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RESUME

L’hémopressine (HP), un nonapeptide bioactif dérivé de la chaine alpha de
I’hémoglobine, a été mise en évidence par le groupe de Rioli ef al. (2003). Lorsque
administré par voie intraveineuse chez le rat anesthésié, ce peptide produit un effet
hypotenseur semblable a celui de la bradykinine (BK). Il a également été démontré que
I’hémopressine était métabolisée in vitro et in vivo par plusieurs peptidases dont I’enzyme
de conversion de I’angiotensine (ECA). Dans I’étude qui suit, nous avons approfondi les
données recueillies par Rioli ef al. en étudiant notamment 1) la cinétique de dégradation
de HP et BK par ’ECA purifiée de poumon de lapin et ii) les effets hémodynamiques de
HP et BK suite a leur administration intraveineuse (i.v.) et intra-artérielle (i.a.) chez les
modéles animaux du lapin, du rat et de la souris. Nos résultats démontrent que ’HP et la
BK sont hydrolysées par ’ECA in vitro et que leurs vitesses de dégradation sont
différentes. La BK (0,1 nmole/kg) et 'HP (10-100 nmoles/kg), engendrent une
hypotension transitoire dans tous les modéles animaux étudiés. Cependant, sur une base
équimolaire, les réponses a ’HP étaient beaucoup plus faibles (10-200 fois) que celles
produites par la BK. De plus, les effets hypotenseurs de I’HP administrée par voie i.v.
ou i.a. étaient équivalents, quelle que soit la dose utilisée. Parallélement, chez le lapin, la
réponse a I’HP n’était pas potentialisée par le captopril (100 pg/kg). Cela suggeére que,
contrairement & la BK, I’HP n’est pas susceptible a I’inactivation cardiaque/pulmonaire.
Le prétraitement des lapins avec le HOE 140, un antagoniste spécifique du récepteur B,
des kinines, n’est pas parvenu pas a inhiber I’activité biologique de I’HP. Seule
I’injection i.v. de lipopolysaccharide (LPS) bactérien, un agent connu pour entrainer une
réponse inflammatoire systémique chez I’héte (cing heures avant la chirurgie) s’est avéré
efficace pour potentialiser ’effet hypotenseur de ’HP. L’hémopressine agirait donc
comme un faible agent hypotenseur dont la réponse ne passe pas par I’activation du
récepteur B, des kinines, mais plut6t par un récepteur dont son expression et/ou celle des
composantes de sa voie de signalisation sont augmentées par le LPS.



INTRODUCTION

1. L’HEMOPRESSINE

1.1. Découverte

Au cours d’une étude visant a identifier les substrats potentiels de I’endopeptidase
24.15 (thimet oligopeptidase ; EC 3.4.24.15) et 24.16 (neurolysine ; EC 3.4.24.16),
RIOLI et al. (2003) remarquerent qu’un des peptides isolés produisait une hypotension
chez le rat lorsqu’il était administré par voie intraveineuse. Ce dernier faisait partie d’un
groupe de peptides isolés a partir d’homogénats de cerveau ou de rate de rat a ’aide
d’endopeptidases 24.15 ou 24.16 catalytiquement inactivées par mutation dirigée. La
comparaison de la structure primaire de ce peptide, qu’on baptisa hémopressine (HP), aux
séquences protéiques contenues dans une banque de données (http://us.expasy.org/tools/
blast/) permis de déterminer qu’il correspondait aux acides aminés 95 a 103 de la chaine
alpha de I’hémoglobine (RIOLI e al., 2003). A I’aide de la méme banque de données,
nous avons comparé les structures primaires des formes humaine, de lapin, de rat et de
souris de cette méme chaine. Nous avons observé qu’il pouvait y avoir deux isoformes
de ’HP. La premiére correspond a celle que I’on retrouve chez le rat, tandis que la
deuxiéme correspond a une isoforme présente a la fois chez I’humain, le lapin et la
souris. Elles différent entres elles par un seul résidu a la position 6 : I’hémopressine de
rat (rHP) posséde une phénylalanine alors que I’hémopressine des autres especes

animales (#/sHP) posséde une leucine (fig. 1).
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1.2. Mécanisme putatif de la biosynthése de I’hémopressine

Le mécanisme de formation de ’HP reste nébuleux. Les génes des globines peuvent
étre exprimés dans d’autres types cellulaires que les globules rouges, a savoir les
neurones (OHYAGI et al., 1994). Cela pourrait potentiellement permettre la formation in
situ de ’HP dans d’autres cellules que les érythrocytes. Cependant, la quantité
phénoménale d’hémoglobine présente dans le globule rouge en fait le type cellulaire le
plus plausible quant a la source de ce peptide. RIOLI ef al. (2003) ont suggéré que sa
formation relevait de I’activité du protéasome. Ce complexe multicatalytique de
protéinases, générant des peptides de 3 a 22 acides aminés (KISSELEYV et al., 1999), est
responsable de la majeure partie de I’activité protéolytique extralysosomiale a I’intérieur
de la cellule (ORLOWSKI & WILK, 2000). MATTHEWS et al. (1989) ont montré que
le protéasome contenu dans les érythrocytes est impliqué dans la dégradation de
I’hémoglobine endommaggée par les espéces réactives de I’oxygéne. La présence de ’HP
dans la circulation sanguine pourrait étre également reliée au phénoméne d’hémolyse. En
effet, I’hémoglobine se retrouvant libre dans le sang lors de la destruction des globules
rouges serait a la merci des protéases et des peptidases plasmatiques, ces derniéres
auraient alors la capacité de libérer 'HP de ’hémoglobine. La figure 2 résume les voies

hypothétiques menant a la formation de I'HP.
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1.3. La destruction des globules rouges

Puisqu’ils sont anucléés, les globules rouges ne peuvent synthétiser leurs propres
protéines. Par conséquent, il leur est impossible de se réparer et leur durée de vie est
ainsi limitée (GLADER, 2004a). La dégradation des globules rouges est un processus
essentiel servant a éliminer les érythrocytes sénescents de la circulation sanguine pour
faire de la place aux globules rouges plus performants nouvellement générés
(HARMENING et al., 2002). De surcroit, cette durée de vie peut étre raccourcie de plus
belle lorsque les globules rouges perdent leur capacité a faire face aux agressions
quotidiennes de leur environnement ou lorsque que celui-ci devient carrément hostile
(GLADER, 2004a). Plusieurs facteurs peuvent entrainer une augmentation de la
destruction, ou hémolyse, des érythrocytes. Ils peuvent étre de nature chimique,
infectieuse ou reliés a des stress physiques (JENG & GLADER, 2004), héréditaire ou
biochimique (MENTZER & GLADER, 2004 ; GLADER, 2004b) ou auto-immune
(NEFF, 2004). Dépendamment des facteurs mis en cause, I’hémolyse pourra étre

extravasculaire ou intravasculaire (JENG & GLADER, 2004).

Le corps humain adulte contient en moyenne 2 a 3 x 10" globules rouges (chacun
contenant 2,7 x 10° molécules d’hémoglobine), dont 3 millions sont dégradés a chaque
seconde (PERKINS, 2004). Normalement, cette dégradation est principalement (80-
90%) extravasculaire (NOYES & GARBY, 1967) : les globules rouges sénescents sont
phagocytés et détruits par les macrophages de la rate, du foie et de la moelle osseuse

(ULTMANN & GORDON, 1965). Le reste de la dégradation a lieu de fagon



intravasculaire (NOYES & GARBY, 1967). L’hémolyse intravasculaire peut étre causée
par la lyse osmotique ou la fragmentation. Bien que les globules rouges soient plus
sensibles a la lyse osmotique & mesure qu’ils vieillissent, il est trés peu probable qu’elle
joue un role significatif en temps normal. Effectivement, il n’existe aucune région du
compartiment vasculaire suffisamment hypotonique pour entrainer la lyse des globules
rouges. La fragmentation se caractérise par la perte d’une partie de la membrane d’un
érythrocyte, souvent accompagnée par une perte concomitante du contenu cellulaire. Elle
est généralement causée par I’interaction des globules rouges avec de I’endothélium
altéré, des dépdts de fibrine ou des forces de cisaillement accrues (GLADER, 2004a). En
temps normal, la dégradation extravasculaire, contrairement a la dégradation

intravasculaire, n’entraine pas la relache d’hémoglobine dans le plasma.

L’hémoglobine (Hb) est constituée de quatre sous-unités, deux sous-unités d’a-
globine et deux sous-unités de p-globine, contenant chacune un groupe héme
(HARMENING ef al., 2002). Cet assemblage représente 97% de 1’hémoglobine adulte.
Les autres formes sont composées de deux sous-unités d’a-globine et de deux autres
sous-unités de globine adulte & (2,5%) ou de globine fétale y (< 1%) (TELEN &
KAUFMAN, 2004). Quand ’hémoglobine est libérée dans le plasma, elle se dissocie en
diméres aB. En temps normal ces diméres se lient de fagon irréversible a une protéine de
transport nommée haptoglobine (Hp) (NOYES & GARBY, 1967). Le complexe Hp-Hb
est catabolisé par les hépatocytes (HIGA ef al., 1981) suite a sa reconnaissance et son

internalisation via un récepteur spécifique (KINO et al., 1980).



Quand le taux d’hémoglobine libéré dans le sang est faible, celle-ci est complétement liée
a I’haptoglobine. Cependant, lorsque la quantité d’Hb dans le plasma augmente, Hp
disparait beaucoup plus rapidement de la circulation (BRUS & LEWIS, 1959) : cette
baisse du taux plasmatique de Hp n’est pas compensée par I’augmentation de sa synthése
(NOYES & GARBY, 1967). On estime que I’hémolyse intravasculaire de 1 a 2 ml de
globules rouges est suffisante pour épuiser complétement la réserve de Hp plasmatique
(HARMENING et al., 2002). Les diméres ap circulent alors librement dans le
compartiment vasculaire et peuvent étre dégradés par les protéases plasmatiques. Méme
si la dégradation a lieu de fagon extravasculaire, il est parfois possible d’observer une
augmentation de la concentration du dimére off libre dans la circulation sanguine (BRUS
& LEWIS, 1959). Ce phénoméne serait probablement causé par la régurgitation de
’hémoglobine par les macrophages lorsque la phagocytose des érythrocytes par ces

derniers atteint une vitesse maximale (GLADER, 2004a).

1.4. Meétabolisme enzymatique

L’HP est métabolisée par au moins trois peptidases : ’ECA, I’endopeptidase 24.15 et
I’endopeptidase 24.16 (RIOLI et al., 2003). Ces trois métallopeptidases se retrouvent a la
surface des cellules endothéliales (NORMAN et al., 2003 ; ERDOS & SKIDGEL, 1987)
et ont la capacité d’hydrolyser une vaste gamme de peptides biologiquement actifs, telles

la BK, la substance P et ’angiotensine I (RIOLI ez al., 1998 ; JASPARD et al., 1993).



1.5. Actions vasculaires

RIOLI et al. (2003) ont observé que I’administration intraveineuse de doses
croissantes de HP chez le rat anesthésié entrainait une baisse transitoire, dose dépendante,
de la pression sanguine (figure 3). De plus, ils ont testé les effets de deux autres peptides
isolés au cours de la méme étude et ayant les séquences suivantes : NH,-FDLTADWPL-
COOH et NH;-LVVYPWTQRY-COOH. Le NH,-LVVYPWTQRY-COOH posséde une
séquence semblable aux hémorphines humaines et ne différe d’elles que par son a.a. en
position N-terminal (RIOLI ez al., 2003). Selon les auteurs, cette différence serait reliée
a Pespéce animale a partir de laquelle le peptide a été isolé. Ceux-ci ont également
observé que I’administration d’énalapril (2 mg/kg) potentialisait les effets hypotenseurs
de 'HP. D’aprés les auteurs, plusieurs mécanismes pourraient engendrer cette
hypotension : inhibition ou activation de canaux ioniques, stimulation de la formation du
NO par un récepteur inconnu, inhibition de l’activité de peptidases menant a4 une
élévation des taux circulant de peptides hypotenseurs. Ils rapportérent également que
I’HP ne parvenait pas a contracter des préparations de muscle lisse vasculaire (aorte de
cobaye) ou non vasculaire (iléon de cobaye). Ainsi I’HP n’exercerait probablement pas
d’action directe sur le muscle lisse vasculaire. A ce jour, le récepteur de ’HP n’a pas été

identifié.



Peptide (1g/kqg)
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LVVYPWTQRY &5 FDLTADWPL

Fig. 3. Effets hypotenseurs des peptides PVNFKFLSH, LVVYPWTQRY, et
FDLTADWPL administrés a des rats Wistar males, anesthésiés au pentobarbital.
Cette figure représente les effets de trois peptides, dont I’hémopressine, testés a
différentes doses par le groupe de RIOLI ef al. Le peptidle FDLTADWPL n’entraine
qu’une faible hypotension aux doses utilisées. La réponse 8 PVNFKFLSH en présence
d’énalapril, un inhibiteur de 'ECA, a également été étudiée. dPAM = variation de la
pression artérielle moyenne. PVNFKFLSH = hémopressine et LVVYPWTQRY =LVV-
hémorphine 7 (isoforme de rat). Les résultats représentent la moyenne + E.S. de la
variation de la pression artérielle moyenne de 3 a 9 rats. *, p <0.05 comparé a la réponse
sans énalapril. Adapté de ’article de RIOLI ez al. (2003).
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2. LES KININES

Les kinines sont des peptides endogénes provenant du clivage enzymatique des
kininogénes par les kallicréines. Il existe quatre kinines principales chez 1’étre humain :
la bradykinine (BK), la Lys-bradykinine (Lys-BK), la des-Arg’-bradykinine (DBK) et la
Lys-des-Arg’-bradykinine (LDBK) (LINZ ef al., 1995). Ces peptides sont impliqués
dans plusieurs processus physiologiques dont I’inflammation et la régulation de la

pression sanguine (BHOOLA et al., 1992).

2.1. Biosynthése

Les kinines sont issues de précurseurs synthétisés par le foie qu’on retrouve dans la
circulation sanguine : les kininogénes. On retrouve deux types de kininogénes chez la
plupart des mammiféres : le kininogéne a haut poids moléculaire et le kininogéne a faible
poids moléculaire (fig. 4) (MULLER-ESTERL, 1989). Le rat fait exception a la régle,
car il en possede un troisiéme type: le T-kininogéne (fig. 5) (OKAMOTO &
GREENBAUM, 1983). Les kinines peuvent étre libérées des kininogénes par des
protéases nommées kininogénases (fig. 6) (MULLER-ESTERL, 1989). Ce sont soit des
protéases peu spécifiques, telles la trypsine, la plasmine et les protéases du venin de
serpent (Bothrops jararaca), soit des enzymes plus spécifiques comme les kallicréines.
Ces derniéres forment un groupe de pfotéases a sérine présentes dans les cellules
glandulaires, les neutrophiles et les fluides biologiques ; elles sont impliquées dans la
transformation de précurseurs protéiques, d’enzymes et d’hormones(LAZURE et al.,

1983 ; SEIDAH et al., 1988).



Kininogéne de haut poids moléculaire (Homme) :

71
141
211
281
351
421
491
561

1

QESQSEEIDC
KTWODCEYKD
ILRHGIQYFN
CTDNAYIDIQ
FKIDNVKKAR
NCQPLGMISL
HNLGHGHKHE
KGKKNGKHNG
APTIQSDDDWI

11

NDKDLFKAVD
AAKAATGECT
NNTQHSSLFM
LRIASFSQONC
VOVVAGKKYF

21

AALKKYNSON
ATVGKRSSTK
LNEVKRAQRQO
DIYPGKDEVQ
IDEFVARETTC

MKRPPGFSPF

RSSRIGEIKE

RDOGHGHQRG
WKTEHLASSS
PDIQTDPNGL

HGLGHGHEQQ
EDSTTPSAQT
SEFNPISDFPD

Kininogene de faible poids moléculaire (Homme):

71
141
211
281
351

1

QESQSEEIDC
KTWQDCEYKD
ILRHGIQYEN
CTDNAYIDIQ
FKIDNVKKAR
NCQPLGMISL

11

NDKDLFKAVD
AAKAATGECT
NNTQHSSLEM
LRIASFSQONC
VQVVAGKKYF

21

AATKKYNSOQON
ATVGKRSSTK
LNEVKRAQRQ
DIYPGKDEVQ
IDEFVARETTC

MKRPPGFSPF

RSSRIGEIKE

31

QSNNQFVLYR
FSVATQTCQI
VVAGLNFRIT
PPTKICVGCP
SKESNEELTE
ETTVSPPHTS
HGLGHGHKFK
QEKTEGPTPI
TTSPKCPGRP

31

QSNNQFVLYR
FSVATQTCQI
VVAGLNFRIT
PPTKICVGCP
SKESNEELTE
ETTSHLRSCE

41

ITEATKTVGS
TPAEGPVVTA
YSIVQTNCSK
RDIPTNSPEL
SCETKKLGQS
MAPAQDEERD
LDDDLEHQGG
PSLAKPGVTV
WKSVSEINPT

41

ITEATKTVGS
TPAEGPVVTA
YSIVQTNCSK
RDIPTNSPEL
SCETKKLGQS
YKGRPPKAGA

51

DTFYSFKYEI
QYDCLGCVHP
ENFLFLTPDC
EETLTHTITK
LDCNAEVYVV
SGKEQGHTRR
HVLDHGHKHK
TEFSDFQDSDL
TOMKESYYFD

51
DTFYSFKYEI
QYDCLGCVHP
ENFLFLTPDC
EETLTHTITK
LDCNAEVYVV
EPASEREVS

61
KEGDCPVQSG
ISTOSPDLEP
KSLWNGDTGE
LNAENNATEY
PWEKKIYPTV
HDWGHEKQRK
HGHGHGKHKN
IATMMPPISP
LTDGLS

61

KEGDCPVQSG
ISTQSPDLEP
KSLWNGDTGE
LNAENNATFEY
PWEKKIYPTV

Fig. 4. Structure primaire des kininogénes de faible et de haut poids moléculaire chez ’homme. Les acides
aminés encadrés et en caractéres gras correspondent aux kinines (TAKAGAKI et al., 1985).

70
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350
420
490
560
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T-kininogéne (Rat) :

71
141
211
281
351

1 11 21

QEEGAQELNC NDETVFQAVD TALKKYNAEL
LTWQDCDFKD AEEAATGECT TTLGKRENKF
LKHAVEHFNN NTKHTHLFAL TKIKSAHSQV
TGHTHVDIHN TIAGEFSQSCD LYPGDDLFSL
KIDTVKKATS QVVAGVIYVI EFIARETNCS
CQALDMWISR PPGFSPFHLV QVQETKEGTT

31

ESGNQFVLYR
SVATQICNIT
VAGMNYKITIY
LPKNCRGCPR
KQOSKTELTAD
RLLNSCEYKG

41 51

VITEGTKKDGA ETLYSFKYQI
PGKGPKKTEE DLCVGCEQPI
SIVQTNCSKE DFPFLREDCV
EIPVDSPELK EALGHSIAQL
CETKHLGQSL NCNANVYMRP
RLSKAGAGPA PDHQAEASTV

61

KEGNCSVQSG
PMDSSDLKPV
PLPYGDHGEC
NAQHNHIFYF
WENKVVPTVR
TP

Fig. 5. Structure primaire du T-kininogéne. Les acides aminés encadrés et en caractéres gras correspondent

aux kinines (ANDERSON ef al., 1989).
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HMWK LMWK
Kallicréines Kallicréines
plasmatiques tissulaires

l /Aminopeptidase M \
Bradykinine \ / Lys-bradvkinine

Carboxvpeptidase M et N

des Arg’-bradykinine / \ Lys-des Arg’-bradykinine

Figure 6. Formation des kinines a partir des kininogénes.
HMWEK = kininogéne de haut poids moléculaire
LMWK = kininogéne de faible poids moléculaire

13
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Les kallicréines sont divisées en deux groupes : la kallicréine plasmatique et la kallicréine
tissulaire (BHOOLA ef al., 1992). La kallicréine plasmatique forme la BK a partir du
kininogéne & haut poids moléculaire alors que la kallicréine tissulaire forme la Lys-BK a
partir du kininogéne de faible poids moléculaire (BHOOLA et al., 1992). La Lys-BK et
la LDBK peuvent étre converties en BK et DBK sous 1’action de I’aminopeptidase M

(EC 3.4.11.2) (MARCEAU et al., 1998).

2.2. Les récepteurs des kinines

On connait deux types de récepteurs des kinines : le récepteur B, et le récepteur B;.
Ils appartiennent tous deux a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G. Lors de la liaison des kinines aux récepteurs, la transduction du
signal s’opére notamment via les protéines Goq et Goi; (LEEB-LUNDBERG et al., 2005).
Les protéines G entrainent alors I’activation des phospholipases C (PLC) et A; (PLA;)
(BURCH & AXELROD, 1987). Une fois activée, la PLC provoque une augmentation
de la concentration intracellulaire d’inositol triphosphate qui augmente a son tour les taux
cytosoliques de Ca>* (MATHIS ef al., 1996). Cela a pour effet d’accroitre la synthése et
la reliche de monoxyde d’azote (NO). La PLA; activée libére ’acide arachidonique
(AA) des phospholipides membranaires ; ce dernier servira de précurseur dans
I’élaboration des €icosanoides, dont la prostacycline (PGI;), un vasodilatateur (McGIFF
et al, 1991). L’activation de la PLC provoque également une augmentation de la
concentration en diacylglycérol (DAG), résultant ainsi en une augmentation de I’activité

de la protéine kinase C (PKC) (BROWN & ROBERTS, 2001). On retrouve les
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récepteurs des kinines dans une multitude de types cellulaires, telles les cellules
endothéliales, épithéliales, mésengiales et neuronales, les cellules musculaires lisses
vasculaires et extravasculaires, les ostéoblastes et certaines cellules immunocompétentes

telles les lymphocytes T et les macrophages (GOBEIL, 1998).

Bien que ces deux récepteurs appartiennent a une méme famille, ils différent
grandement I’'un de 'autre. Le récepteur B, est exprimé de fagon constitutive alors que le
récepteur B; est induit par plusieurs stimuli, tels I’inflammation, les dégéts tissulaires et
certains agents infectieux (DONALDSON ef al., 1997). Le récepteur B, possede une
meilleure affinité pour la BK et la Lys-BK que le récepteur B, tandis que celui-ci posséde
une affinité¢ marquée pour les kinines ayant perdues leur arginine en position C-terminale,
la desArg’BK et la Lys-desArg’BK (DBK et LDBK) (MARCEAU er al., 1998).
Finalement, le récepteur B, peut étre désensibilisé alors que ce n’est pas le cas du

récepteur B; (REGOLI ez al., 1998).

2.3. Meétabolisme enzymatique

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la dégradation des kinines. Parmi celles-ci,
on retrouve les carboxypeptidases M et N (CPM ; EC 3.4.17.12 et CPN ; EC 3.4.17.3),
I’ECA (EC 3.4.15.1) et ’endopeptidase neutre 24.11 (ENP 24.11 ; EC 3.4.24.11) (LINZ
et al., 1995). Sous I’action de ’ENP 24.11 et de I’ECA, les kinines sont inactivées par le
clivage d’un dipeptide carboxyterminal. Dans le plasma, 90% du métabolisme des

kinines est due a I’activité des carboxypeptidases N et M ; la forme soluble de ’ECA
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étant responsable du reste de la dégradation (REGOLI & BARABE, 1980). Par contre,
au niveau de la circulation sanguine cardiaque (DUMOULIN ef al., 1998) et pulmonaire
(REGOLI & BARABE, 1980), ’ECA endothéliale est la principale enzyme impliquée
dans la dégradation des kinines ; en un seul passage, plus de 90% de la quantité circulante
de kinines est inactivé (RYAN, 1982). En condition normale, I’hydrolyse d’une arginine
en position 9 de la BK et de la Lys-BK, par la CPM et la CPN, entraine I’inactivation des
kinines. Par contre, en condition pathologique, ’activité biologique des kinines est
potentiellement conservée malgré I’action des carboxypeptidases : les peptides ainsi
formés (la DBK et la LDBK) sont des agonistes du récepteur B; des kinines dont

I’expression peut étre induite lors de certaines pathologies (HALL, 1992).

2.4. Actions vasculaires

Au niveau des vaisseaux sanguins, les kinines jouent surtout un rdle dans
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et la modulation de la pression sanguine
(BASCANDS & GIROLAMI, 1996). L’augmentation de cette perméabilité se produit de
deux facons, soit par la formation d’espaces intercellulaires suite & la contraction des
cellules endothéliales (GARCIA, 1992 ; MALIK et al., 1989), soit par I’augmentation de
la pression intra-capillaire causée par une vasodilatation pré-capillaire et une
vasoconstriction post-capillaire (REGOLI & BARABE, 1980). Les kinines modulent la
pression sanguine via la relache de médiateurs, tels le NO et le PGI,, par les cellules
endothéliales. Ces derniers diffusent vers les cellules musculaires lisses sous-jacentes et

causent leur relaxation (MARCEAU et al., 1995). Cela provoque une diminution de la
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résistance périphérique qui entraine alors une baisse de la pression sanguine (REGOLI et

al., 1998).

3. SEPTICEMIE ET CHOC SEPTIQUE

La septicémie peut-étre causée par des agents pathogénes viraux, bactériens ou
fongiques (CAILLE, 2004). Les infections se produisent lorsque des microorganismes
parviennent a traverser les barriéres (peau et muqueuses) de I’hGte. Selon la virulence
des microorganismes et I’immunocompétence de I’hdte, les mécanismes de défense
locaux de I’hOte peuvent étre submergés. La résultante étant I’invasion de la circulation
sanguine par les microorganismes (NATANSON ef al., 1994). La présence de toxines
microbiennes, dont les lipopolysaccharides (LPS), dans le sang active les défenses

systémiques de 1’héte.

Ainsi, des facteurs plasmatiques (cascades du complément et de la coagulation) et des
composantes cellulaires (neutrophiles, monocytes, macrophages et cellules endothéliales)
sont activés. Les cellules activées libérent ensuite des médiateurs potentiellement
déléteres (cytokines : TNF et IL-1, kinines, éicosanoides, facteur d’activation des
plaquettes et NO) qui ont pour effet d’amplifier la réponse inflammatoire (NATANSON
et al., 1994). La réaction inflammatoire induit ’expression de certaines protéines,
notamment des enzymes (ex. COX-2 et iNOS) (LIU ef al., 1996 ; WOLKOW, 1998) et
des récepteurs (ex. récepteur B, des kinines, NK; des tachykinines et A; de I’adénosine)

(DONALDSON et al. 1997). Cette escalade de la réponse immunitaire, de concert avec
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les toxines microbiennes, peut entrainer un choc septique, la défaillance de plusieurs

organes et la mort (NATANSON ez al., 1994).

Les LPS sont des composantes majeures de I’enveloppe externe des bactéries gram
négatives. Ils sont responsables des symptOmes associ€s & la septicémie et au choc
septique (PALSSON-MCDERMOTT & O’NEILL, 2004). Expérimentalement, les
conditions de septicémie et de choc septique peuvent étre recréées chez des animaux en

leur injectant des LPS (FLYNN, 1978).

Une des conséquences intéressantes de la septicémie, en relation a la présente étude,
est I’augmentation significative de ’hémolyse. En effet, ’activation de procoagulant qui
meéne a la formation de dépéts de fibrine et la production d’espéces réactives de
I’oxygene par les neutrophiles occasionnent des dommages a I’hémoglobine. Ces
dommages peuvent a leur tour augmenter la destruction des globules rouges (JENG &

GLADER, 2004 ; GLADER, 2004a).

4. RATIONNELLE DE L’ETUDE

L’étude de RIOLI ef al. (2003) a permis de tirer les conclusions suivantes : a) I’HP
est, in vifro, un substrat des endopeptidases 24.15 et 24.16 ainsi que de ’ECA, b)
I’hémoglobine pourrait bien étre le réservoir principal de I’'HP et c) le peptide produit un
effet hypotenseur chez le rat. Ainsi, nous émettons 1’hypothése que I’HP est bel et bien

une hormone peptidique hypotensive dont la durée d’action est limitée par sa protéolyse
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par des peptidases ; notamment ’enzyme de conversion de I’angiotensine. Les
observations de RIOLI ez al. (2003) suscitérent quelques questions de notre part : 1) y’a-
t-il des différences au niveau du métabolisme, in vitro, de 'HP par ’ECA
comparativement a la BK ? 2) Puisque I’HP est un substrat de I’ECA in vitro, est-elle
sujette, a I’instar de la BK, a I’inactivation cardiaque/pulmonaire et peut-on potentialiser,
in vivo, ses effets hypotenseurs a I’aide d’inhibiteurs de ’ECA ? 3) Est-ce que la réponse
hypotensive a ’HP peut étre inhibée par un antagoniste ? 4) Pouvons-nous observer les
effets hypotenseurs de ’'HP dans d’autres modéles animaux ? 5) Sachant qu’il est plus
que probable que ’HP soit libérée suite a la destruction des érythrocytes, et considérant
que cette hémolyse est plus importante au cours de la septicémie, est-ce que la réponse

pharmacologique de I’HP est modulée lors de cette situation pathologique ?

5. OBJECTIFS

Afin de tester cette hypothése, ainsi que de mettre au défi et approfondir les résultats

de RIOLI e? al. (2003), nous nous proposons de répondre aux objectifs suivants :

1. Evaluer, in vitro, la susceptibilité de ’HP & I’hydrolyse par PECA purifiée de
poumon de lapin et la comparer & la BK.

2. Comparer les effets in vivo de la BK et de ’HP afin de valider ou d’infirmer
’observation de RIOLI ez al. (2003) selon laquelle I’HP serait plus puissante que la
BK comme agent hypotenseur. Cette affirmation reste ambigué, puisque ces mémes

auteurs ne présentent aucune donnée comparative chez le rat.
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Ftudier in vivo I’influence de I’inactivation cardiaque/pulmonaire sur la réponse a
I’HP en comparant ses effets hypotenseurs lorsque administrée par voie intraveineuse
(i.v.) ou intra-artérielle (i.a.) et, de facon concomitante, déterminer I’efficacité du
captopril a potentialiser la réponse a ’HP administrée par voie i.v.

Vérifier les effets hémodynamiques de I’HP chez plusieurs espéces animales.

Vérifier si la réponse a I’'HP est modulée par un antagoniste sélectif du récepteur B,
des kinines, le HOE 140, afin de déterminer si I’effet hypotenseur de I’HP passe par
la production et la relache intravasculaire de BK qui, elle, agit via le récepteur B; des
kinines.

Vérifier si la réponse a I’HP est modulée par la pathologie de la septicémie en

utilisant un modéle animal traité avec le LPS.



21

MATERIEL ET METHODES

6. SYNTHESE PEPTIDIQUE

Les abréviations et les structures primaires des peptides synthétisés au cours de cette

étude sont présentées a la figure 7.

6.1 Réactifs et solvants

Les acides aminés et les résines ayant leur fonction amine protégée par un groupement
flurénylméthoxycarbonyl (Fmoc) proviennent de Chem-Impex International, Inc. (Wood
Dale, IL), Novabiochem (San Diego, CA) et Peninsula Laboratories Inc. (San Carlos,
CA). Les résines utilisées sont les suivantes : Fmoc-Arg(Pbf)-NovaSyn TGA, Fmoc-
Phe-NovaSyn TGA (Novabiochem) et Tentagel S PHB-His(Trt)-Fmoc (Chem-Impex
International Inc.). Les acides aminé suivants ont été utilisés pour a synthése : Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH et Fmoc-Ser(tBu)-OH (tous de Chem-
Impex International Inc.) ; Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Pro-OH et
Fmoc-Val-OH (tous de Novabiochem) ; Fmoc-Phe-OH (de Peninsula Laboratories Inc.).

Les acides amines utilises étaient tous de conformation L.

La piperidine, le N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) et le triisopropy! silane (TIPS)
provenaient de chez Sigma-Aldrich (Montréal, Qc). Le O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N,N-
tetraméthyluronium tetrafluoroborate (TBTU) et I’ acide trifluoroacétique (TFA)

provenaient de chez Chem-Impex International Inc. (Wood Dale, IL).



Poids

Nom Abréviation Séquence L.
moléculaire
Bradykinine BK NH;-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-COOH 1060,2
Hémopressine de rat rHP NH,-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu-Ser-His-COOH 1088,3
Hémopressine (1-7) de rat rHP(1-7) NH;-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu-COOH 864,1

Hémopressine de I’homme/lapin/souris hisHP NH;-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Leu-Leu-Ser-His-COOH 1054,9

Fig. 7. Structures primaires et poids moléculaires théoriques des peptides synthétisés au cours de cette étude.

(44
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L’isopropanol, I’éther et le N N-diméthylformamide (DMF) provenaient respectivement
de chez Anachemia (Montréal, Qc), EMD (San Diego, CA) et Fisher Scientific Ltd.
(Nepean, ON). Le N,N-diméthylformamide (DMF) a été entreposé une semaine en
présence de tamis moléculaire de 4A (Sigma-Aldrich) afin d’éliminer toute trace

d’amines et d’eau. Les autres produits, de qualité HPLC, ont été utilisés tels quels.

6.2 Synthése peptidique en phase solide de type « a débit continu »

La bradykinine (BK), ’hémopressine de rat (#HP), son fragment 1 a 7 [rHP(1-7) ]
ainsi que [’hémopressine de lapin (#/sHP) furent synthétisés a I’aide de la stratégie Fmoc
en utilisant la méthode de synthése sur support solide de type « a débit continu » sur un
appareil « Pioneer Peptide Synthesis System » (PerSeptive Biosystems). La LDBK et le
HOE 140 (pArg[Hyp®, Thi’,pTic’,0ic®*]BK) ont été fournis par le Dr Witold Neugebauer.
Pour les couplages, nous avons utilis€é des quantités d’acides aminés et du mélange

TBTU:DIPEA quatre fois supérieures a la quantité d’acide aminé liée a la résine.

Lors de la synthése, ’acide aminé a coupler est d’abord solubilisé dans le DMF. Son
groupement carboxyle est ensuite activé en y ajoutant un mélange de TBTU:DIPEA (1:1)
également solubilisé¢ dans le DMF. La déprotection du groupement fmoc de I’acide
aminé couplé a la résine est réalisée a I’aide d’une solution de pipéridine 20% (v/v) dans
le DMF. Aprés un lavage de la résine a I’1sopropanol suivi d’un autre au DMF, ’acide
aminé a coupler, maintenant activé, est mélangé a la résine. Finalement, le mélange
réactionnel est vidangé et la résine est lavé une derniére fois avec du DMF. Ces étapes

sont répétées jusqu’a I’obtention de la séquence désirée.
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6.3 Clivage du peptide de la résine

Les peptides furent libérés de la résine en utilisant un protocole standard de clivage et
un mélange TFA 95%, TIPS 2,5%, H,0 2,5%. Bri¢vement, le peptide li€ a la résine est
placé dans une fiole de verre et séché quelques minutes au lyophilisateur. Ensuite, le
mélange TFA:TIPS:H,O est ajouté a la résine (5-10 ml de solution par gramme de résine)
et on agite le tout (au mintmum 60’ ; rallonger de 60’ pour chacune des arginines
contenues dans la séquence peptidique) a 1’aide d’un petit barreau magnétique.
Finalement, le mélange TFA:TIPS:H,O est filtré de la résine en la faisant passer dans une
pipette pasteur obstruée par de la laine de verre. On lave la résine avec la solution
TFA:TIPS:H,0 ou du TFA 100% (deux lavages de 1 ml par gramme de résine). Le
filtrat est recueilli directement dans un erlenmeyer contenant de 1’éther (50 ml par
gramme de résine) agité par un barreau magnétique : le peptide clivé précipitera alors que
les résidus organiques de la synthése seront dissous dans I’éther. Quand la filtration est
terminée, on place le précipité et 1’éther dans des tubes qu’on centrifuge 5-10 min a
2000g. Aprés la centrifugation, on décante I’éther et on solubilise le peptide dans de
I’eau distillée. Le peptide solubilisé est placé dans un contenant, congelé puis lyophilisé.

Une fois la lyophilisation terminée, le peptide est prét a étre purifié.

6.4 Purification du peptide

La purification des peptides bruts a été réalisée par chromatographie liquide a phase

inverse sur une colonne C;s. Un gradient lindaire d’un mélange eau/acétonitrile
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(contenant également 0,05% de TFA) allant de 0% a 40% d’acétonitrile servit a éluer les
peptides. Les fractions pures, déterminées par analyse HPLC, furent ensuite combinées

et lyophilisées a nouveau.

L’analyse des peptides purifiés a été accomplie a I’aide d’un appareil HPLC
analytique a phase inverse et d’une colonne C;g puBondapak (CSC-Nucleosil, 100 A/ODS
5 pm, 15x 0.46 cm) (Waters Associates). Le gradient linéaire, utilis€ & une vitesse
d’élution de 1 ml/min, était composé d’un mélange eau/acétonitrile (contenant également
0,05% de TFA) variant de 5% a 65% d’acétonitrile sur une période de 20 min. Des
aliquots de 10 pl furent injectés dans ’appareil afin de déterminer la pureté de chaque
fraction collectée ainsi que celle des fractions combinées aprés purification des peptides
bruts. La détection des peptides se fit en mesurant I’absorbance de 1’éluat a une longueur

d’onde de 214 nm.

6.5 Caractérisation du peptide

L’identité des peptides a été confirmée a 1’aide de leur valeur masse/charge (m/z)
mesurée par spectrométric de masse de type MALDI (MALDI MS) sur un appareil
Micromass Tof Spec 2F en utilisant une matrice MALDI a faible pH (10 g/l d’acide a-

cyano-4 hydroxycinnamique dans un mélange 1:1 d’eau et d’acétonitrile).
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7. ESSAIS ENZYMATIQUES

7.1 Enzyme et substrats utilisés

Les études enzymatiques furent réalisées a I’aide d’ECA purifiée de poumon de lapin

(Sigma-Aldrich) en utilisant la BK, la 7HP et la AlsHP comme substrats.

7.2 Protocole de digestion

0,012 pg / pl d’enzyme et 100 uM de BK, rHP ou hlsHP furent incubés a 37°C, sous
agitation, dans un volume total de 250 ul de tampon PBS 50 mM, pH 7,5 contenant 300
mM de NaCl et 10 uM de ZnCl,. Les temps d’incubation allaient de 0 a2 60 minutes. La
réaction a été arrétée en faisant bouillir les échantillons pendant 5 min. Les expériences

furent réalisées en triplicata.

7.3 Analyse des échantillons

La disparition du substrat a été quantifiée en utilisant la méthode d’analyse par HPLC
mentionnée ci-haut. L’aire sous la courbe des pics correspondants aux substrats fut
calculée a I’aide du programme Baseline 810 (Waters) et comparée a la valeur obtenue au
temps O min afin de déterminer la quantité de substrat hydrolysé. Les vitesses initiales
ont été calculées en déterminant la pente de la courbe de la quantité de substrat

hydrolysée par 'ECA en fonction du temps. La pente a été obtenue a I’aide de la
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régression linéaire de cette courbe. La régression linéaire a été réalisée sur une période
de temps ou la quantité de substrat dégradée ne dépassait pas 15% de sa quantité initiale.
Dans certains cas, les produits correspondants aux différents pics des échantillons
analysés par HPLC étaient récupérés, lyophilisés et analysés par spectrométrie de masse.
Les valeurs m/z obtenues permirent de déterminer I’identité des fragments générés par

I’ECA.

8. ESSAISIN/VIVO

8.1. Animaux utilisés

Les animaux utilisés au cours de cette étude sont les suivants : lapins albinos de

Nouvelle-Zélande males (0,8-1,0 kg) ; rats Wistar males (200-225 g) et souris C57/BL6

males (20-25 g) (Charles River, Montréal, Canada). Ces animaux ont tous été élevés

dans des conditions stériles.

8.2. Traitements

Nous avons évalué I’influence de ’inhibition de ’ECA par le captopril (100 pg/kg),

de I’inhibition sélective du récepteur B, des kinines par le HOE 140 (500 nmoles/kg) et

I’'influence des conditions associées au choc septique sur la réponse a la rHP.
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8.3. Protocole expérimental

Deux anesthésiants ont été utilisés pour les expériences. En premier lieu, une série
d’expériences fut réalisée sur les lapins, les rats et les souris en utilisant un mélange
kétamine/xylazine (44/7 mg/kg, 87/13 mg/kg et 190/29 mg/kg, respectivement) injecté de
fagon intramusculaire. Ensuite, une autre série d’expériences fut réalisée sur des lapins
avec le pentobarbital sodique comme anesthésiant. Ce dernier était administré par voie
intraveineuse a une dose de 30 mg/kg. Le pentobarbital a été utilisé dans cette série, car
une partie des lapins furent traités au LPS et ceux-ci tolérent mal le mélange

kétamine/xylazine (Gobeil, F. communication personnelle).

La pression sanguine était mesurée de fagon continue grice a la canulation de 1’artere
fémorale (rats et souris) ou de I'artére carotide gauche (lapins) a I’aide d’un tube de
polyéthyléne (PE) rempli d’une solution saline héparinisée (1000 U/ml). Cette canule
était reliée a un transducteur de pression (modéle TDX-300, Micro-Med Inc., KY, USA),
lui-méme relié @3 un appareil d’analyse de la pression sanguine (modéle BPA-400a, Micro-
Med Inc., KY, USA). Les données furent recueillies et enregistrées sur un ordinateur
branché a I’appareil d’analyse de la pression sanguine. L’interface entre les deux appareils
était assurée par le programme DMSI-400 (version 1.4 , Micro-Med Inc., KY, USA).
L’artére carotide droite et la veine jugulaire gauche ont également été canulées afin de
permettre I’injection des peptides et autres composés par voie intraveineuse (i.v.) ou intra-
artérielle (1.a.). Cela nous permis d’évaluer la contribution de PECA endothélilale a la

dégradation de la BK et la 7HP dans un méme animal. Les produits étaient administrés en
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bolus (100 pl) via une valve a trois voies. Avant de commencer I’expérience et apres
chaque injection, les cathéters étaient purgés de leur contenu avec de la saline isotonique
stérile (400 pl). Lors des traitements au captopril ou au HOE 140, ces composés étaient
respectivement injectés i.v. 30 min et 2,5 min avant d’administrer la BK, la LDBK ou la
rHP, tel que rapporté par GOBEIL ef al. (1996). Les calibres des tubes de PE utilisés
étaient de 90 pour les artéres du lapin, de 50 pour la veine jugulaire du lapin et les vaisseaux
sanguins du rat et de 10 pour les vaisseaux sanguins de la souris. Les expériences
commencerent dés que la pression sanguine se stabilisa. Le tableau I présente les valeurs

des différents paramétres hémodynamiques initiaux des animaux utilisés.

La premiére série d’expériences visa a évaluer les effets de la #HP dans différents
modéles animaux. Nous avons mesuré la réponse a la #HP (1-10-100 nmoles/kg) et a la
BK (0,1 et 1,0 nmole/kg) chez le lapin, le rat et la souris. Une deuxiéme série
d’expériences servit a déterminer si les effets de la #HP, chez le lapin, étaient modifiés
par différents traitements, dont un reproduisait les conditions pathologiques associées a la
septicémie. Nous avons utilisé deux groupes de lapins : un premier groupe traité au
lipopolysaccharides (LPS) en utilisant une dose sublétale (50 pg/kg i.v.) 5 heures avant la
chirurgie (GOBEIL et al., 1999) et un autre non-traité servant de contréle. Le traitement
au LPS est connu pour reproduire les symptomes associés a la septicémie et induire
I’expression de certaines protéines dont la COX-2, la iNOS et le récepteur B; des kinines
(LIU et al., 1996 ; WOLKOW, 1998 ; DONALDSON ef al., 1997). Par contre, a des
doses inférieures ou égales a 50 ug/kg, le LPS n’entraine pas une baisse de la pression

sanguine telle qu’observée lors du choc septique (REGOLI et al., 1981 ; GOBELL et al.,
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1999). L’efficacité du traitement au LPS a induire I’expression du récepteur B; des
kinines était évaluée en mesurant I’effet hypotenseur engendré par la LDBK (1 nmole/kg
i.v.) chez le groupe de lapins traités comparativement au groupe non-traité. Celle-ci ne
produisait aucun effet hypotenseur chez les animaux non-traités, mais engendrait une
hypotension de 40 £ 4 mmHg chez les animaux traités. Finalement, une derniére série
d’expériences menée chez le rat et le lapin eut pour but de vérifier si les deux isoformes
de I’HP étudiées produisaient des effets hypotenseurs plus importants au niveau de leur

espéce animale respective.

Les effets hémodynamiques des peptides ont été observés en comparant la pression
artérielle moyenne (PAM) avant et aprés I’administration des composés. L’effet de la
saline isotonique (0,9%), le véhicule utilisé pour la solubilisation et la dispersion de nos
composés, sur la PAM a également été mesuré au début de chaque expérience ; celui-ci
s’est avéré négligeable (-1,0 + 0,5 mmHg ; n = 34). La PAM est calculée a partir des

valeurs des pressions systolique et diastolique en utilisant 1’équation suivante :

PAM = Pgias + 0,45(Psys — Paias)

Ou PAM = pression artérielle moyenne, Py, = pression systolique et Pg.s = pression

diastolique.



TABLEAU 1

Paramétres hémodynamiques initiaux des animaux utilisés au cours de I’étude.

PAM Pression Pression Rythme

(en mmHg) Systolique Diastolique Cardiaque
Eveillé
Lapin albinos (n = 10)* 88 2 113 +£2 7942 219+4
Rat Wistar (n = 8)° 107+ 4 122 £ 4 nd. 386+ 16
Souris C57BL/6 (n = 8)° 98 + 1 n.d. n.d. 505+3
Anesthésié a la kétamine/xylazine
Lapin (n=12) 47 +2 59+2 37+2 1735
Rat (n=6) 87+3 103 +£3 73+3 245+5
Souris (n = 6) 91 +2 97+2 82+1 189 +£4
Anesthésié au pentobarbital
Lapin non-traité (n=17) 91+£3 103 £3 82+3 258+ 9
Lapin traité au LPS (n = 11) 88+2 104 +3 76 +2 283 +7

Note : les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + E.S.

PAM = Pression artérielle moyenne, bpm = battements par minute ; n.d. = non disponible.
2 tiré de MARANO et al. (1996)

b tiré de ZHANG et al. (2004)

© tiré de LEE et al. (2004)

| £3
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8.4. Composés utilisés

Les solutions stocks de peptides furent solubilisées dans de ’eau déionisée et bidistiliée
puis entreposées a - 20°C en attendant d’étre utilisées. Les autres composés furent
solubilisés dans de la saline isotonique stérile. Le captopril (Squibb, Montréal, Canada) a
été préparé la journée méme de ’expérience. Le LPS (sérotype 0127: B8) (Sigma-Aldrich),

préparé a 1 mg/mi, était utilisé dans les 48 heures suivant sa préparation.

9. ANALYSE STATISTIQUE

L’analyse statistique des résultats fut réalisée par ANOVA univariée suivie du test de
comparaison multiple de Bonferroni. (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Une
valeur de P < 0,05 fut considérée comme statistiquement significative. Les résultats sont

présentés sous la forme : moyenne * erreur standard.
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RESULTATS

10. SYNTHESE PEPTIDIQUE

L’analyse HPLC des peptides purifiés par chromatographie liquide (figs. 8 et 9)
montre que tous les peptides synthétisés sont purs a 99%. De surcroit, les spectres de
masse des peptides purifiés (fig. 10 et 11) présentent tous des pics d’intensité maximale
ayant des valeurs m/z correspondant a leurs poids théoriques (voir fig. 7). Ainsi les poids
moléculaires mesurés sont : 1060,5 pour la BK ; 1088,6 pour la rHP ; 864,6 pour la

rHP(1-7) et 1052,8 pour la AlsHP.

11. ESSAIS ENZYMATIQUES

11.1. Produits de la digestion de BK, rHP et AlsHP par ’ECA de poumon de lapin

L’étude de la dégradation de ces peptides par I’'ECA purifiée de poumon de lapin
montre qu’ils sont tous hydrolysés. Aprés un temps d’incubation de 10 a 15 min en
présence d’ECA, un deuxiéme pic apparait lors de I’analyse des échantillons par HPLC
(fig. 12). La BK (fig. 12A), la rHP (fig. 12B) et la AlsHP (fig. 12C) ont des temps de
rétention respectifs de 14:00, 14:48 et 15:18 min et les produits de la dégradation

présentent des temps de rétention de 12:24, 16:18 et 16:48 min respectivement.
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Figure 8. Analyse par HPLC de A) la BK, B) la rHP et C) la hlsHP purifiées par

chromatographie liquide sur Cis.
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Fig. 9. Analyse par HPLC de la rHP(1-7) purifiée par chromatographie liquide sur Css.
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Fig. 10. Analyse par spectrométrie de masse de A) la BK et B) la 7HP purifiées par
chromatographie liquide sur Cis. Abscisse = intensité relative du signal et ordonnée =
valeur masse/charge (m/z). n= 1.
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Fig. 11. Analyse par spectrométrie de masse de A) la 7HP(1-7) et B) la hlsHP
purifiées par chromatographie liquide sur Cys. Abscisse = intensité relative du signal
et ordonnée = valeur masse/charge (m/z). n=1.
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Figure 12. Analyse HPLC des produits de la digestion de A) la BK, B) la rHP et C)
la hisHP par Penzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) purifiée de poumon de
lapin. Briévement, les substrats furent incubés a 37 ° C pendant 10 a 15 min et analysés
par HPLC a phase inverse. Certains pics furent récupérés et analysés par spectrométrie
de masse, leur identité confirmée grace aux valeurs m/z obtenues. Les chromatogrammes

sont représentatifs de trois expériences similaires.
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En présence de BK ou de rHP, ’ECA génére de la BK(1-7) (m/z = 757,3) ou de la
rHP(1-7) (m/z = 864,5) tel que déterminé par I’analyse MALDI MS des pics des
chromatogrammes de la figure 8 (fig. 14 et 15). A des temps d’incubation plus longs, la
BK(1-7) et la rHP(1-7) sont également hydrolysées par ’ECA pour donner la BK(1-5)
(m/z = 573,0) et la rHP(1-5) (m/z = 604,4). De plus, la dégradation des peptides par

I’ECA est abolie en ajoutant 1 uM de captopril dans les échantillons (fig. 13).

11.2. Vitesses initiales de ’ECA en fonction du substrat utilisé (BK, 7HP et hlsHP)

Bien que 'ECA dégrade les trois peptides étudiés et que la BK et la 7HP soient
hydrolysées a plus de 90% aprés 60 min, ’hydrolyse de la YHP a lieu & une vitesse
significativement différente (p < 0,001) de celle de la BK. En mesurant la quantité de
substrat hydrolysé en fonction du temps d’incubation (fig. 16), il a été possible de
déterminer la vitesse initiale de ’hydrolyse de BK, rHP et hlsHP par ’ECA (tableau II).
Pour ce faire, la régression linéaire été réalisée sur la portion de chaque courbe
correspondant a une cinétique enzymatique d’ordre zéro. Les valeurs des pentes
obtenues correspondent aux vitesses initiales de ’ECA aux conditions expérimentales
utilisées. Aux conditions utilisées, la FHP est hydrolysée plus rapidement par ’ECA que
la BK et la AlsHP. Les vitesses de dégradation de la BK et la AlsHP ne différent pas
significativement entre elles. Des valeurs de R’ supérieures a 0,99 indiquent une

excellente corrélation entre le temps d’incubation et la quantité de substrat hydrolysé.



42

Figure 13. Analyse HPLC des produits de la digestion de A) la BK, B) la rHP et C)
Ia hisHP par ’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) purifiée de poumon de
lapin en présence de captopril. Briévement, les substrats furent incubés en présence
d’ECA et de captopril a 37 ° C pendant 60 min et analysés par HPLC a phase inverse.

Les chromatogrammes sont représentatifs de trois expériences similaires.
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Fig. 14. Spectrométrie de masse des peptides correspondants aux pics des
chromatogrammes obtenus 2 la figure 12A. A) Spectre de masse de la BK intacte. B)
Spectre de masse de la BK(1-7). Abscisse = intensité relative du signal et ordonnée =
valeur masse/charge (m/z). n=1
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Fig. 15. Spectrométrie de masse des peptides correspondants aux pics des
chromatogrammes obtenus 2 la figure 12B. A) Spectre de masse de la 7HP intacte. B)
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Figure 16. Détermination de la quantité de substrat hydrolysé par PECA purifiée
de poumon de lapin en fonction du temps d’incubation. A) BK, B) rHP et C) hlsHP.
L’hydrolyse des substrats fut analysée par HPLC a phase inverse. Les expériences furent

réalisées en triplicata.
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Tableau I1

Vitesses initiales de ’hydrolyse de la BK, la 7HP et la
hisHP par I’ECA purifiée de poumon de lapin.

Substrat Vitesse initiale - 2
(nmoles/mg d’ECA/min)

BK 4652 +87 0,998

rHP 1142,0 £ 254" 0,998

hisHP 525,6 + 18,5 0,995

Note : les valeurs sont présentées sous forme

. « v e E 2 2
vitesse initiale + erreur standard.  p < 0,001
versus BK. n=3.

48
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12. ESSAISINVIVO

12.1. Effets hémodynamiques de I’hémopressine et de la bradykinine

La BK et les deux isoformes de I’HP induisent une hypotension transitoire de courte
durée. La figure 17 représente les tracés typiques des effets hypotenseurs de la BK (0,1
nmole/kg) et la rHP (100 nmoles/kg) suite a leur administration par voie i.v. ou i.a. chez

le 1apin anesthésié.

12.2. Activité biologique de I’hémopressine dans divers mode¢les animaux

Une méme série d’expériences a été réalisée chez le lapin, le rat et la souris au cours
desquelles les effets hypotenseurs de la BK (1 nmole/kg) et de la rHP (1-10-100
nmoles/kg) injectées par voie i.v. ou i.a. ont été mesurés (fig. 18). Pour la BK, nous
n’avons pas dépasser la dose de 1 nmole/kg car, en plus grande quantité, elle pouvait étre

1étale pour les animaux €tudiés.

Une fois de plus, ces deux peptides entrainérent une baisse de pression transitoire de
courte durée, et ce dans tous les modéles animaux étudiés. Sur une base équimolaire, par
contre, les réponses a la 7HP étaient beaucoup plus faibles (10-200 fois) que les réponses

ala BK.
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Figure 17. Tracés typiques des effets hypotenseurs de la BK et 7HP suite a leur
injection par veie intraveineuse (i.v.) et intra-artérielle (i.a.) chez le lapin anesthésié.
Des doses de 100 nmoles/kg pour '#7HP et de 0.1 nmole/kg pour la BK furent utilisées.
Abscisse: temps (min). Ordonnée: Pression artérielle (mmHg). L’administration des
composés est représentée par les fleches. Les résultats sont représentatifs de 5 a 10
expériences.
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Figure 18. Effets hypotenseurs de la BK et la rHP administrées par voie
intraveineuse (i.v.) ou intra-artérielle (i.a.) chez diverses espéces animales. A) lapin,
B) rat et C) souris anesthésiés. n =35 3 9 expériences différentes. . " p<0.01 et "™ p <
0.001 versus 7HP 100 i.v. ¥ p < 0.001 versus 7HP 1ia. =~ p<00let  p <0.001

versus BK i.v.
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12.3. Inactivation cardiaque/pulmonaire des peptides

Comme prévu, I’effet hypotenseur de la BK administrée par voie i.v. est plus faible
que celui engendré par une méme dose administrée par voie i.a (fig. 17). Cela sous-
entends la présence d’un mécanisme d’inactivation cardiaque/pulmonaire auquel la BK
est susceptible. En revanche, I’hypotension produite par I’injection de la YHP ne présente
aucune différence en fonction de la voie d’administration (voir tableau II). Le
mécanisme d’inactivation cardiaque/pulmonaire est présent dans tous les modéles
animaux étudiés tel que démontré par une baisse significative (P < 0,001 chez le lapin et
le rat et P < 0,01 chez la souris) de la réponse a la BK injectée par voie 1.v. par rapport a
I’injection d’'une méme dose par voie i.a (fig. 18). Contrairement a la BK, la 7HP n’est

pas susceptible au mécanisme d’inactivation, quel que soit le modéle animal a I’étude.

12.4. Activité biologique du métabolite de la rHP, généré par ’ECA, chez le lapin

Nous savons qu’il existe un mécanisme d’inactivation cardiaque/pulmonaire chez le
lapin et que ce dernier est imputable a I’activité de 'ECA présente a la surface des
cellules endothéliales de ces deux organes. Nous savons également que ’ECA peut
dégrader la rHP, in vitro, mais que ce phénoméne ne se refléte pas in vivo. Par
conséquent, nous avons synthétisé et testé in vivo le produit de ’hydrolyse de la rHP par
I’ECA, a savoir le fragment 1 3 7 de rHP (PVNFKFL). Nous voulions vérifier si le
peptide conservait son activité biologique aprés avoir été dégradé par TECA. Malgré les
fortes doses utilisées (100 et 1000 nmoles/kg), I’injection i.a. du métabolite ne parvint pas

a produire d’effets hypotenseurs (n = 3).
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12.5. Effets de divers traitements sur la réponse a #HP chez le lapin

Les effets des traitements avec le captopril, le LPS et le HOE 140 sur la réponse a la
BK (0,1 nmole/kg) et a la ¥HP (100 nmoles/kg) chez le lapin sont présentés au tableau III.
Nous constatons que, contrairement a la BK, la 7HP est non seulement insensible a
I’inactivation cardiaque/pulmonaire, mais que I’administration de captopril (100 pg/kg)

1.v. ne parvient pas a potentialiser I’effet hypotenseur de ce dernier.

L’injection de HOE 140 (500 nmoles/kg), un antagoniste sélectif du récepteur B, des
kinines, avant I’administration i.a. de HP n’inhibe pas la réponse hypotensive a ce
peptide. La réponse a la BK, au contraire, est complétement supprimée par un tel

traitement.

Finalement, on note une potentialisation (2 4 2,6 x) de I’effet de rHP chez les lapins
traités au LPS comparativement aux animaux contrdles (P < 0,001). De plus, ce
traitement semble également potentialiser (2,8 x) I’effet hypotenseur de la BK injectée

par voie 1.v. (P <0,01) sans influencer la réponse a une méme injection i.a. de BK.
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Tableau II1

Effets de divers traitements sur la réponse a 7HP et BK chez le lapin anesthésié.

Hypotension (en mmHg) engendrée par :

rHP BK
Voie d’administration 100 nmoles/kg 0,1 nmoles’kg
Intraveineuse (i.v.)

Contréle -3,7+£0,2 -40+0,5

+ Captopril (100 pg/kg i.v.) 57+1,1 224+23""
+LPS (50 pg/kgiv.) 98+19 11225
+ LPS et Captopril -78+14 -20,1 £ 3,7
Intra artérielle (i.a.)

Controle -3,9+0,4 23,6217
+ HOE 140 (500 nmoles/kg i.v.) -5,1+0,7 -1,3+0,4 58
+LPS (50 pg/kg iv.) 10,5+ 1,1 224+14"

Note: Les valeurs de la réponse hypotensive correspondent a la moyenne
+ E.S. de 3-12 expériences indépendantes. ' p < 0,001 versus rHP
contrdle. . p< 0,001 versus BK i.v. controle. ~ p< 0,01 versus BK i.v.
controle. 3% p< 0,001 versus BK i.a. controle.
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12.6. Activité biologique des isoformes de I’HP chez le rat et le lapin

L’étude comparative de I’activité biologique des différentes isoformes de I'HP
étudiées chez le lapin et le rat (fig. 19) ne produisit pas de résultats statistiquement
significatifs. Cependant, il semble que les différences entre ces deux isoformes puissent
produire une réponse hypotensive plus importante dans [’animal auxquels elles se
rattachent. Ainsi, les effets hypotenseurs de la 7HP étaient trois fois plus grands que ceux
de hlIsHP lorsque ces deux composés €taient administrés chez le rat. Inversement, la
hiIsHP engendrait une réponse trois fois plus forte que la 7HP quand les deux isoformes
étaient administrées a des lapins. D’autres expériences sont a prévoir sur un plus grand
nombre d’animaux afin de déterminer si le seuil de significativité statistique (p < 0,05)

entre les activités biologiques des deux isoformes de I’HP testées peut étre atteint.
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Figure 19. Effets hypotenseurs de la rHP, la hIsHP et la BK administrées par voie
i.v. chez A) le rat et B) le lapin. n = 3.
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DISCUSSION

Cette étude apporte de nouveaux arguments en faveur d’un réle de I’hémoglobine plus
grand que celui de simple transporteur d’oxygeéne et de dioxyde de carbone. De
nombreuses études tendent i le démontrer. BRANTL ef al. (1986) furent parmi les
premiers a observer que le traitement de 1’hémoglobine bovine avec des protéases
entrainait la formation de peptides ayant une activité semblable a celle des opiacés. Ce
n’est qu'au début des années 1990 que GLAMSTA er al. (1991 ; 1992 ; 1993)
confirmérent la présence endogéne de ces composés chez ’homme. On donna le nom
d’hémorphines a ces peptides issus de la dégradation des chaines B et & de I’hémoglobine.
Finalement, le groupe d’IVANOV et al. (1997) postula que 1’hémoglobine servirait
également de source a divers peptides endogénes biologiquement actifs. Les travaux de
ce groupe mirent a jour une pléthore de nouveaux peptides couvrant pratiquement
I’entiére séquence des chaines o et p de I’hémoglobine. Plusieurs de ces peptides
nouvellement découverts présentaient des activités biologiques distinctes. Selon ces
auteurs, ’hémoglobine subirait une premiére hydrolyse par des protéases entrainant la
formation de fragments de 30-60 acides aminés. Ces fragments seraient ensuite
hydrolysés soit par des protéases, soit par des carboxy- et aminopeptidases pour former
une multitude de peptides (IVANOV et al., 1997). Nous croyons que I’hémopressine est
libérée de I’a-hémoglobine par ce méme processus. Cependant, les connaissances reliées
aux enzymes impliquées dans la formation des peptides dérivés de I’hémoglobine sont
encore trés limitées. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de pouvoir les

identifier clairement.
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Grice a la synthése en phase solide de type « a débit continu » et a la stratégie Fmoc,
il a été possible de synthétiser la BK, les isoformes de I'HP et le métabolite »HP(1-7)
sans problémes. A partir de 0,5 g de résine Tentagel S PHB-His(Trt)-Fmoc substituée a
0,19 méq/g et en utilisant quatre fois plus d’acides aminés pour le couplage, nous avons

obtenu environ 70 mg de peptide purifié par synthése.

L’étude in vitro de la dégradation des isoformes de ’HP par ’ECA a permis d’établir,
qu’a l'instar de la BK, elles sont toutes deux hydrolysées par ’ECA de poumon de lapin.
L’hydrolyse de la rHP par PECA entraine la formation du fragment #HP(1-7), et si on
prolonge le temps d’incubation on voit également apparaitre le fragment #HP(1-5). Nous
avons observé le méme phénoméne avec la BK, confirmant ainsi les résultats rapportés a
mainte reprise dans la littérature (DORER ez al., 1974 ; SOFFER et al., 1974 ; JASPARD
et al., 1993). Ceci est en accord avec I’activité dipeptidyle carboxypeptidase rapportée
pour ’ECA (JASPARD ef al., 1993). L’ajout de 1 uM de captopril au tampon de
digestion inhibe complétement la dégradation des trois peptides par I’ECA. En
comparant les vitesses auxquelles ces substrats sont métabolisés par I’ECA, on remarque
que la 7HP est hydrolysée beaucoup plus rapidement que les deux autres peptides. Cette
différence dans le métabolisme pourrait s’expliquer par le fait que le site de clivage de la
rHP est plus hydrophobe que celui de la BK. Les travaux de FERNANDEZ et al. (2004)
ont démontré que la liaison du substrat aux sites catalytiques de 'ECA dépend des
interactions hydrophobes et du réseau de ponts hydrogéne des acides aminés situés de

part et d’autre du site de clivage du substrat.
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Dans la premiére série d’expériences réalisées chez le lapin, nous avons utilisé un
anesthésiant composé d’un mélange de kétamine et de xylazine. Bien que ce dernier
réduise de fagon considérable la pression artérielle moyenne de base chez le lapin (voir
tableau 1V), nous avons tout de méme été en mesure d’observer des hypotensions
significatives suite a I’injection de la BK et la ¥fHP dans cette espéce animale. Des
mesures ont été prises afin de minimiser I’'impact de I’anesthésiant sur notre étude. Une
dose de maintient de kétamine/xylazine était administrée a toutes les 30 min et suivant
cette administration, nous attendions que la PAM se stabilise avant d’injecter les
composés. Le pentobarbital a un effet moins marqué que le mélange kétamine/xylazine
sur les parameétres hémodynamiques comme en témoignent les valeurs du tableau IV.
Les données des paramétres hémodynamiques des lapins anesthésiés au pentobarbital,
traités ou non avec le LPS, sont trés semblables a celles des animaux éveillés et non-
traités. Cependant, ’administration des doses de maintien du pentobarbital produisait
une hypotension transitoire. Nous avons donc attendu que la PAM revienne a sa valeur

de base avant de procéder a I’administration des composés étudiés.

L’analyse comparative des réponses a la BK et aux isoformes de I’'HP in vivo a
démontré que, conformément aux observations de RIOLI et al. (2003), la BK et #HP sont
des agents hypotenseurs et I’intensité des réponses ainsi engendrées dépend de la dose du
produit administré. Parallélement, la AIsHP (I’isoforme qu’on retrouve a la fois chez le
lapin, la souris et I’homme) entraine également une hypotension chez le lapin.
Cependant, chez le rat, nous avons observé que I’hypotension induite par la HP est

beaucoup plus faible que ce qui avait initialement été rapporté par I’équipe de RIOLI e
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al. (2003). Sur une base équimolaire, I’injection par voie i.v. de ¥HP produisait une
réponse hypotensive 10 fois moins forte que celle de la BK et cette différence atteignait
un facteur de 200 lorsqu’on comparait les injections de ces mémes composés par voie i.a.
La faible activité de I’HP suggére que ce peptide ne jouerait pas un rdle substantiel dans
la régulation de la pression sanguine. Cependant, nous ne devons pas rejeter trop
hativement 1’hypothése de RIOLI et al. (2003). Prenons le cas des hémorphines : leurs
affinités pour le récepteur p des opiacés est de I’ordre du pM, 1000 fois plus faible que
celle de 1a B-endorphine (ZADINA et al., 1997). Cependant, les niveaux plasmatiques
d’hémorphine-7, par exemple, sont 1000 fois plus élevés que ceux de la B-endorphine
(NYBERG ezt al., 1997). Ces taux plasmatiques élevés compensent probablement pour la
faible affinité des hémorphines sur le récepteur p des opiacés. En ce qui concerne I’HP,
nous serons en mesure d’évaluer I’'impact de ce peptide seulement lorsque nous

connaitrons ses taux plasmatiques.

Puisque le groupe de RIOLI et al. (2003) tirait des conclusions plutot larges a partir
d’observations réalisées sur un seul modele animal (le rat), nous avons testé la réponse a
la rHP sur différentes espéces, a savoir la souris, un rongeur, et le lapin, qui appartient a
’ordre des lagomorphes. En plus de produire une hypotension chez le rat, I’injection i.v.
et i.a. de rHP provoqua également une hypotension transitoire de courte durée chez le
lapin et la souris. Il semblerait donc que ce systéme peptidergique ne soit pas exclusif
aux rongeurs puisqu’on le retrouve également chez le lapin. Le systéme, présent chez un
ancétre commun, pourrait avoir été conservé au cours de I’évolution des lagomorphes et

des rongeurs.



62

Nous avons ensuite comparé ’efficacité des deux isoformes de I’HP a induire une
hypotension chez leur espéce animale respective ainsi que chez ’autre espéce. Cela nous
a permis de déterminer si la différence entre les deux isoformes était suffisamment
importante pour permettre une spécificité de la #HP pour son espéce. Puisque la rHP
semble produire une réponse hypotensive plus importante chez le rat, il y aurait donc une

certaine spécificité de I’isoforme de I’HP en fonction de I’espéce.

Contrairement a ce qui a été rapporté par le groupe de RIOLI ez al. (2003), nous avons
été incapable de mettre en évidence un mécanisme d’inactivation cardiaque/pulmonaire
de la rHP par PECA, quel que soit le modéle animal étudié, alors qu’il était
indubitablement présent et actif comme en témoignent les résultats des expériences
obtenues avec la BK. La BK est plus active lorsque administrée par voie 1.a. plutdt que
i.v. (court-circuitement du mécanisme d’inactivation cardiaque/pulmonaire) et elle est
également plus active lors de son administration i.v. suivant un traitement au captopril
une demie heure plus t6t (inhibition de ’ECA cardiaque et pulmonaire). Cette différence
entre le métabolisme de la rHP in vitro et in vivo aurait pu étre due a une équivalence de
Pactivité biologique de la 7HP et de son métabolite rHP(1-7). Cette hypothése était basée
sur I’observation de divers systémes peptidergiques de récepteurs couplés aux protéines
G (ex. neurokinines, kinines, peptides opioides, nociceptine, angiotensine et CGRP) pour
lesquels I’hydrolyse du peptide biologiquement actif par des peptidases peut entrainer la
formation de fragments ayant conservé une activité biologique semblable ou différente de
celle du peptide initial (HALLBERG et al., 2003). Cependant, comparativement a la

rHP, rHP(1-7) ne produisit pas de réponse, in vivo, a des doses de 100 et 1000 nmoles/kg.
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L’absence d’un métabolisme de I’HP par les peptidases pulmonaires est semblable a
ce qui est observé pour I’angiotensine II (VANE, 1968) : il est probable que I’'HP soit
inactivé dans les lits capillaires périphériques plutét qu’au niveau du poumon. Il se
pourrait aussi que I’HP interagisse avec des protéines plasmatiques in vivo, lui conférant
une certaine résistance a la dégradation par ’'ECA endothéliale. LINEHAN ez al. (1989)
ont observé que le tripeptide synthétique [*H]benzoyl-phenylalanyl-alanyl-proline
(BPAP), un substrat de ’ECA, pouvait se lier a I’albumine plasmatique et ainsi échapper
partiellement a la dégradation cardiaque/pulmonaire. L’angiotensine II peut, elle aussi,
se lier a plusieurs protéines plasmatiques, dont la y-globuline et I’a2-macroglobuline
(EGGENA et al., 1973), ce qui la protége probablement d’un éventuel métabolisme
pulmonaire. Il est toutefois possible que la 7HP agisse a la fois de fagon directe au niveau
de la micro-circulation artérielle et indirecte via des médiateurs, tels le NO et le PGI;,
relichés par les cellules endothéliales de la micro-circulation pulmonaire. Cela
contribuerait a [Peffet périphérique global, i.e. une diminution de la résistance
périphérique vasculaire. Ce phénomene a déja été observé pour les kinines par
LAMONTAGNE ef al. (1996). Ceci n’exclu en rien la possibilité qu’une fraction de rHP
soit métabolisée par ’ECA cardiaque/pulmonaire. Quant a I’effet de potentialisation de
I’énalapril rapporté par I’équipe de RIOLI e al. (2003), il est probable qu’il provienne
d’une inhibition non-spécifique de plusieurs peptidases par 1’énalapril. Les inhibiteurs
des peptidases sont habituellement spécifiques a une concentration donnée (généralement
faible) et plus on augmente leur concentration, plus on court le risque d’inhiber d’autres
peptidases. SKIDGEL (1992) observa que des inhibiteurs de I’ECA pouvaient inhiber

d’autres peptidases de fagon non-spécifique. La forte dose d’énalapril, 2 mg/kg (i.v.),
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utilisée par I’équipe de RIOLI er al. (2003) pourrait donner de la crédibilité a cette

hypothése.

L’injection i.v. de HOE 140 2,5 min avant I’administration de rHP ne parvint pas a
inhiber I’effet hypotenseur de ce peptide. Puisque cet antagoniste est spécifique pour le
récepteur B, des kinines (WIRTH ef al., 1991), nous pouvons en déduire que la réponse a
rHP ne passe pas par la production endogéne et la relache intravasculaire de BK, laquelle
agirait via son récepteur de type B,. Le traitement des lapins avec le LPS s’avéra efficace
pour potentialiser la réponse a la #fHP. La réponse obtenue était environ deux a trois fois
plus forte chez les animaux traités avec le LPS que chez les lapins non-traités. La
réponse aux injections i.v. de BK était également potentialisée par le traitement au LPS.
A priori, on pourrait croire que la potentialisation de la BK par le LPS pouvait étre
expliquée par le fait que le LPS avait induit I’expression du récepteur B; des kinines
(REGOLI et al., 1981 ; DONALDSON et al., 1997). Normalement, la conversion de la
BK en DBK (un agoniste du récepteur B;), sous I’action des carboxypeptidases M et N,
met un terme & I’effet de la BK sur le récepteur B, des kinines et lorsque le récepteur B,
est exprimé, ’effet de la BK peut dépendre de sa conversion en DBK (HALL, 1992).
Cette hypothése a été écartée puisqu’il aurait fallu que les injections i.a. de BK soient
également potentialisées, ce qui n’était pas le cas. Il semblerait donc que le dit
mécanisme d’inactivation cardiaque/pulmonaire soit modulé a la baisse suite au
traitement avec le LPS. Or SAIJONMAA et al. (2001b) ont établi que I’expression de
PECA était modulée a la baisse par I’'IL-1P et le TNF-a, deux cytokines connues pour

jouer un role au niveau de la septicémie (CAILLE et al., 2004). Qui plus est, certains
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produits générés par la COX-2, I’isoforme inductible de la COX, seraient également des
modulateurs négatifs de I’expression de 'ECA (SAIJONMAA et al, 2001a). 1l se
pourrait également que ’augmentation de la production de NO suite a I’induction de la
iNOS inhibe directement ’ECA (ACKERMANN et al., 1998) en nitrosylant des résidus

cystéine et tyrosine via la formation de peroxynitrite.

Puisque la rHP est insensible au mécanisme d’inactivation cardiaque/pulmonaire, la
modulation de ’expression de I’ECA ne peut expliquer la potentialisation de ses effets
hypotenseurs par le traitement avec le LPS. 1l est probable que ce phénoméne de
potentialisation par le LPS soit la résultante de I’induction du récepteur de la rHP, a
I’instar du récepteur B; des kinines (MARCEAU et al,, 1998). La potentialisation
pourrait également étre causée par I’induction de la COX-2. L’activation de la PLA;
suite a I’interaction d’un récepteur couplé aux protéines G avec son ligand entraine la
libération d’acide arachidonique (BROWN & ROBERTS, 2001) qui peut ensuite servir a
la synthése de prostaglandines via la COX-1 et -2 (SIMMONS et al., 2004). Oril a été
démontré que la COX-2 était induite suite a un traitement au LPS (LIU et al., 1996). Si
cette enzyme est également impliquée dans la cascade de signalisation du récepteur a HP,
on peut croire que ’induction de la COX-2, et donc ’augmentation de la quantité de
COX présente, engendrerait une synthése plus importante de PGI,. Celui-ci est connu
pour étre le prostanoide majeur sécrété par les cellules endothéliales et I’interaction avec
son récepteur a la surface des cellules musculaires lisses vasculaires entraine une
vasodilatation (SIMMONS et al., 2004). Qui plus est, on a remarqué que le NO

potentialisait la production de prostaglandines dans les cellules exprimant la COX-2 et la
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iNOS de fagon concomitante. Ce phénomeéne a été constaté dans plusieurs cultures
cellulaires et modéles in vivo (GOODWIN ef al., 1999). Cette production accrue de PGI,
pourrait expliquer pourquoi il y a potentialisation de la réponse a ’HP. L’induction de
I’expression de ces protéines pourrait également expliquer la grande divergence entre la
puissance des effets hypotenseurs rapportée par RIOLI ef al. (2003) et celle observée
dans la présente étude. 1l est possible que les animaux utilisés par ce groupe aient été

préalablement sensibilisés par un agent pathogéne avant d’étre utilisés.

Récemment, DALE et al. (2005) ont remarqué que, chez des rats rendus
hyperalgésiques par des injections sous-cutanées de carraghénine ou de bradykinine, un
traitement avec de I’7HP pouvait prévenir le phénoméne d’hyperalgésie. Ceci nous
rappelle les hémorphines, des peptides aux actions pléiotropiques provenant également de
’hémoglobine ; ces derniers produisent I’analgésie (BRANTL ef al., 1986) et une chute
de la tenson artérielle (LIEBMAN ef al. 1989). Ainsi, le role principal de ’HP n’est
peut-étre pas de moduler la pression sanguine, mais plut6t de diminuer la douleur, tel que

proposé par DALE et al. (2005).



67

CONCLUSION

Les données présentées dans ce mémoire nous permettent de tirer les conclusions
suivantes : 1) L’HP est un agent hypotenseur ; cet effet a été observé dans les trois
espéces animales étudiées. Nous avons démontré la faiblesse de I’effet hypotenseur de
I’HP en comparaison a celui de la BK. L’impossibilité de reproduire les forts effets
hypotenseurs observés par RIOLI et al. (2003) chez le rat demeure sans explication.
Deux isoformes de 'HP ont été identifiées et testées ; celles-ci semblent montrer des
activités biologiques supérieures chez les espéces animales desquelles elles originent. 2)
In vitro, sous ’effet de 'ECA, ’HP est métabolisée en des fragments inactifs (HP 1-7,
HP 1-5), du moins en ce qui concerne |’effet hypotenseur. Cependant, in vivo, il n’y a
pas de preuves d’un tel métabolisme comme le démontre la comparaison des effets
hypotenseurs du peptide administré par voie i.a. et i.v. (comparaison tenant compte de la
circulation pulmonaire qui est déterminante pour la dégradation des peptides) chez les
trois espéces animales étudiées. De plus, le traitement avec le captopril chez le lapin ne
parvient pas a potentialiser les effets de la 7HP injectée par voie 1.v., contrairement a ce
qui est observé avec la BK. 3) La réponse a I’HP ne passe pas par I’activation du
récepteur B, des kinines, mais elle est potentialisée par le LPS, suggérant que des
éléments fonctionnels du systéme de I’HP sont induits et/ou sensibilisés par cette toxine
bactérienne. L’HP pourrait donc avoir un réle a jouer dans les conditions ou I’on
retrouve une hémolyse importante associée a une libération de médiateurs pro-
inflammatoires. De telles conditions se retrouvent, entre autres, dans certaines maladies
infectieuses, dont la septicémie, ainsi que la malaria, les briilures graves et certains types

d’envenimation (JENG & GLADER, 2004).
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PERSPECTIVES

Cette étude ne répond seulement qu’a quelques questions a propos des roles potentiels
que pourrait jouer I’HP en physiologie cardiovasculaire ; nous sommes loin d’avoir fait le
tour de la question. Il faudrait notamment mesurer les taux plasmatiques de I’'HP en
conditions normale et pathologique (i.e. lors de septicémie) afin de déterminer s’ils sont
suffisamment importants pour moduler la pression sanguine. La détection et la
quantification de I’HP pourraient étre réalisées a 1’aide d’anticorps dirigés contre ce
peptide. En utilisant la forme radiomarquée de I’HP, il serait possible de suivre la
dégradation de ce peptide in vivo en analysant par HPLC des échantillons de sang
prélevés a intervalles réguliers. Le séquengage des fractions radioactives nous fournirait
sans doute un peu plus d’information sur les enzymes impliquées dans le métabolisme de
I’HP. La mise au point de préparations pharmacologiques vasculaires répondant a ’'HP
serait déterminante pour identifier et caractériser le récepteur de 'HP. De plus, afin de
mieux comprendre le mécanisme d’action par lequel HP diminue la pression sanguine, il
serait intéressant d’étudier les seconds messagers tels le NO, les prostaglandines et
I’EDHF pouvant étre libérés a partir de I’endothélium sous I’effet de ’HP. Ceci pourrait
étre réalisé grace a des inhibiteurs commercialement disponibles (ex. : indométacine, L-

NAME, etc.).
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