez le rat
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type I est secondaire à l’hyperglycémie et non à une déficience en insuline, suggérant ainsi un

lien entre l’induction du récepteur B1 et l’hyperglycémie. Les résultats avec l’acide alpha

lipoïque suggèrent que le stress oxydatif et la production de l’anion super oxyde, que l’on sait

relier à la résistance à l’insuline, sont également associés à l’induction centrale du récepteur B1.

On peut donc exclure l’implication directe de la STZ sur la moelle épinière dans l’induction du

récepteur B1, 3 semaines après l’injection de la STZ sur la base de deux arguments: (1) la STZ

est sélectivement toxique pour les cellules f3 pancréatiques où il cause l’inflammation associée

aux cytokines (Tomlinson et al., 1992; Lukic et al., 1998) (2) la STZ est sujette à une

dégradation métabolique rapide dans le foie. Sa demi-vie sénque est de 15 min alors que sa

clairance rénale est de 70% à l’intérieur des 6 premières heures (Like & Rossini, 1976;

Karunanayake et al., 1976).

De plus, il a été montré que l’administration 1CV de la STZ chez le rat, ne produit pas

l’hyperglycémie, mais entraîne 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 B1 dans la moelle épinière du rat diabétique-STZ pourrait servir

d’indicateur suggérant que le SNC est aussi bien exposé aux hyperglycémies que les organes

pétiphénques. D’où l’importance d’approfondir les connaissances sur cette apparition du

récepteur B1 dans la moelle épinière du rat diabénque-STZ.

1- Mesurer le stress oxydatif dans la moelle épinière des rats diabétiques-STZ ainsi que dans les

deux modèles de résistance à l’insuline avant et après l’induction du diabète, en présence ou

non d’antioxydant en traitement préventif.
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2- Traiter les rats diabétiques de types I et 2 avec des antagonistes non peptidiques B1 et/ou B2

et évaluer l’impact de ces traitements sur la glycémie, l’insulinémie et sur la densité des

récepteurs B1 et B2 des kinines dans la moelle épinière et le cerveau.

3- L’activation d’un récepteur couplé à la protéine G par son ligand entraîne la transduction

d’un message à l’intérieur de la cellule par un mécanisme faisant intervenir les protéines-G

hétérotrimériques (GŒ, Gfr) liant, suivant leur état d’activation, les nucléotides guanyliques

GDP ou GTP (pour revues, Bockaert et Pin, 199$; Sarret, 2000). Ainsi, la liaison d’un ligand à

son récepteur entraîne, par le jeu de modifications de conformation, la catalyse de l’échange de

la molécule de GDP (état inactif) en GTP (état actif) au niveau du site nucléotidique de la sous

unité Gc. La liaison du GTP au site actif de la sous unité GŒ induit la dissociation de GŒ et de

Gfr’. L’hydrolyse du GTP en GDP au niveau du site actif de la sous unité GŒ par une GTPase

intrinsèque stimulée par des protéines RGS (Regulator of G-protein Signaling) permet le

découplage de la sous unité Go des effecteurs. L’hétéro trimère Goc-Gfry se forme à nouveau et

permet le retour à l’état inactif initial. Ceci étant, l’état de couplage peut être mesuré en

autoradiographie en utilisant du GTP marqué au soufre 34 (GTPyS).

En effet, en présence de son agoniste, la sous-unité GŒ activée va se détacher de la sous-unité

Gfr et lier le GTP marqué. Vu que ce dernier est couplé à une sous unité ‘, la liaison à la sous-

unité active GŒ va maintenir un état de couplage virtuel, montrant le nombre de sites qui

s’activent en présence de l’agoniste. Ainsi, la localisation cellulaire des récepteurs B1 et B2 par

immunobistocbimie dans la moelle épinière et le cerveau du rat STZ de 7, 14 et 21 jours post

traitement couplé à l’autoradiographie du GW’S permettrait d’évaluer le couplage des

récepteurs B1 et B2 dans les conditions pathologiques et d’identifier la localisation cellulaire de

ces récepteurs.

4- Évaluer les paramètres cardiovasculaires par injection intrathécale de la BK ou de la

desArg9BK dans les modèles de rats diabétiques de type 2.
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3.0. Conclusions

Les travaux de cette thèse 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 l’autoradiographie des

récepteurs B1 ([1251jHPP-desArg1° Hoe 140), consolidé les bases méthodologiques en

autoradiographie quantitative pour le récepteur B2 et mis au point les bases méthodologiques

pour étudier l’ARNm du récepteur B1 en hybridation in situ.

Bien que plusieurs questions demandent à être 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 quête d’informations additionnelles sur ces récepteurs. Entre autres, nos travaux

ont fourni la première cartographie des récepteurs B1 et B2 dans le cerveau du rat. Ce qui

constitue un atout majeur dans la mesure où cet animal est très souvent sollicité dans le milieu

de la recherche. Une cartographie complète des récepteurs B1 et B2 dans le cerveau de souris

(non encore publié) constitue un complément dans ce même ordre d’idées. De plus, nous

avons montré la grande plasticité des récepteurs des kinines en fonction de l’âge, des

traitements antihypertenseurs ou de la situation physiopathologique. Ces changements seraient

de nature à favoriser l’expression des récepteurs d’intérêt en fonction de la situation qui

prévaut. Ainsi, l’on peut comprendre la prédominance centrale des récepteurs B2 dans les

conditions physiologiques normales et des récepteurs B1 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 l’augmentation des

récepteurs B1 et la diminution marquée des récepteurs B2 (cas de l’épilepsie temporale).
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Ainsi, la distribution étendue des récepteurs B1 et B2 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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