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PREAMBULE

Cette these est le fruit de 3 années et demie de travail au sein de 1’équipe 2 U872 du
Centre de Recherche des Cordeliers. Il fait suite a un travail débuté en Master 2 en 2008-
2009. Cette thése a nécessité un travail a temps plein les 2 premieres années. L’année et
demie suivante a été partagée entre le travail de recherche et d’écriture et une activité clinique
au sein du service de Diabétologie du Pr Michel Marre au CHU Bichat-Claude Bernard.
L’activité de recherche a temps plein m’a ainsi permis de réaliser moi-méme la majorité des
expériences présentées dans cette these, avec 1’aide bien slr de mes partenaires de travail.

Mon travail porte sur le systéme kallicréine kinine et le diabete. Le systéme kallicréine
kinine est un systéme peptidique vasomoteur étudi¢ depuis plusieurs années au sein du
laboratoire qui a méme développé une modele génétique d’étude de ce systéme. De par ma
formation médicale et ma spécialisation en endocrinologie et plus spécialement en
diabétologie, mon travail a donc été d’étudier le role de ce systeme dans le diabéte et ses
complications.

La premicre partie de mon travail, qui fait suite a mon travail de M2, a porté sur le role
du systeme kallicréine kinine dans le développement des anomalies métaboliques du diabete
de type 2. Ce travail, bien que basé sur 1’é¢tude de plusieurs modeles, a la fois murins et
humains, n’a pas permis de confirmer nos hypotheses de départ. La deuxiéme partie s’intégre
dans une approche thérapeutique nouvelle par utilisation d’agonistes spécifiques des
récepteurs des kinines, récemment développés par une équipe universitaire québécoise. Les
effets de ces agonistes ont été étudi¢ dans un modéle d’ischémie-reperfusion cardiaque.

Le travail présenté ici a été soutenu et permis financiérement par une allocation

recherche de la SFD en 2011, et I’obtention d’un poste d’accueil INSERM en 2011.
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Il a permis la rédaction de deux articles dans des journaux internationaux a comité de
lecture, une communication orale au congres de la Société Francophone du Diabéte (SFD), et
un poster au congres de 1’American Diabetes Association (ADA). Cette these est construite
autour de ces deux articles, le premier est en resoumission apres révision dans Journal of
Endocrinology et le deuxiéme est publié dans Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics. Elle débute par une introduction générale sur le systeme kallicréine kinine, le
diabete et leurs relations. Chaque article est précédé d’une introduction et suivi par une
conclusion spécifique ou les résultats sont discutés plus en détail que ce que ne permet une

discussion d’article. Enfin une discussion et une conclusion générale ferment ce travail.

En espérant que vous prendrez plaisir a lire ce travail, bonne lecture !
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MAPK
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PAM
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PI3K
PK
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Glycogen synthase kinase 33
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CHAPITRE I : LE SYSTEME KALLICREINE-
KININES

1. INTRODUCTION

Le systeme kallicréine-kinines (SKK) est un systéme peptidique vasoactif ayant une
puissante action vasodilatatrice. Il est composé d’enzymes activatrices, appelées kallicréines,
de leurs substrats, les kininogénes et de peptides vasoactifs, appelés kinines agissant sur deux
types de récepteurs : Bl et B2 (Figure 1). Ce systeme participe de facon importante a la
régulation et au maintien du tonus vasculaire en agissant sur I’endothélium vasculaire. Son
action est régulée entre autres par I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA) également
appelé kininase II. Ce dernier permet le couplage du SKK a un autre systeme peptidique
vasomoteur qui a une action vasoconstrictrice, le systéme rénine-angiotensine (SRA).L’ECA
active le SRA et inhibe le SKK, permettant ainsi la régulation du tonus vasculaire. Le SKK
est également impliqué dans de nombreux autres processus physiologiques ou
physiopathologiques. Son rdle dans les pathologies & composantes vasculaires est bien montré
notamment la néphropathie diabétique. Mais il existe aussi de nombreuses données en faveur
d’une implication du SKK dans le développement et la progression de diverses pathologies ne
faisant pas intervenir directement 1’action des kinines sur 1’endothélium. Parmi ces
pathologies, il semble que le SKK soit impliqué dans les complications du diabéte mais
¢galement dans le développement des anomalies métaboliques conduisant au diabéte. 11 existe
¢galement de nombreuses données en faveur d’un réle du SKK dans I’ischémie-reperfusion
cardiaque. L’objectif du travail présenté dans cette theése est d’étudier le role du SKK dans le
métabolisme glucidique et dans les Iésions d’ischémie reperfusion cardiaque a 1’aide

d’approches expérimentales génétique et pharmacologique.

10
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2. COMPOSANTS DU SYSTEME KALLICREINE KININES

2.1. Kininogénes

Les kininogenes sont des glycoprotéines issues de 1’épissage alternatif d’un seul geéne de
11 exons localisé sur le 3™ chromosome chez I’homme. Il en existe deux types: le
kininogéne de bas poids moléculaire (KBPM, 66 kDa) et 1 kininogéne de haut poids
moléculaire (KHPM, 110 kDa). Ils sont synthétisés principalement au niveau du foie mais ont
¢té¢ également mis en évidence dans d’autres organes (rein, cceur, endothélium) et sont
présents en quantit¢ importante dans le plasma. Les deux types de kininogénes ont en
commun leur chaine lourde, constitué des domaines 1 a 4, qui leur confére des propriétés
antiprotéasiques non spécifiques. Le domaine 4 constitue la partie kininoformatrice. Les
kininogenes différent par leur chaine 1égére, de bas ou de haut poids moléculaire. La chaine
1égere de haut poids moléculaire confére ainsi a ce kininogéne une propriété de cofacteur de la
coagulation (activité procoagulante) alors que celle de bas poids moléculaire n’a pas de

fonction connue.

2.2. Kallicréines

Les kallicréines sont des sérine-protéases parmi lesquelles on distingue la kallicréine
plasmatique (PK) et la kallicréine tissulaire (TK). La TK fait partie d’une grande famille
appelée « kallicréines tissulaires », composée de 14 kallicréines et dont les fonctions sont trés
variées mais toutes différentes de la TK dont nous parlerons.

La kallicréine plasmatique est codée par un seul gene de 15 exons et synthétisée au niveau
du foie sous forme d’un précurseur inactif, la prékallicréine. Elle circule dans les vaisseaux
sanguins sous cette forme, complexée au KHPM. La prékallicréine peut directement étre

activé en PK par le facteur de coagulation XIIa. Elle peut aussi étre activée par le KHPM. La

11
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prékallicréine ainsi activée en PK, libere la bradykinine (BK), nonapeptide vasoactif, a partir

du KHPM.

Alors qu’un seul géne code pour la kallicréine plasmatique, le géne de la kallicréine
tissulaire (TK) appartient a une famille de génes codant pour des protéines de structure plus
ou moins proche, globalement appelées « kallicréines tissulaires ». La kallicréine tissulaire
(produit du gene KLK1 chez I’homme et Klk1 chez la souris) semble étre la seule enzyme de
cette famille qui permet de générer des kinines in vivo a partir de kininogenes. Elle est
exprimée dans plusieurs tissus : les glandes exocrines, salivaires, le pancréas, les reins, le
ceeur, les vaisseaux sanguins (cellules endothéliales et cellules musculaires lisses), le cerveau
et les muscles squelettiques. La TK, initialement synthétisée sous forme d’une proenzyme, la
prokallicréine, est activée par coupure protéolytique. Chez I’homme et la majorité des
mammiferes, la TK libére un peptide de 10 acides aminés, la lysyl-bradykinine, appelée aussi
kallidine (Lys-BK ; KD) a partir du KBPM et du KHPM. 1l est a noter que chez le rat et la
souris, la partie amino-terminale du kininogene ne contient pas la séquence Met-Lys-Arg
présente chez I’homme : ainsi, la kallicréine tissulaire murine libére exclusivement de la
bradykinine et non de la kallidine, a partir des kininogeénes. La kallicréine tissulaire est, in

vivo, la principale enzyme de formation des kinines.

12
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Kininogene Kininogene
BPM HPM
RN / Kallicréine
Kallicréine plasmatique
471 tissulaire \*\*
ECAZEPN [~ apWN ECA/EPN
P ys- radykinine PP
Fragments Kininase I \ﬂ / Kininase I Fragments
inactifs ™ inactifs
Récepteur B2
v
ECA2 0 AP M/N ECA2
PP Des-Arg~-KD ————>| Des-Arg’-BK APP

\“[/

Récepteur Bl

Figure 1 : Principales voies de synthese et de dégradation des kinines. HPM : bas poids
moléculaire ; HPM : haut poids moléculaire; Lys-BK : Lysyl-bradykinine ou kallidine (KD) ;
ECA : Enzyme de conversion de 1’angiotensine I; EPN : Endopeptidase neutre; APP :

Aminopeptidase P ; AP M/N : carboxypeptidase M ou N.
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2.3. Kinines

Les kinines appartiennent a une petite famille de peptides incluant la bradykinine (BK), la

kallidine et leurs métabolites actifs dépourvus de 1’arginine en position carboxyterminale

(Figure 2).

N-l1 2 3 4 5 6 7 8 9 10-C
Bradykinine (BK): Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
Kallidine (KD) ouLysBK: Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
desArgg-BK: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-OH
desArglO-KD: Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-OH

Figure 2 : Séquence en acides aminés des principaux peptides naturels de la famille des
kinines chez I’homme

Les kinines exercent leurs activités pharmacologiques en stimulant des récepteurs a 7
domaines transmembranaires couplés aux protéines G : les récepteurs B2 (B2R) et B1 (BIR).
La BK et la KD sont des agonistes endogénes des récepteurs B2 tandis que la des-Arg’-BK et
la des-Arg'-KD sont les agonistes préférentiels des récepteurs Bl. La spécificité

pharmacologique de chacun de ces peptides réside dans leur partie carboxyterminale.
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2.4. Kininases

Le temps de demi-vie des kinines dans le plasma est trés court ; celui de la BK n’excéde
pas quelques secondes. En effet, les kinines subissent une dégradation métabolique rapide par
des amino-, carboxy- et endopeptidases appelées kininases qui aboutissent a la production de
plusieurs métabolites actifs ou inactifs. In vivo, quatre enzymes sont principalement
impliquées dans cette dégradation : la kininase I qui regroupe les carboxypeptidases M et N,
I’enzyme de conversion de I’angiotensine I (ECA) ou kininase II, I’endopeptidase 24-11 ou
endopeptidase neutre et I’aminopeptidase P (Figure 1). Il a ét¢ montré que I’ECA est la
principale enzyme de dégradation des kinines chez I’homme dans le plasma (1). Ces kininases
sont trouvées de fagon ubiquitaire notamment dans les cellules endothéliales, les cellules de la

bordure en brosse du tubule contourné proximal et du tubule distal rénal, et dans le sang.

La kininase I est une exopeptidase circulante synthétisée dans le foie (carboxypeptidase
N), ou membranaire présente dans le rein, les poumons et 1’endothélium vasculaire
(carboxypeptidase M). Elle appartient a la famille des métalloprotéases a zinc. Cette enzyme
est particulierement importante car elle produit les seuls métabolites de la BK ou de la KD
ayant une activit¢ biologique significative, la des-Arg’-BK et la des-Arg’-K-BK
respectivement. De plus, ces voies, physiologiquement mineures, deviennent importantes

lorsque ’ECA est inhibée.

La kininase II, plus communément appel¢ 'ECA, codé par un seul gene, est une
ectoenzyme membranaire. Elle est principalement exprimée au niveau de I’endothélium
vasculaire pulmonaire mais également au niveau des cellules de la bordure en brosse du
tubule contourné proximal et du tubule distal rénal, de I’intestin et du placenta. La BK

circulante est donc principalement inactivée lors de son passage dans les poumons (2). L’ECA
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représente 1’enzyme majeure responsable de la dégradation des kinines in vivo. Elle agit
comme une dipeptidylcarboxypeptidase en enlevant les deux acides aminés carboxyterminaux
de la BK pour former la BK(1-7) puis la BK(1-5), peptides inactifs. Elle est également
capable de métaboliser la kallidine et la des-Arg’-BK (3).

L’ECA est ¢galement une enzyme clé¢ de I’activation du SRA. Elle catalyse en effet la
conversion de I’angiotensine 1 inactive en angiotensine II, puissant octapeptide
vasoconstricteur. Cependant, parmi tous ses substrats, c’est pour la BK que ’ECA présente la
plus grande spécificité (4). Le SKK est donc couplé négativement au SRA par la kininase II
qui active le SRA et inhibe le SKK. L’action vasomotrice des 2 systémes dans un sens opposé

en fait des systémes de contre-régulation permettant de maintenir ’homéostasie vasculaire.

L’endopeptidase neutre (EPN) clive, comme la kininase II, la liaison Pro7-Phe8 de la
bradykinine mais aussi la liaison Gly4-Phe5 (5). C’est une endopeptidase liée aux membranes
cellulaires, présente en grande quantité sur I’épithélium du tubule proximal du néphron (6).
Elle est ainsi la principale enzyme impliqué dans le métabolisme des kinines dans le rein. Au

contraire de I’ECA, I’EPN ne joue pas de role au niveau plasmatique (7).

L’aminopeptidase P (APP) est une enzyme membranaire ou plasmatique formée par les
cellules endothéliales. Elle clive le premier acide aminé de la BK pour former la BK(2-9).
Elle constitue, au niveau du plasma, la principale enzyme de métabolisation de la des-Arg’-

BK qu’elle dégrade en BK(2-8) (8).

Les aminopeptidases N et M (APN, APM) convertissent la kallidine et la des—Arglo—

kallidine respectivement en bradykinine et en des-Arg’-BK.
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2.5. Récepteurs des kinines

Les kinines et leurs métabolites actifs activent deux types de récepteurs, BIR et B2R. Ces
récepteurs sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G
(RCPG) (Figure 3). Ils sont codés par deux génes différents chez tous les mammiferes (9).
Chez I’homme, ces geénes sont situés sur le chromosome 14, au niveau du méme locus

(14932.1-932.2). Le degré d’homologie de ces genes est assez faible chez ’homme (36%)

(10).

Récepteur B1 humain Récepteur B2 humain
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Figure 3 : Représentation schématique de la séquence peptidique des récepteurs B1 et

B2 (D’aprés (9))

2.5.1. Lerécepteur B2 des kinines

La structure du B2R est typique des RCPG, composé d’une chaine polypeptidique simple
traversant la membrane sept fois, avec un domaine amino-terminal extracellulaire, un
domaine carboxy-terminal intracellulaire, 3 boucles intracellulaires et 3 boucles

extracellulaires. Il est composé de 391 acides aminés chez I’homme (392 chez la souris). Le
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gene humain BDKRB?2 présente une homologie de 80% avec le gene Bdkrb2 du rat et de la

souris.

Contrairement au récepteur Bl qui est inductible, I’expression du récepteur B2 est
constitutive. Il a été identifi¢ dans la plupart des tissus et plus particulierement dans les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules mésangiales,
les cellules épithéliales, certains neurones, les astrocytes et les polynucléaires neutrophiles
(11).

Au niveau cellulaire, la régulation de I’action du B2R se fait essentiellement par la BK.
En effet ’activation du B2R par la BK conduit a une désensibilisation rapide de la cellule
(12). En effet, la stimulation du B2R induit une internalisation rapide de celui-ci, impliquant
la phosphorylation de résidus sérine et thréonine de I’extrémité C-terminale du récepteur (13).
Cependant 1’endocytose induite par la BK est rapidement suivie d’un recyclage du B2R vers
la membrane (14). L’activation du B2R entraine donc un cycle d’endocytose/réexpression
membranaire suite a la phosphorylation/déphosphorylation du B2R. La stimulation chronique
du B2R semble cependant diminuer son expression membranaire probablement du fait de
modifications post-transcriptionnelles (15).

L’expression de B2R est régulée par son activation mais également par I’AMPc et IL1-3
(16, 17). De plus, il a ét€ mis en évidence au niveau du promoteur du gene BDKRB2 des sites
de liaisons a différents facteurs aussi divers que NF-kB, I’activateur de I’'IL-6, p53, et les
estrogenes. Les cytokines pro-inflammatoires ont en effet montré leur capacité a induire une
stimulation de I’expression du B2R dans différents modéles cellulaires (18, 19).

La transduction des signaux par le B2R est relayée par des systemes de seconds
messagers, différents selon le type cellulaire, via 1’activation des protéines G (figure 4).
Principalement impliqué dans la régulation du tonus vasculaire, I’activation du B2R au niveau

de la cellule endothéliale aboutit a la production de facteurs vasodilatateurs : NO, EDHF
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(facteurs hyperpolarisants dérivés de I’endothélium) et prostaglandines. Les principales voies
de signalisation du B2R sont celles des RCPG : la voie des phospholipases et celle des
cyclases. La premiére, impliquant la sous-unité Gog, conduit a I’activation des phospholipases
A2 (PLA2), et C (PLC). La PLC stimule la production d’inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) et
de diacylglycérol (DAG) conduisant respectivement a une augmentation de calcium
intracellulaire et a une activation de la protéine kinase C (PKC). L’augmentation du calcium
intracellulaire conduit a la synthése de NO via I’activation de la eNOS (endothelial NO
synthase). La PKC potentialise 1’action de la PLA2 qui libere ’acide arachidonique a
I’origine de la production de prostaglandines (PGI2) et d’EDHF. Dans la voie des cyclases,
I’activation de I’adénylate ou de la guanylate cyclases conduit a la production d’AMPc et de
GMPc, puissants vasodilatateurs.

Outre ces voies classiques, le B2R serait également 1i¢ a d’autres voies de signalisation
impliquées dans des phénomeénes de prolifération, d’adhésion, de migration et d’apoptose
cellulaire incluant I’activation de protéines a activité tyrosine kinase cytoplasmiques,

I’activation des MAP-kinase (ERK1/2) et la voie JAK/STAT (9).
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Figure 4 : Schéma de I’organisation moléculaire du SKK.

PLA; : Phospholipase A2, ACE : Enzyme de Conversion de I’Angiotensine, Ang I et 11 :
Angiotensine I et II, PLC : Phospholipase C, IP; : Inositol Triphosphate, RS : Réticulum
Sarcoplasmique, NO : Monoxyde d’azote ou Oxide Nitrique, NOS : NO Synthase, Cox :
Cyclo-oxygénase, PGI, : Prostacycline, Ca*" : Calcium, K : Potassium.
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2.5.2. Le récepteur B1 des kinines

Il s’agit également d’un récepteur a sept domaines transmembranaires. Le géne humain du
BI1R (BDKRBI) code pour un peptide de 353 acides aminés et sa séquence présente 70%
d’identité avec le géne Bdkrbl du rat et de la souris. Contrairement au récepteur B2, le BIR
n’est pas exprimé de facon constitutive dans les tissus sains sauf dans quelques especes de
mammiferes comme le chat et le chien (20, 21). C’est en effet un récepteur essentiellement
inductible dont I’expression est régulée. En effet, peu détectable dans les situations
physiologiques, son expression est induite lors de phénomenes inflammatoires d’origines
diverses. Il a ainsi ét¢ montré que les endotoxines bactériennes, les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1f particulierement), mais également le stress cellulaire et 1’ischémie,
¢taient des stimuli induisant son expression (10). L’induction du B1R est médi€e par les voies
de signalisation des MAP-kinase et de NF-kB (22, 23). Induit par I’inflammation, I’activation
du BIR participe également a son amplification. Le BIR est en effet impliqué dans le
recrutement des cellules mononuclées (polynucléaires, monocytes) sur le site inflammatoire et
des souris déficientes en B1R présentent une altération de la réponse inflammatoire cellules-
dépendante (24 , 25).

Une autre différence du B1R avec le B2R est sa quasi absence de désensibilisation apres
stimulation. Le B1R ne possede en effet pas les résidus sérines et thréonines sur son extrémité
C-terminale, et il n’est ainsi jamais phosphorylé méme en présence d’agonistes (26).

Bien que moins bien exploré, il semble que le BIR partage les mémes voies de
signalisation que le B2R. Cependant, la finalité de cette signalisation est différente. En effet,
alors que I’activation du B2R conduit a une augmentation transitoire du calcium
intracellulaire, 1’activation du BIR entraine une ¢€lévation soutenue, en plateau, du calcium
intracellulaire (27). La régulation distincte des récepteurs sur le court-terme (internalisation et

désensibilisation rapide pour le B2R) est probablement a 1’origine de cette différence d’effet.
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BIR B2R

Famille Récepteur couplé aux protéines G | Récepteur couplé aux protéines G
Mode Inductible Constitutif
d’expression
Localisation Cellules endothéliales, cellules | Ubiquitaire

mésangiales, fibroblastes, muscle

lisse
Désensibilisation | Non Oui
Internalisation Non Oui
Agonistes Des-arg’-Bradykinine Bradykinine
préférentiels Des-arg'’-Kallidine Kallidine

Tableau 1 : Résumé des propriétés des récepteurs B1 et B2 des kinines

L

En résumé, le SKK forme donc un systeme peptidique complexe dont 1’activité

principale est une action de régulation du tonus vasculaire via son action sur I’endothélium

(tableau 1). Les peptides effecteurs, les kinines, agissent principalement via leur récepteur B2,

constitutif. Le récepteur Bl est, lui, activé dans plusieurs situations physiopathologiques et

notamment le diabéete. I est principalement régulé par ’ECA qui couple négativement le SKK

au SRA. Le SKK est fortement impliqué dans les mécanismes pathologiques a I’origine des

pathologies cardiovasculaires. Il est également impliqué dans diverses pathologies : rénales,

inflammatoires, la régulation de la douleur, les maladies respiratoires, les cancers et

I’angiooedéme. Ces effets, bénéfiques ou déléteres sont fonctions de I’induction et de

I’activation de ses deux types de récepteurs B1 et B2. Le SKK est ¢galement impliqué dans le

diabete et ses complications.
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CHAPITRE II : LE DIABETE

Le diabete est une maladie chronique touchant le métabolisme glucidique et entrainant un
défaut du maintien de I’homéostasie glucidique dans I’organisme. Ce défaut de régulation
conduit & une hyperglycémie (élévation du taux plasmatique de glucose). Le diabéte chez
I’homme est défini biologiquement par la présence de 2 glycémies veineuses a jeun supérieur
a 1.26 g/l (7 mmol/l) ou une glycémie supérieure a 2.00 g/l (11.1 mmol/l) 2 heures apres une

hyperglycémie provoquée par voie orale a 75 g de glucose.

1. EPIDEMIOLOGIE

Le diabete représente actuellement un grave probléme de santé publique en France et dans
le monde ou sa prévalence ne cesse d’augmenter. Ainsi, le diabéte touche actuellement pres
de 3 millions de personnes en France et plus de 382 millions dans le monde soit 8.3% de la
population mondiale. Les estimations de prévalence en 2035 sont de plus de 582 millions de
personnes atteintes soit 8,9% de la population.

La gravité du diabéte est principalement liée a ses complications chroniques. En effet,
méme si une hyperglycémie tres importante peut conduire a des désordres métaboliques aigus
potentiellement mortels, la prise en charge actuelle permet le plus souvent de les éviter. La
chronicité de I’hyperglycémie (plus ou moins bien équilibrée), conduit aux développements
de complications multiples aux conséquences finales toujours trés délétéres pour le patient.
Ainsi, le diabéte était la 8™ cause de mortalité dans le monde en 2011. Le diabéte a été
responsable de 4.8 millions de déces dans le monde en 2012. La sévérité des complications et
I’augmentation de la prévalence de la maladie est également responsable d’une augmentation
des couts de prise en charge des patients diabétiques. En France, le total des remboursements

versés par 1’ Assurance maladie aux personnes traitées pour diabéte s’¢levait en 2007 a 12.5
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milliards d’euros, colit en augmentation de 10% par an. Dans le monde, le colit des dépenses
de santé imputables au diabéte est estimé a 548 milliards d’USD en 2013. La prise en charge
des patients diabétiques et notamment la prise en charge de leurs complications représente un
poids important en termes de santé publique. Le diabéte représente donc aujourd’hui non

seulement un enjeu de santé publique, mais aussi un enjeu économique.

2. PHYSIOPATHOLOGIE

Le diabete regroupe plusieurs pathologies de pathogénies différentes ayant pour origine
un trouble de la sécrétion et/ou de I’action de I’insuline, hormone hypoglycémiante de
I’organisme. On distingue principalement le diabéte de type 1 (DT1) et le diabéte de type 2
(DT2), anciennement appelés diabete insulinodépendant et diabéte non-insulinodépendant. Ce
dernier est le plus répandu ; les diabétiques de type 2 représentent environ 85% du nombre

total de diabétiques.

2.1. Diabéte de type 1

Le diabete de type 1 représente environ 10 % des cas de diabéte observés dans le monde,
bien loin derriere le DT2 (non insulinodépendant). L’OMS estime a 10 a 15 millions le
nombre de diabétiques de type 1 dans le monde. De plus, pour des raisons par encore trés bien
comprises mais probablement liées aux modifications du mode de vie, I’incidence du diabete
de type 1 augmente chaque année de 3 a 4% par an (28).

Le DT1 est une maladie auto-immune caractérisée par une réaction d’inflammation locale
qui a lieu dans et autour des ilots de Langerhans. L’inflammation des ilots ou insulitis est
suivie par une destruction des cellules B sécrétrices d’insuline. La destruction de ces cellules

pancréatiques a pour conséquence une insulinopénie a ’origine de I’hyperglycémie. Elle
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apparait lorsqu’il ne reste que 10-20% des cellules B fonctionnelles. La maladie apparait
souvent chez des sujets jeunes (une fois sur deux avant 20 ans). Le facteur déclenchant de la
maladie n’est actuellement pas bien identifié, méme si les mécanismes immunitaires
complexes conduisant a la destruction des cellules f sont de mieux en mieux connus. Le DT1
survient sur un terrain génétique prédisposant. Plus de 20 geénes ont été retrouvés, une
estimation probablement basse. Le plus important est localisé dans le systtme HLA (une
région génétique qui controle le rejet des greffes, une autre conséquence de ’activation des
lymphocytes T). Des facteurs environnementaux, par exemple des virus, sont probablement
impliqués dans le déclenchement de la maladie qui conduit & I’activation initiale des
lymphocytes T. Mais aucun n’a a ce jour été clairement identifié. D’autres facteurs
d’environnement, en particulier infectieux, ont paradoxalement un effet protecteur vis-a-vis
du diabete. Il n’existe actuellement pas de traitement définitif du diabéte de type 1 permettant
la guérison. Plusieurs essais thérapeutiques ont tent¢ de prévenir la maladie mais ont pour
I’instant échoué (29). C’est donc une maladie chronique, nécessitant un traitement a vie par

insuline.

2.2, Diabete de type 2

L’incidence du DT2 est croissante et on parle actuellement de véritable épidémie tant les
prévisions de prévalence sur les prochaines années sont alarmantes. Le DT2 est en effet un
probléme de santé grave et répandu dans I’ensemble des pays du monde. Cette explosion des
cas de DT2 s'explique par des raisons sociologiques : mode de vie, alimentation, obésité, des
facteurs de risques propres aux sociétés industrialisées, mais aussi par des raisons
démographiques : allongement de l'espérance de vie, meilleur dépistage de la maladie.

Le DT2 survient sur un terrain prédisposé€, sous I’influence de facteurs environnementaux

et donc souvent aprés S50 ans. Il est souvent associé a d’autres facteurs de risque
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cardiovasculaires dont il partage certaines causes comme 1’hypertension artérielle et la

dyslipidémie.

La pathogeneése du DT2 est plus complexe que celle du DT1 car elle implique de
nombreux tissus et de nombreux mécanismes physiopathologiques. Le DT2 possede
schématiquement deux composantes principales : une insulinorésistance, nécessitant des
besoins accrus en insuline pour maintenir une glycémie normale, et un trouble de
I’insulinosécretion, qui ne permet pas a 1’organisme de compenser [’augmentation des
besoins. Il existe donc une inadaptation de la production d’insuline (défaut des cellules § du
pancréas) par rapport aux besoins des tissus cibles qui ont augmentés car devenus résistants a
I’insuline (insulinorésistance). Autrement dit, 1’insuline continue a étre sécrétée par les
cellules B du pancréas, mais en quantité insuffisante face a une demande accrue. La résistance
a ’action de I’insuline explique que I’hormone ne parvienne plus a assurer 1’entrée du glucose
dans les cellules et son utilisation. Il en résulte des dysfonctionnements cellulaires, le glucose
étant le principal substrat énergétique des cellules dans les conditions habituelles de vie.

Les mécanismes a 1’origine de 1’insulinorésistance et du déficit d’insulinosécretion sont
complexes, multiples et partiellement compris. L’insulinorésistance résulte de I’interaction
entre une susceptibilité¢ génétique et des facteurs d’environnement (augmentation des apports
caloriques et lipidiques et diminution de l‘activité physique). Ces facteurs environnementaux
sont responsable de I’accumulation de lipides dans le tissu adipeux viscéral, le foie, le muscle
et le pancréas, a l’origine de phénomeénes cellulaires délétéres (inflammation, stress du
réticulum endoplasmique, stress oxydant,...) conduisant a la fois a une diminution du signal
insulinique au niveau des organes cibles (foie, muscle, tissu adipeux) et a une toxicité sur les
cellules B entrainant des troubles de sécrétion de I’insuline au niveau pancréatique. La

capacité des cellules B a répondre a ce stress métabolique (augmentation des besoins, toxicité
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cellulaire) est déterminée génétiquement. Ainsi la combinaison de I'augmentation des besoins
en insuline et un environnement toxique entrainent sur des cellules B« fragiles »
génétiquement, un dysfonctionnement et une diminution de leur masse. L’ensemble de ces
phénomenes conduit progressivement a une intolérance au glucose, puis, finalement, au

développement du DT2 (30).

3. COMPLICATIONS

Les perturbations du métabolisme glucidique représentent le fondement biologique
essentiel de la maladie diabétique. L hyperglycémie est a 1’origine d’une toxicité pour un
grand nombre de tissus. L’hyperglycémie chronique est ainsi associée a terme a des
complications organiques spécifiques.

La gravité du DT2 est ainsi liée a ces complications. En effet, ’hyperglycémie chronique
est extrémement délétére a long terme pour la cellule, entrainant de nombreux mécanismes
adaptatifs déléteres pour le fonctionnement des organes atteints. La principale cible des
complications de I’hyperglycémie chronique est I’endothélium vasculaire, tissu en interface
constante avec le plasma hyperglycémique. Ainsi on sépare schématiquement les
complications du diabete en deux types en fonction du diamétre des vaisseaux atteints: micro
et macrovasculaires. Les complications microvasculaires touchent la rétine, le rein. Les
complications macrovasculaires sont celles de 1’athérosclérose et touchent donc les
coronaires, les artéres a visée cérébrale et les artéres des membres inféricurs. Le diabéte
touche ¢également les nerfs conduisant a la neuropathie diabétique. Celle-ci est
traditionnellement classée avec les complications microvasculaires méme si les anomalies qui
en sont a l’origine n’impliquent pas le vaisseau mais directement les différents types de

cellules nerveuses (31).
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Le risque de survenue des complications du diabete, surtout des complications
microvasculaires, est dépendant de la durée d’exposition et de la sévérité¢ de I’hyperglycémie.
Il a bien ét¢ montré que le risque de complications augmente avec le temps et avec le taux

d’hémoglobine glyquée (32).

3.1. Physiopathologie

Les mécanismes précis a 1’origine de la survenue des complications du diabéte ne sont pas
totalement compris. Il semble clair actuellement que la pathogénése des complications du
diabete soit liée a un déséquilibre entre des mécanismes moléculaires déléteéres et des facteurs
endogenes protecteurs. De nombreuses anomalies touchant la signalisation cellulaire,
I’expression génique, et la régulation de la biologie cellulaire ont été décrites dans le diabéte.
Il semble probable que I’ensemble de ces mécanismes déléteres sont intriqués et qu’ils
concourent ensemble au développement des complications micro et macrovasculaires du
diabete (33).

M. Brownlee a développé une théorie unificatrice de la pathogénése des complications
faisant intervenir la mitochondrie et le stress oxydatif comme acteurs principaux (34). Ainsi,
I’hyperglycémie au niveau cellulaire entrainerait une production accrue d’especes réactives de
I’oxygene d’origine mitochondriale. Ce stress oxydant induit par I’hyperglycémie serait alors
a I’origine d’une inhibition de la voie de la glycolyse, dérivant le métabolisme du glucose vers
quatre voies métaboliques déléteres : la voie des polyols, les produits avancés de la glycation,
I’activation de la protéine kinase C et la voie des hexosamines. Chacune de ces voies induit
des anomalies cellulaires importantes et est impliquée dans la survenue et le développement
des complications du diabéte.

D’autres mécanismes sont également impliqués. Le diabéte induit 1’activation du SRA

conduisant a I’augmentation de la production d’angiotensine II jouant un réle majeur dans la
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pathogénese de la néphropathie et de la cardiopathie diabétique (35, 36). Le stress du
réticulum endoplasmique (défaut de gestion des modifications post-traductionnelles des
protéines dans le réticulum endoplasmique), impliqué dans la physiopathologie de
I’insulinorésistance, a été ¢également impliqué dans la pathogénese de 1’athérosclérose et de la

néphropathie diabétique (37 , 38).

3.2. Complications microvasculaires

Les complications microvasculaires sont des pathologies spécifiques du diabete. Elles
sont observées au niveau de tous les organes, mais ont une traduction clinique pour la
vascularisation rétinienne (rétinopathie diabétique), rénale (néphropathie diabétique) et
nerveuses (neuropathie diabétique).

Les complications microvasculaires sont, comme le diabete, parfaitement
asymptomatiques jusqu’a leur stade avancé ou il est souvent trop tard pour intervenir. Ainsi,
la prévention et la prise en charge précoce de ces complications nécessite leur dépistage
systématique chez tous les diabétiques. La principale mesure de prévention est I’amélioration
de I’équilibre glycémique qui doit étre le plus parfait possible. L’équilibration tensionnelle

joue également un réle dans la prévention.

3.2.1. Rétinopathie diabétique

La rétinopathie diabétique est la complication microvasculaire la plus spécifique du
diabéte. Sa prévalence est fortement liée a la durée d’exposition au diabete et au niveau de
I’hyperglycémie. L’incidence et le risque de progression de la rétinopathie diabétique ont tous
deux diminué au cours des 30 derniéres années, passant de prés de 90% a moins de 50%. Les
patients diabétiques ont actuellement un risque beaucoup plus faible de rétinopathie

diabétique proliférante, d’cedéme maculaire, ou de déficience visuelle. Cependant, la
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rétinopathie diabétique reste la cause la plus fréquente de cécité chez I’adulte dans les pays
industrialisés. Il est a noter €également que le diabéte est un facteur de risque pour le glaucome
et la cataracte, qui se produisent plus tot et plus fréquemment chez les diabétiques.

La rétinopathie diabétique est liée a une maladie de la vascularisation rétinienne
caractérisée a la fois par des occlusions et des fuites des vaisseaux rétiniens. Ces atteintes
conduisent a des phénomenes cedémateux (I’cedéme maculaire) et ischémiques responsables
d’une néovascularisation rétinienne anarchique (rétinopathie proliférante). En plus de cette
atteinte artérielle, il existerait une atteinte neurosensorielle difficilement détectable chez

I'homme (39).

3.2.2. Néphropathie diabétique

La néphropathie diabétique est une des causes principales d’insuffisance rénale terminale.
Elle touche actuellement 20 a 40% des patients diabétiques. La progression de la néphropathie
est lente jusqu’au stade terminal de I’insuffisance rénale. La premicre anomalie dépistable de
I’atteinte rénale du diabéte est la microalbuminurie. La microalbuminurie témoigne donc
d’une atteinte rénale débutante mais €galement de 1’atteinte vasculaire liée au diabete. En
effet, la présence d’une microalbuminurie est associée a un risque cardiovasculaire majeur

chez les patients diabétiques (40).

L’histoire naturelle de la néphropathie diabétique est classiquement représentée en 5
stades décrit initialement par Mogensen (41).Le premier stade de la néphropathie diabétique
est caractéris€ par une hyperfiltration glomérulaire secondaire a une diminution des
résistances artériolaires avec baisse de pres de 50% de la résistance de I’artere glomérulaire
afférente alors que la résistance de I’artére glomérulaire efférente est pratiquement inchangée.
Le deuxieme stade est marqué par D’apparition de Iésions histologiques précoces

(épaississement des membranes basales et expansion des cellules mésangiales) sans
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symptomes cliniques, ni anomalie de 1’excrétion urinaire d’albumine. Le stade 3 de la
néphropathie diabétique correspond a I’apparition d’une microalbuminurie (soit une excrétion
urinaire d’albumine de 30 a 300mg/24h). Le stade suivant, 4, correspond a une protéinurie
permanente non sélective (supérieure a 300mg/24h). La néphropathie est bien établie et les
fonctions rénales commencent a décliner, le débit de filtration glomérulaire diminuant
réguliecrement. Le glomérule présente une expansion de la matrice mésangiale, une
hypertrophie des cellules mésangiales, un épaississement de la membrane basale, une
réduction de la surface de filtration et de la lumiére capillaire. On observe également une
diffusion des lésions glomérulaires, une glomérulosclérose nodulaire et des lésions
exsudatives. Le dernier stade est un stade d’insuffisance rénale terminale avec obstruction

glomérulaire. C’est le stade ou la suppléance rénale s’impose (Dialyse/greffe).

L’apparition d’une microalbuminurie au stade 3 traduit des modifications
hémodynamiques et une altération de la barriére de filtration glomérulaire (épaississement et
modification de composition de la membrane basale glomérulaire, atteinte podocytaire) (42).
En parallele de I’atteinte glomérulaire, on observe également des anomalies tubulaires et
tubolointerstitielles pouvant également participer a ’apparition de la microalbuminurie.
L’hyperglycémie induit également des signaux pro-inflammatoires et profibrotiques
provoquant une expansion mésangiale par accumulation de matrice extracellulaire. A un stade
avancg, il existe une apoptose des podocytes et des cellules endothéliales glomérulaires avec
glomérulosclérose concomitante d’un déclin de la fonction rénale.

Les déterminants de I’apparition et de 1’évolution de la néphropathie diabétique sont
multiples. Le niveau d’hyperglycémie et la durée d’exposition a I’hyperglycémie sont les
principaux déterminants. Mais d’autres facteurs vont également influer sur la néphropathie
diabétique. L’équilibre tensionnel d’abord, puisque le glomérule est trés sensible aux

variations de pression artérielle. Il existe également un déterminisme génétique de la
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néphropathie diabétique. Le polymorphisme insertion/délétion du géne de ’ECA, a 1’origine
d’une variation des taux plasmatique d’ECA, est ainsi associé¢ au risque de développer une
néphropathie diabétique chez les patients diabétiques de type 1 (43-45). Ces études ont en

effet mis en évidence un effet protecteur récessif de 1’allele insertion.

3.3. Complications macrovasculaires

Les complications macrovasculaires sont liées au développement de la maladie
athéromateuse chez le diabétique. Bien que la maladie athéromateuse du diabétique soit
similaire a celle des patients non diabétiques, 1’hyperglycémie est un facteur de risque
cardiovasculaire majeur. La premicére cause de mortalité¢ chez le diabétique est d’origine
cardiovasculaire (infarctus du myocarde, accident ischémique cérébral, artériopathie des
membres inférieurs)(32).

Les anomalies métaboliques qui accompagnent le diabete sont responsables d’une
dysfonction artérielle qui favorise de 1’athérosclérose. Ces anomalies métaboliques incluent
I’hyperglycémie chronique, mais également la dyslipidémie et ’insulinorésistance chez le
diabétique de type 2. Les cibles du diabéte dans la maladie artérielle sont multiples. En effet,
il altere les fonctions de multiples types cellulaires, aussi bien de la paroi artérielle que du
systtme sanguin. Le diabéte est ainsi a l’origine d’une dysfonction endothéliale par
diminution de la production de NO endothéliale. Il induit des phénomenes inflammatoires au
niveau de la paroi artérielle, mécanisme fondamental de I’initiation de 1’athérosclérose. Les
anomalies lipidiques associées au diabéte participent a la majorité des phénoménes impliqués
dans I’athérogénése. De plus, I’hyperglycémie augmente 1’activation plaquettaire et diminue
les inhibiteurs endogenes de ’activité plaquettaire, conduisant a un état prothrombotique des

patients diabétiques (46).
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En résumé, le diabéte est une pathologie complexe, souvent multifactorielle et dont les
mécanismes ne sont pas encore tous bien compris. L’augmentation continue de la prévalence
du diabéte en fait une véritable épidémie dans le monde. La sévérité de ses complications,
touchant une multitude d’organes, en font un probléme majeur de santé publique. La gravité
de la pathologie, sa prévalence croissante mais également le colit engendré par sa prise en
charge, rendent nécessaire des moyens de prévention et de réduction des complications. En
plus des mesures indispensables de prévention liées aux facteurs environnementaux, la
compréhension des mécanismes physiopathologiques et le développement de nouvelles
approches pharmacologiques peut permettre une amélioration des conséquences de cette

« épidémie ».
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CHAPITRE III : SYSTEME KALLICREINE
KININES ET DIABETE

Les liens entre SKK et diabéte sont nombreux. Le diabéte influence 1’expression et la
signalisation des récepteurs des kinines qui sont impliqués de facon bénéfique ou délétére
dans la survenue des complications du diabete mais également dans la survenue du diabéte en
lui-méme. Ce chapitre abordera de facon concise les relations entre diabete et SKK, les

chapitres d’expérimentation revenant en détails sur certains points.

Le SKK a été impliqué des les années 1980 dans la pathogénese du diabéte notamment du
DT2 (47). Cette partie sera développée dans le chapitre IV lequel comprend les expériences

que nous avons effectuées concernant ce lien.

Le SKK est également impliqué dans la survenue et la physiopathologie de I’ensemble des
complications du diabéte. En effet, il existe des données expérimentales mettant en évidence
un lien entre le SKK et les complications microvasculaires du diabéte (rétinopathie
diabétique, neuropathie diabétique, néphropathie diabétique) et les complications
cardiovasculaires (ischémie périphérique et cardiaque, cardiopathie diabétique). Il est
également a noter que le diabete induit une expression du B1R dans différents organes et
tissus, le cceur, le rein, le systéme nerveux, la rétine, tous cibles pathologiques de
I’hyperglycémie. Nous détaillerons ici uniquement les liens entre complications
microvasculaires du diabete et SKK. Le lien entre lésions cardiovasculaires et SKK seront

détaillés dans le chapitre V.
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1. SYSTEME KALLICREINE-KININES ET
RETINOPATHIE DIABETIQUE

Les divers composants du SKK (TK, B2R, B1R) sont exprimés au niveau oculaire, pas
seulement au niveau vasculaire mais également dans la rétine, la choroide, et les corps ciliaire
chez I’homme (48). Au cours du diabéte, il existe une surexpression du BIR et une
surexpression plus transitoire du B2R dans la rétine de rats diabétiques (diabete induit par
streptozotocine) (49, 50, 51). Cette régulation n’est cependant pas retrouvée chez la souris
(52). Chez I’homme atteint de rétinopathie diabétique, les études sur la présence de TK dans
le vitrée sont discordantes (53 , 54). En revanche la présence de la PK et du KHPM a bien ¢été

mis en évidence (55, 56).

Les résultats des études cliniques de traitement par les inhibiteurs de conversion de
I’angiotensine (IEC) sur la rétinopathie diabétique semblent mettre en évidence un effet
bénéfique mais faible de I’inhibition de I’enzyme de conversion sur la rétinopathie diabétique
(57, 58). Les IEC inhibant le SRA mais activant le SKK, ce dernier pourrait donc avoir un
role dans cet effet bénéfique méme modeste. Cependant, chez la souris diabétique, I’inhibition
du B2R ne modifie pas I’effet bénéfique des IEC observé sur la néovascularisation rétinienne

(52).

Les arguments expérimentaux semblent plutot en faveur d’un effet délétere du SKK sur la
rétinopathie diabétique. L’activation du B2R a en effet des effets vasodilatateurs et
proangiogéniques, deux mécanismes impliqués dans la pathogénése de la rétinopathie
diabétique (hyperperméabilité vasculaire et néovascularisation) (59). Ainsi, I’inhibition

chronique des deux récepteurs ou du BIR seul diminue I’extravasation plasmatique
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rétinienne, I’inflammation rétinienne et le stress oxydant induit par le diabete (49, 50, 56).
De méme, I’inhibition de la PK a des effets bénéfiques sur la dysfonction rétinienne
diabétique (60). Le SKK pourrait donc étre une cible thérapeutique intéressante pour réduire
le développement des complications rétiniennes du diabete chez ’homme mais qui reste a

confirmer.

2. SYSTEME KALLICREINE-KININES ET NEPHROPATHIE
DIABETIQUE

La littérature sur le SKK dans le rein et notamment la néphropathie diabétique est
abondante. Le rein posséde en effet tous les composants du SKK pouvant ainsi fonctionner
dans un mode paracrine sur les fonctions glomérulaires et tubulaires (61). Il est a noter que les
reins produisent localement des kinines a des taux plus €levés que ceux présents dans le sang.
Le B2R est largement distribué dans les différentes structures du rein chez le rat, aussi bien
glomérulaires (podocytes, cellules mésangiales) que tubulaires au niveau des régions apicales
et basales des tubules proximaux et distaux et du canal collecteur (62, 63, 64). Le BIR est
¢galement exprimé¢ dans différentes structures du rein apres induction par des stimuli
inflammatoires (65). Le diabéte augmente 1’expression des ARNm des 2 récepteurs au niveau
rénal (66). Les premiers et principaux arguments du role bénéfique du SKK dans la
néphropathie diabétique proviennent des données issues des €tudes pharmacologique et

génétique ciblant ’ECA.

2.1. Effet néphroprotecteur des inhibiteurs de ’ECA

La premiere démonstration d’un effet potentiel de I’ECA dans la néphropathie
diabétique réside dans 1’effet néphroprotecteur des inhibiteurs compétitifs de cette enzyme.

Les IEC ont été¢ développés en premicre intention pour le traitement de [’hypertension
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artérielle. Plusieurs indications thérapeutiques additionnelles ont ét¢ depuis identifiées, les
IEC se sont notamment avérés des médicaments particulierement efficaces pour retarder

I’évolution de la néphropathie diabétique.

En 1986, Zatz et collaborateurs font I’observation fondamentale selon laquelle un
inhibiteur de ECA protége contre le développement d’une microalbuminurie et de Iésions
glomérulaires structurales dans le diabéte expérimental (67). Des études cliniques ont par la
suite confirmé le bénéfice des IEC dans la protection de la fonction rénale a la fois chez le

diabétique de type 1 (68 , 69) et de type 2 (70).

Malgré son fort potentiel néphrotecteur, le blocage de I’ECA par les IEC ne présente
pas un bénéfice égal chez tous les individus diabétiques. Ceci a été attribué en partie a des
facteurs génétiques mettant ainsi en avant le concept de pharmacogénétique. Un de ces

facteurs est le polymorphisme d’insertion/délétion du gene de ’ECA.

2.2, Réle du polymorphisme de ’ECA dans la néphropathie

diabétique

L’activité¢ de ’ECA dépend de variations de la séquence nucléotidique de I’ADN de
son gene. En effet, en 1990, Rigat et al. décrivent pour la premicre fois chez ’homme un
polymorphisme génique de type insertion/délétion (I/D) de ’ECA a ’origine de la grande
variabilité interindividuelle des taux plasmatiques de I’enzyme (71). Il consiste en la présence
(insertion, I) ou I’absence (délétion, D) d’un fragment d’ADN de 287 paires de bases au
niveau de I’intron 16 du gene codant pour ’ECA. Ce polymorphisme détermine la moitié¢ de
la variance de I’activité circulante de cette enzyme dans la population générale (72). Chez les
sujets homozygotes (D/D) pour l’allele D, les taux plasmatiques sont environ deux fois

supérieurs a ceux mesurés chez les sujets homozygotes (I/I) pour I’alléle 1, et les valeurs sont
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intermédiaires chez les sujets hétérozygotes (I/D) (soit I/l, 76% ; /D, 100% ; D/D, 126% en
moyenne) (71). Par ailleurs il a ét¢ montré que 1’activité de ’ECA plasmatique est importante

chez les sujets D/D, faibles chez les sujets I/] et intermédiaires chez les sujets I/D.

Ce polymorphisme a, entre autres impacts physiopathologiques, été associé au
développement de la néphropathie diabétique. L’¢tude d’une telle association a ¢té envisagée
en raison des hypothéses concernant le réle physiologique particulier du SRA et de I’ECA sur
I’hémodynamique rénale. De plus, il a ét¢ montré que les taux plasmatiques et 1’activité de
I’ECA étaient €levés chez les patients diabétiques de type 1, particuliérement chez les sujets

micro- et macro-albuminuriques (73, 74).

Cette association entre le polymorphisme de ’ECA et la susceptibilité a développer
une néphropathie diabétique a ét¢ proposé pour la premiere fois en 1994 chez des diabétiques
de type 1 (43-45). Ces ¢tudes ont mis notamment en évidence un effet protecteur récessit de
I’allele 1. Du fait du petit nombre de sujets, ces €tudes cas-témoins, ont par la suite été
aprement discutées (75, 76). L’association du polymorphisme de ’ECA et la néphropathie
diabétique a depuis €té confirmée par des méta-analyses indépendantes (77, 78) et des études
prospectives ou de cas-contrdles (79, 80) qui ont mis en évidence un effet délétere de 1’allele
D de PECA dans I’apparition et la progression de la néphropathie diabétique dans le diabéte
de type 1. Une étude a par ailleurs montré que I’alléle D était un facteur de risque indépendant
des autres facteurs de risque déja établis comme I’hypertension et I’hyperglycémie mal
contrdlée chez les diabétiques de type 1 (81). De plus, il a ét¢ montré expérimentalement
qu’une augmentation du niveau d’ECA par augmentation du nombre de copies du gene était

associée a une aggravation de la néphropathie diabétique chez la souris (82).

Dans le DT2, cette association entre le polymorphisme I'D de I’ECA et la
néphropathie diabétique n’est en revanche pas évidente car les principales études sur le sujet
se sont révélées divergentes (76, 83-85). Il est intéressant de noter qu’une méta-analyse a
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montré que ce polymorphisme contribue a la susceptibilit¢ génétique a la néphropathie
diabétique dans les populations asiatique et caucasienne diabétiques de type 2 mais de fagon

moins marquée chez les caucasiens (78).

2.3. Role du SKK dans la néphropathie diabétique

Si PECA joue un role dans le développement de la néphropathie diabétique, il est
probable que celui-ci soit li¢ en partie a son action sur le SKK. Il a ainsi ét¢ montré dans un
modele expérimental murin de diabéte de type 2 que I’effet néphroprotecteur des IEC était
médié¢ par I’activation du B2R (86). De méme, le polymorphisme de ’ECA module le
métabolisme de la BK avec une augmentation significative de la BK pour de faible
augmentation de I’ECA (87, 88). L’activation du SKK par les IEC peut se faire par plusieurs
mécanismes intriqués et additionnels : inhibition de la dégradation de la BK, mais ¢galement
formation d’angiotensine 1-7 et formation d’un complexe protéique ECA/B2R (89). En effet,
un traitement par [EC entraine I’accumulation d’angiotensine 1 dégradée en angiotensine 1-7.
L’angiotensine 1-7 induit des effets hypotenseurs et vasodilatateurs qui s’opposent a ceux de
I’angiotensine II par des mécanismes inhibés par des antagonistes du B2R, impliquant donc
son activation (90). L’angiotensine 1-7 peut également se comporter comme un inhibiteur de
I’ECA (91). De plus, I’ECA et le B2R seraient capables de former un complexe membranaire

qui augmenterait la sensibilit¢ du B2R pour la BK (92).

De facon plus directe, il a ét¢ montré que I’inhibition du SKK, par des approches
pharmacologiques ou de déficiences génétiques, aggrave la néphropathie diabétique. Ainsi,
I’inactivation génétique du SKK (déficience en TK ou en BIR et B2R simultanément)
aggrave les lésions rénales secondaires a I’hyperglycémie chronique (66, 93). Cet effet

bénéfique semble étre principalement li¢ a 1’action du B2R puisque la déficience en B2R
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accentue les atteintes rénales avec un degré de sclérose mésangiale et une albuminurie plus
important (94). Le role du BIR dans cette pathologie est quant a lui moins bien connu.
Cependant, on peut noter que les lésions histologiques rénales ainsi que 1’excrétion urinaire
d’albumine sont plus importantes en cas de déficience combinée des deux récepteurs qu’en
cas de déficience en B2R seule. Ces observations suggerent donc que I’augmentation de

I’expression du B1R induite chez les souris déficiente en B2R a un effet protecteur (95).

L’apparition de la fibrose est une étape clé du développement de la néphropathie
diabétique conduisant a terme a une glomérulosclérose généralisée et donc a I’insuffisance
rénale terminale. Plusieurs études ont mis en évidence un réle du B2R dans le développement
de la fibrose rénale dans des mod¢les diabétiques ou non diabétiques. L’activation du B2R
aurait ainsi une action antiproliférative sur les cellules mésangiales (96). Plus récemment,
Blaes et al. ont montré que I’absence de B2R aggravait I’expansion mésangiale chez des
souris diabétique et que I’activation du B2R réduisait la synthése de collagéne par des cellules
mésangiales cultivées dans un milieu riche en glucose (97). Le BIR semble avoir un role
delétere dans la fibrose rénale, probablement du fait de son rdle dans les processus
inflammatoires (98, 99). Cependant son rdle n’a pas été étudi¢ spécifiquement dans la

néphropathie diabétique.

L’effet bénéfique du SKK sur la néphropathie diabétique met probablement en jeu
plusieurs mécanismes. Le SKK pourrait exercer ses effets bénéfiques par la réduction du

stress oxydant ainsi que par ’activation de la production de NO.

Le stress oxydatif a ét¢ identifi¢é parmi les événements critiques qui contribuent au
développement et a la progression de la ND. La BK est capable de réduire le niveau de stress
oxydant chez des rats diabétiques (100). De plus, une augmentation des niveaux de stress
oxydant a été décrite chez des souris diabétiques déficientes en B2R et déficiente en BIR et
B2R (93). Une diminution du métabolisme du NO est également impliquée dans le
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développement de la néphropathie diabétique (97). Or, la bradykinine est un puissant
producteur de NO via I’activation de ses deux récepteurs. Bien que nécessitant confirmation,
ces résultats suggerent un rdle protecteur du SKK contre le stress oxydant associé¢ a la

néphropathie diabétique.

24. Antagonistes des récepteurs de type 1 de I’angiotensine II et

SKK

Les antagonistes des récepteurs de type 1 de I’angiotensine II (sartans) constituent 1’autre
grande classe thérapeutique permettant de bloquer le SRA et utilisés comme les IEC pour
réduire la progression de la néphropathie diabétique (68 , 101). Le SKK pourrait également
étre impliqué dans les effets bénéfiques des antagonistes des récepteurs de type 1 de
I’angiotensine II (89). En effet, alors que les IEC inhibent la formation d’angiotensine II et la
dégradation de la BK, favorisant ainsi I’activation des récepteurs des kinines, les sartans
bloquent I’action de 1’angiotensine II sur le récepteur de type 1 I’angiotensine II (AT1). Cette
inhibition provoque une augmentation des taux de rénine et une augmentation de la
stimulation du récepteur de type 2 de I’angiotensine II (AT2). Or, I’activation du récepteur
AT2 par I’angiotensine II induit des effets vasodilatateurs mettant en jeu une signalisation
impliquant une synthése accrue de BK et une activation du B2R (102, 103). Il semble
¢galement que le B2R et le récepteur AT2 soit capable de s’hétérodimériser ce qui entrainerait
une augmentation de la production de NO (104). Physiologiquement, il a ét¢ montré dans
plusieurs modeles que les effets cardiovasculaires des sartans étaient perdus en cas de
déficience en TK ou lors de I’inhibition du B2R (105, 106, 107). Si ces démonstrations ont
montré leur intérét, I’hypothése d’un role de la BK dans le mécanisme d’action des sartans

dans la néphropathie diabétique reste a prouver.
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3. SYSTEME KALLICREINE-KININES ET NEUROPATHIE
DIABETIQUE

La neuropathie diabétique périphérique est une neuropathie sensitive, caractérisé par une
hypoesthésie et/ou des sensations douloureuses inappropriées (paresthésie, hyperesthésie).
L’implication du SKK dans la neuropathie périphérique est étayée par de plus en plus de
données expérimentales. Le B2R est exprimé dans le systéme nerveux sensitif et les deux
récepteurs sont surexprimés dans différents modeles de neuropathie douloureuse (108). Les
données obtenues a partir de modeles expérimentaux suggerent que lors d’une lésion
nerveuse, le B2R est impliqué dans la phase aigué de la réponse inflammatoire et
douloureuse, alors que le BIR participerait a la phase chronique (109, 110). Ces résultats sont
concordants avec le mécanisme de régulation cellulaire des récepteurs. Les modeles
d’inactivation génétique des récepteurs et leur inhibition pharmacologique ont permis de
mettre en évidence une diminution des phénomenes douloureux dans différents modéles de
neuropathie notamment diabétique (111, 112). L’inhibition pharmacologique des récepteurs
des kinines pourrait donc étre une piste thérapeutique dans le traitement de la neuropathie
diabétique.

Cependant, 1’étude de I’effet du SKK sur la neuropathie a été essentiellement centrée sur
le role du B1R dans I’hyperesthésie induite par le diabete (113). Un autre aspect important de
la neuropathie diabétique, I’hypoesthésie, qui conduit aux lésions podologiques pourvoyeuses
d’amputation, est moins bien étudiée. Kakoki et al. ont montré que la déficience des deux
récepteurs aggrave la diminution de la conduction nerveuse induite par le diabéte (93),
suggérant cette fois un role bénéfique du SKK dans la perte de sensibilité secondaire au

diabéte.

k ok ok
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Les mécanismes a ’origine du diabéte et ses complications micro ou macrovasculaires
sont multiples. I1 semble que le SKK soit en partie impliqué dans la survenue des
complications du diabéte. Ceci est particulierement bien démontré pour la néphropathie
diabétique méme si des études cliniques manquent pour confirmer ce lien. Le role respectif de
chaque récepteur est en revanche moins clair. Méme si le B2R semble avoir un réle bénéfique
dans les complications, 1’action du BIR, stimulé¢ lors du diabéte, reste a préciser. La meilleure
compréhension des mécanismes liant le SKK et le diabéte peut permettre de développer de
nouvelles approches thérapeutiques, notamment pharmacologiques, pour traiter le diabete et

ses complications.
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CHAPITRE IV : OBJECTIFS DU TRAVAIL

Ce court chapitre d’introduction aux études de cette thése a pour but d’introduire, de
résumer et d’exposer de facon concise les arguments ayants conduit a ces travaux et les

objectifs de ceux-ci.

1. INTRODUCTION

Nous avons vu que le SKK était impliqué dans 1’ensemble des complications du diabéte.
Nous verrons également en détail dans le chapitre suivant que le SKK est impliqué dans le
développement des anomalies métaboliques conduisant au diabéte de type 2. 11 existe en effet
des arguments cliniques indirects d’un effet du SKK dans la survenue du diabete de type 2.
Les évidences cliniques proviennent de I'utilisation des IEC dans les grands essais contrdlés
randomisés dont des analyses secondaires ont montré une tendance a la diminution des cas de
nouveau diabéte chez les sujets sous IEC par rapport au groupe contréle (Abuissa 2005).
Cependant, ces résultats ne sont pas confirmés par une étude spécifiquement construite pour
étudier I’effet du ramipril, un IEC, sur la survenue de diabéte dans une population a risque
(DREAM, NEJM, 2006). On a vu que l’effet des IEC était, en partie du moins, li¢ a
I’activation du SKK et une hypothese est donc de penser que I’effet bénéfique possible des
IEC sur la survenue de diabete soit lié¢ a I’action du SKK. Cette hypothése d’un effet du SKK
dans I’homéostasie glucidique est soutenue par plusieurs études expérimentales. Celles-ci
mettent en évidence un effet du SKK a la fois sur I’insulinosensibilité mais également sur
I’insulinosécrétion. L’action globale du SKK semble étre bénéfique mais I’étude du rdle
respectif de chaque récepteur montre un effet contradictoire du B1R et du B2R. En effet, le

B2R semble avoir un effet bénéfique sur le développement des anomalies glucidiques et
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métaboliques liées au diabéte de type 2. Au contraire, ’effet du BIR semble lui délétére
notamment par des mécanismes proinflammatoires. Une limite cependant a ces résultats est le
fait qu’ils sont obtenues le plus souvent a partir de modéle d’inactivation génétique d’un
récepteur. Or I’inactivation d’un récepteur entraine la surexpression compensatrice de 1’autre
récepteur. Il est donc difficile de faire la part des choses entre I’effet de la délétion génique et
I’effet de la surexpression contre-régulatrice dans les anomalies observées chez ces modeles

expérimentaux.

2. OBJECTIFS

La premiere partie de cette thése a pour objectif de mieux comprendre le réle du SKK
dans la survenue des anomalies glucidiques du diabete de type 2. Nous étudierons pour cela le
role de I’inactivation totale ou partielle de la TK afin de s’affranchir de 1’effet contre-
régulateur de chaque récepteur. Nous étudierons a la fois un modele expérimental
d’inactivation génétique de la TK chez la souris et I’effet d’un polymorphisme fonctionnel de
la TK 1ié au niveau d’activité de la TK, chez I’homme.

La deuxieme partie s’attachera a étudier 1’effet de la stimulation du SKK dans les 1ésions
d’ischémie-reperfusion cardiaque lors du diabete. Nous avons vu que le SKK semble avoir un
role protecteur dans les complications cardiaques et rénales du diabete. Nous verrons en détail
dans la deuxiéme partic que le SKK est également trés impliqué dans les mécanismes
cardioprotecteurs de 1’ischémie-reperfusion myocardique. Ces effets bénéfiques pourraient
étre mis a profit pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les lésions
d’ischémie-reperfusion. Nous utiliserons ainsi des agonistes spécifiques de chaque récepteur,
récemment développés, pour étudier le role de chaque récepteur dans un modéle d’ischémie-
reperfusion cardiaque chez le souris diabétique et non diabétique. Ces résultats pouvant ouvrir

la voie au développement préclinique de nouveau traitement du syndrome coronarien aigu.
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CHAPITRE V : ROLE DU SYSTEME
KALLICREINE-KININE DANS LE
METABOLISME GLUCIDIQUE

1. INTRODUCTION

La physiopathologie du diabéte et notamment du DT2 est un phénoméne complexe faisant
intervenir un grand nombre d’acteurs. Les anomalies du métabolisme glucidique du DT2 se
développent progressivement sous la pression de facteurs environnementaux et de facteurs
génétiques de susceptibilité. Parmi ’ensemble des anomalies physiologiques participant au
développement des altérations de I’homéostasie glucidique, il semblerait que le SKK joue un
role. En effet, il existe des arguments cliniques et expérimentaux mettant en évidence une

relation entre le SKK et le développement des anomalies glucidiques conduisant au DT2.

Les arguments cliniques reposent essentiellement sur les effets de 1’inhibition de
I’ECA ou sur les variations de polymorphisme du gene de ’ECA sur I’incidence du DT2 ou la
sensibilité a I’insuline. Les premicres ¢tudes cliniques réalisées sur un petit nombre de sujets
ont ainsi mis en évidence un effet bénéfique des IEC sur la sensibilité a I’insuline (114, 115).
Les grandes études thérapeutiques testant 1’effet des IEC ont ensuite mis en évidence une
diminution de I’incidence du DT2 chez les sujets traités par rapport aux controles. Ainsi,
I’étude HOPE, ¢étudiant I’effet du Ramipril sur la morbi-mortalité cardiovasculaire, a montré
qu’il existait une diminution du risque relatif d’apparition de nouveau cas de diabéte de 31%
aprés 7 ans de traitement (116). De méme une méta-analyse sur la prévention du diabéte par
les IEC, regroupant les principales grandes études thérapeutiques publiées, a montré une

diminution du risque relatif de 27% de I’incidence du DT2 (117). Cependant la plupart des
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résultats sur les paramétres métaboliques de ces grandes études d’intervention sont issus
d’analyses secondaires post-hoc et portent sur des critéres de jugement pas toujours définis en
début d’¢études. L’¢tude DREAM a en revanche spécifiquement étudié¢e 1’effet du Ramipril
contre placebo chez 5 269 individus sans pathologie cardiovasculaire mais présentant une
hyperglycémie a jeun (glycémie a jeun entre 1,10 et 1,26 g/l) ou une intolérance au glucose
(glycémie entre 1,40 et 2,00 g/, 2 heures apres une charge en glucose). Le critére principal de
jugement de cette ¢tude dont le suivi médian était de 3 ans, était I’incidence des nouveaux cas
de diabete et les décés. Les autres critéres secondaires incluaient notamment la glycémie a
jeun et la régression des anomalies glucidiques. Les résultats sur le critére principal étaient
négatifs. Ainsi un diabéte est apparu chez 449 participants dans le groupe Ramipril (17,1%)
contre 489 dans le groupe placebo (18,5%) (Hazard ratio 0.91; 95% CI, 0.80-1.03). La
glycémie a jeun a la fin de I’étude était identique dans les deux groupes mais la glycémie
deux heures aprés HGPO était plus basse et le nombre d’individus dont la glycémie s’était
normalisée était significativement plus €levé dans le groupe Ramipril (118). Le méme type
d’¢étude a été réalisé chez 9306 patients mais cette fois avec un antagoniste du récepteur de
type 1 de I’angiotensine II (sartans) dont les liens possibles avec I’activation du SKK ont été
détaillés dans D’introduction. Les résultats sont positifs sur le critére primaire avec une
réduction significative de 14% du risque de diabéte apres 5 ans de suivi.

Par ailleurs, il a été montré que le polymorphisme Insertion/Délétion du gene de
I’ECA, qui détermine le niveau d’activité¢ de ’ECA, modulait la sensibilité a I’insuline. Ainsi,
Bonnet et al. ont étudié¢ le role de ce polymorphisme dans la sensibilité a I’insuline chez 1286
sujets sains par des mesures de clamp euglycémique hyperinsulinémique. Les résultats
montrent que le polymorphisme D, qui est associé¢ a un taux élevé d’ECA, est associé a une

diminution de I’insulinosensibilité (119).
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L’effet de ’ECA sur I’incidence du DT2 peut évidemment étre li¢ a son action sur le
SRA (120), mais il est envisageable que le SKK joue un réle dans ce phénoméne protecteur
au niveau métabolique. Cette hypothése a d’ailleurs ¢été soutenue par des études
expérimentales qui ont montré que 1’utilisation d’un antagoniste spécifique du récepteur B2
des kinines abolissait I’amélioration de la sensibilité a I’insuline obtenue par IEC chez le
rongeur (121, 122). Cependant, les arguments cliniques en faveur de ce lien sont limités,
mais quelques données issues de 1’é¢tude des polymorphismes du B2R sont disponibles.
L’¢étude du polymorphisme (T38C) du B2R a montré des résultats contradictoires mais dans
des populations différentes (123). Alvim et al. ont montré qu’un autre polymorphisme (-9/+9)
du B2R ¢tait associ¢ a un risque accru de diabéte dans une étude transversale d’une
population générale (124). Cependant ces résultats restent limités et on a mentionné
précédemment que la modulation d’expression d’un des récepteurs €tait souvent associ€ a une
compensation régulatrice de I’autre récepteur (ici BIR), pouvant rendre compte des effets

observés.

Les preuves expérimentales de 1’effet du SKK sur 1’action et la sécrétion de 1’insuline
sont plus étayées. Ainsi, dans un mod¢le de souris transgéniques déficientes pour le B2R, il
est observe le développement d’une insulinorésistance, avec une glycémie identique mais un
taux d’insuline plus €élevé que chez la souris sauvage (93, 125 ). A I’'inverse, 1’étude de souris
transgéniques déficientes pour le BIR montre a la fois une augmentation de
I’insulinosensibilité et une réduction de I’insulinosécrétion, probablement en rapport avec des
anomalies morphologiques insulaires (126). L’effet de chaque récepteur sur le métabolisme
glucidique semble donc étre opposé. Il est a noter que la double délétion BIR et B2R

améliore les parametres glucidiques dans un mod¢le d’obésité (127).
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Les hypothéses et les arguments expérimentaux expliquant 1’effet bénéfique du SKK
sur le métabolisme du glucose impliquent les deux composantes de la pathogeneése du DT2 :

I’insulinosécretion et I’insulinosensibilité.

Concernant I’insulinosécrétion, Yang et al. ont montré sur des pancréas isolés perfusés
de rat que I’injection de BK augmentait la sécrétion d’insuline de fagon dose-dépendante et
qu’un antagoniste du B2R diminuait la sécrétion basale d’insuline et abolissait I’augmentation
induite par I’injection de BK (128). Cependant dans I’étude de Damas et al, I’injection de BK

a des rats anesthésiés ne montre pas d’effet sur les taux d’insuline plasmatique (129).

L’action bénéfique de la BK sur I’insulinosensibilité pourrait étre liée a son action
vasodilatatrice au niveau artériel. En effet, il a été montré que la perfusion musculaire joue un
role important dans la capacité de la cellule musculaire a capter le glucose plasmatique (130).
Ainsi I’injection d’un antagoniste de la BK durant un clamp euglycémique
hyperinsulinémique chez des rats améliore la captation de glucose et I’insulinosensibilité
(131). Cette observation chez I’animal a été validée chez I’homme : Frossard et al. ont en
effet montré que ’injection de BK ou d’inhibiteur de I’ECA lors d’un clamp diminuait le
gradient de concentration de glucose artére/interstitium (132). Ainsi la BK permettrait une

augmentation de la perfusion musculaire et donc une amélioration de la captation de glucose.

L’effet de la BK sur I’insulinosensibilit¢ n’est pas uniquement lié a son effet
vasodilatateur mais pourrait également étre li¢ a un effet plus direct. En effet, des arguments
expérimentaux mettent en évidence une action de la BK sur la voie de signalisation de
I’insuline par une action sur ses différents effecteurs. La BK augmente la translocation du
transporteur de glucose GLUT4 a la membrane (133). Beard et al. ont montré que la BK
améliorait la captation de glucose au niveau des adipocytes de rat de fagon NO dépendante et

que cet effet était lié a ’augmentation par la BK du taux de phosphorylation de Akt et des
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tyrosines d’IRS-1. De plus cet effet s’accompagne d’une diminution de I’activation de JNK et
de la phosphorylation des sérines d’IRS-1 (134). De méme, I’injection d’un plasmide
exprimant la BK chez des rats diabétiques permet d’atténuer la baisse d’expression de PI3K,
d’Akt, et d’AMPK secondaire a Il’induction du diabéte, et donc une diminution de

I’insulinémie traduisant une diminution de I’insulinorésistance (135).

L’ensemble de ces données est donc en faveur d’un role du SKK dans la pathogénése de
DT?2 et notamment de I’insulinorésistance. Cependant les résultats cliniques restent limités a
I’observation de I’effet des IEC. De plus, la plupart des modeles génétiques utilisés sont des
modeles génétiques d’inactivation de récepteur. Or, la suppression d’un récepteur entraine une
surexpression compensatrice de l’autre récepteur et rend I’interprétation des effets du

récepteur manquant dépendante de I’action de I’autre récepteur.

skksk

En conclusion, méme s’il existe des arguments en faveur d’un réle bénéfique du SKK sur
le métabolisme glucidique, notamment via ses deux récepteurs, le role de la TK dans le
métabolisme glucidique reste a déterminer. Le but de nos travaux est donc d’étudier le réle
de la TK, enzyme clé de la formation des kinines, dans le développement des anomalies
métaboliques liées au diabéte de type 2 et a I’obésité, par différentes approches. Nous
avons utilisé pour cela un modéle génétique de souris déficiente en TK (TK-/-), développé
dans le laboratoire (136) et I’avons combiné a deux mod¢les d’obésité et d’insulinorésistance;
un modele d’obésité induite par régime gras et un modele génétique d’obésité, les souris
ob/ob déficiente en leptine. Ces études expérimentales ont été complétées par une étude de
génétique humaine: I’effet d’un polymorphisme de la TK, modulant I’expression des kinines,

dans une importante cohorte humaine suivie pendant 9 ans.
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Les souris TK-/- ont été générées au sein du laboratoire par le Dr P. Meneton et coll.
(136) grace a la technique de transgénese ciblée par recombinaison homologue. Le vecteur de
recombinaison a €té construit de maniere a remplacer, par recombinaison homologue, la partie
comprise entre les sites Sacl et Bsgl dans le géne mGK-6 codant pour la TK (exon 4) par un
gene de résistance a la néomycine et ainsi invalider ce géne. Cette région est une des rares qui
ne soit pas fortement conservée dans la famille génique murine des kallicréines tissulaires.
Sur I’alléle recombiné, 1’exon 4 est ainsi interrompu par le gene de résistance a la néomycine
entrainant ainsi une inactivation du gene de la TK. Il a ét€ montré que la déficience en TK de

ces souris €tait associée a une absence de production de kinines (136).
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2. ARTICLE: TISSUE KALLIKREIN DEFICIENCY, INSULIN
RESISTANCE AND DIABETES IN MOUSE AND MAN
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ABSTRACT

Bradykinin signaling has been suggested to have either protective or deleterious effects in
disorders of glucose metabolism. The role of the kallikrein-kinin system in insulin resistance
and diabetes is debated. We have evaluated the consequence of deficiency in tissue kallikrein
(TK), the main kinin-forming enzyme, on development of insulin resistance and diabetes in

mouse and man.

Mice with inactivation of the tissue kallikrein gene were fed high-fat diet for 3 months, or
crossed with obese, leptin deficient (ob/ob) mice to generate double ob/ob-TK deficient
mutants. In man, a loss-of-function polymorphism of the tissue kallikrein gene (R53H) was
studied in a large general population cohort tested for insulin resistance, the D.E.S.I.R study

(4,843 participants, 9 year follow-up).

Mice deficient in tissue kallikrein gained less weight on high-fat diet than wild-type
littermates. Fasting glucose level was increased and responses to glucose (GTT) and insulin
(ITT) tolerance tests were altered at 10 and 16 weeks of high-fat diet compared to standard
diet but tissue kallikrein deficiency had no influence on these parameters. Likewise, ob-TK-/-
mice had similar GTT and ITT responses compared to ob-TK+/+ mice. Tissue kallikrein
deficiency had no effect on blood pressure in both models. In humans, changes over time in
body mass index, fasting plasma glucose, insulinemia, and blood pressure were not influenced
by the defective 53H-coding tissue kallikrein allele. Incidence of diabetes was not influenced

by this allele.

These data do not support a role for tissue kallikrein-kinin system, protective or deleterious, in

development of insulin resistance and diabetes.
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INTRODUCTION

Prevalence of obesity is increasing worldwide, together with the metabolic and cardiovascular
complications of the condition, related in part to insulin resistance (Ogden, et al. 2012).
Intervention trials aimed at preventing obesity-related disorders have provided encouraging,
but still limited results (Laatikainen, et al. 2007; Satterfield, et al. 2003). The pathogenesis of
insulin resistance and diabetes in obesity is complex and still incompletely understood.
Besides nutritional and metabolic factors, hemodynamic alterations and vascular dysfunction
are believed to play a role (Mather, et al. 2013). Vasomotor peptide systems, especially the
renin angiotensin and kallikrein-kinin systems, have been suggested to be involved in
development of insulin resistance (Mayfield, et al. 1996; Sarzani, et al. 2008), a hypothesis

that has been recently supported by results of clinical trials.

Clinical trials have indeed suggested that angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors
and several angiotensin II ATI receptor antagonists improve insulin sensitivity and prevent
type 2 diabetes in high risk patients, albeit this effect has not been observed in all studies
(Abuissa, et al. 2005; Bosch, et al. 2006). ACE (kininase II) converts angiotensin I into
angiotensin II and is also a major kinin-degrading enzyme. There is consistent experimental
evidence suggesting that the cardiovascular and renal effects of ACE inhibitors, including in
diabetes, are due in large part to kinins (Buleon, et al. 2008; Griol-Charhbili, et al. 2005; Liu,
et al. 2000). Similarly angiotensin II AT1 receptor blockade induces renin secretion and AT2
receptor activation which triggers tissue kallikrein (TK) mediated kinin release and kinin
receptor activation. Cardiac, vascular and renal effects of AT1 receptor blockers, like those of
ACE inhibitors, are suppressed experimentally by pharmacological or genetic inactivation of
TK, the main kinin forming enzyme, or kinin receptors. Thus, a prominent role for TK and
kinins in these effects is suggested (Bergaya, et al. 2004; Messadi-Laribi, et al. 2007). The

question therefore arises as to whether the kallikrein kinin system (KKS) is involved in the
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beneficial effect on glucose metabolism of ACE inhibition and ATI receptor blockade
observed in clinical trials. This hypothesis is further supported by experimental studies
documenting kinins mediated improvement of insulin resistance during ACE inhibitor
treatment in obese and diabetic rodents models (Henriksen, et al. 1999; Shiuchi, et al. 2002).
TK gene therapy has been reported to reverse insulin resistance and attenuate nephropathy in
diabetic rats (Yuan, et al. 2007). Moreover, lack of kininogen or kinin B2 receptor impaired
insulin sensitivity and glucose tolerance in non diabetic animals suggesting that the KKS is
involved in insulin action and glucose homeostasis (Damas, et al. 1999; Duka, et al. 2001;

Kakoki, et al. 2010).

The KKS may enhance glucose metabolism through endothelium activation, vasodilation,
increase in blood flow and delivery of energy substrates and hormones to tissues and by
facilitating transcapillary glucose transport (Baron, et al. 1994; Frossard, et al. 2000).
Bradykinin also increases glucose uptake in muscular cells and primary adipocytes by
triggering GLUT4 translocation through insulin dependent and independent pathways (Beard,
et al. 2006; Isami, et al. 1996; Kishi, et al. 1998; Rett, et al. 1996). However, in humans, the
effect of kinins on muscle glucose uptake remains controversial (Dietze, et al. 1996; Mahajan,

et al. 2004; Nuutila, et al. 1996).

While clinical and experimental studies have suggested that the KKS protects against
development of insulin resistance, the hypothesis remains insufficiently documented,
especially outside the setting of ACE inhibition. Study of the role of KKS in diseases has
been hampered by lack of suitable pharmacological inhibitors of TK. Recently murine and
human genetic “models” of TK deficiency became available. The TK gene has been
inactivated in the mouse resulting in suppression of kinin formation (Meneton, et al. 2001). In
man, a major loss of function polymorphism of the TK gene resulting in an inactivating

mutation of the enzyme (R53H) has been described (Azizi, et al. 2005; Slim, et al. 2002). We
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evaluated the consequences on insulin sensitivity and glucose metabolism of lack of TK in
mice with dietary (high fat diet) or genetically (leptin mutation, ob/ob trait) induced obesity
and insulin resistance. We investigated the impact of the R53H defective variant of TK on
metabolic status and incidence of insulin resistance and diabetes in a large population-based

cohort.

MATERIAL AND METHODS

Animal studies

High fat diet model

TK deficient mice (Meneton et al. 2001) of 129/Sv-C57/BL6 genetic background and wild
type (TK+/+) littermates received a standard chow diet (SD) or a high-fat diet (HFD) for 19-
weeks starting at 5 weeks of age. Four groups of mice, SD-TK+/+ (n=7), HFD-TK+/+ (n=12),
SD-TK-/- (n=16), and HFD-TK-/- (n=13) were studied. Standard diet contained 13.6% of
calories from fat, 25.3% from protein, and 61.1% from carbohydrates (A03, SAFE, Augy,
France). High-fat diet contained 46.0% of calories from fat, 15.5% from protein, and 38.5%

from carbohydrates (HF 235, SAFE, Augy, France).

Genetic ob/ob model

Experiments were carried out in double mutant mice with deficiency in both TK and leptin
genes on C57BL6 background. These mice were generated by breeding homozygous TK-/-
mice with heterozygous obese C57BL/6J lepob (+/—) (Charles River Laboratory, Bar Harbor,
ME, USA). The double heterozygous mutants of the F1 generation were then intercrossed for
4 generations. Double homozygous mutants ob-TK-/- (n=7) were compared to ob-TK+/+

(n=8) littermates.
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All experiments were conducted in accordance with the European regulations for the care and
use of laboratory animals (L 358-86/609/EEC) and were approved by the local ethic
committee (Charles Darwin ethics committee for animal experimentation). All efforts were
made to minimize animal suffering. Sacrifice was made by cervical dislocation. The mice

were housed with a 12 h light/dark cycle, and had free access to drinking water.

Metabolic studies

Body weight was measured every 2 weeks. Glucose (GTT) and insulin (ITT) tolerance tests
were performed at 10 and 16 weeks after feeding initiation in HFD protocol and at 13 and 19
weeks of age in ob/ob protocol. GTT was performed by intraperitoneal injection of 1 g
glucose’kg body weight after Sh of fasting. ITT was performed by injection of 0.5 (HFD
protocol) or 1 unit (ob/ob protocol) insulin/kg body weight. Blood samples were collected
from the tail at t = 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 90 and 120 min. Glucose concentration was
measured using diagnostic glucometer from Lifescan Laboratories (Issy les Moulineaux,
France). Insulin concentration was measured at t=0, 15, 30, 60, 120 min by enzyme-linked

immunosorbent assay using mouse insulin as standards (MILLIPORE, Molsheim, France).

Body composition was measured in live animals by dual-energy X-ray absorptiometry
(Piximus apparatus Lunar, Madison, WI) in high fat fed mice only. Animals were sacrificed at
24 and 22 weeks of age for HFD and ob/ob model respectively and inguinal and mesenteric

fat was collected and weighted.

Blood pressure measurements

Systolic blood pressure and heart rate were monitored in conscious but restraint mice by tail-
cuff plethysmography (BP2000, Visitech System, Bioseb, Vitrolles, France) 18 weeks after
initiation of feeding in HFD protocol and at 20 weeks of age in ob/ob protocol. After two days

of adaptation, measurements were done for three consecutive days, between 10:00-12:00am.
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Fifteen consecutive measurements were averaged for each mouse on each day and the mean

of the three daily values was calculated.

Statistical analysis

Data are expressed as means + SEM. Statistical analyses were performed using ANOVA
followed, when appropriate, by the Fisher protected least significant difference (PLSD) post
hoc test for HFD protocol. Student’s t-test was used for ob/ob protocol. Significance was set

at p<0.05.

Human study

The Data from Epidemiological Study on the Insulin Resistance syndrome (D.E.S.I.R.) study
1s a 9-year prospective study conducted in 5,212 men and women from the French general
population (Balkau, et al. 2008). Participants were recruited in ten healthcare centres in the
western central part of France on the occasion of periodic health check-ups offered by Social
Security. The research protocol was approved by the ethics committee of Bicétre Hospital and
all participants signed an informed consent form. The study protocol included clinical and
biological evaluations at inclusion and at visits at 3, 6 and 9 years of follow-up. Type 2
diabetes was defined as fasting plasma glucose (FPG) >7.0 mmol/l or as FPG <7.0 mmol/l in
presence of treatment with anti-diabetes drug. Participants with diabetes at baseline (n=134,
2.6%) were excluded from the analyses. Incident cases type 2 diabetes were defined as
subjects free of disease at entry who developed the disease at any time during the follow-up.
The glycemic status of participants (n=102, 2.0%) could not be ascertained at baseline and
these patients were excluded from the analyses. Individuals without diabetes at baseline lost
during follow-up and those for whom final glycemic status could not be determined (n=1148,

22.0%) were excluded from analysis of incidence. Weight and height were measured by
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trained personnel. Venous blood samples were collected in the morning after subjects had
fasted for 12h. Systolic and diastolic blood pressures were measured with a mercury
sphygmomanometer adapted for arm size after 5 min of rest in supine position. Results of two
consecutive measurements were averaged, for analysis. A detailed description of laboratory
measurements including glucose and insulin is provided elsewhere (Balkau et al. 2008).
Homeostasis Model Assessment index of insulin sensitivity (HOMA-IR), based on fasting
levels of glucose and insulin, was computed using the Microsoft Excel spreadsheet
implementation of the HOMA Calculator (v2.2) available at
www.dtu.ox.ac.uk/Homacalculator/download.php (accessed 1 March 2006). Creatinine
clearance was calculated according to the Modification of Diet in Renal Disease formula

(Levey, et al. 1999).

R53H genotyping

The G230A (rs5515 coding for R53H) SNP of the Tissue Kallikrein gene, hKLK1, located on
chromosome 19 (19q13.2-q13.4) was genotyped using the Assay by Design kit from Applied
Biosystems (Life Technologies SAS, Saint Aubin, France) (Slim et al. 2002). The conditions
for TagMan reaction were as follows: 50°C for 2 min, 95°C for 15 min, and 45 cycles of 90°C

for 15 s and 60°C for 1 min.

Statistical analysis

Comparison was made between genotype RR (R53 homozygotes) versus H allele carriers
(genotypes RH+HH, R53H heterozygotes and H53 homozygotes) because of the rare
frequency of homozygous HH subjects (n=6). Baseline characteristics were compared among
genotypes using Chi-2 test for categorical variables, and ANCOVA for continuous variables
including sex and age as covariables. Genotype associations with incidence of diabetes during

follow-up were assessed by logistic regression models. ANCOVA for repeated measurements
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was used to compare evolution of clinical and biological variables at 0, 3, 6 and 9 years of
follow-up. Skewed variables (insulinemia, HOMA-IR) were log-transformed before statistical
analyses. All analyses were adjusted on sex, age, body mass index (BMI) and FPG at
baseline. Results are expressed as means = SD. P<0.05 was considered significant. Statistics

were performed with Statview (SAS Institute, Cary, NC, USA).

RESULTS

Animal Studies

High fat diet-fed model

As expected, HFD animals were significantly heavier and had larger weight increases than SD
animals (Fig. 1a,b). No difference in body weight was observed between TK+/+ and TK-/-
mice under SD, but after 19 weeks of HFD, TK-/- mice had gained 20% less weight (p<0,05)

and tended to have lower fat mass (p=0.06) than TK+/+ (Fig. 1c).

Fasting glucose level and area under the curve (AUC) of glucose during GTT were
significantly higher in HFD mice than SD mice at 10 and 16 weeks in both genotypes. No
effect of genotype was observed in HFD and SD groups (Fig. 2a-d). In HFD mice, insulin
release was significantly increased during GTT compared with SD mice but there was no
genotype effect (Fig. 2e,d). Similarly, glucose response during ITT at 10 and 16 week was

higher in HFD than SD group but no effect of genotype was observed (Fig. 3).

Diet and genotype had no significant effect on blood pressure. Heart rate was significantly
increased in HFD mice compared to SD mice, in both TK-/- and in TK+/+ mice (p<0.05,

Table 1).
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Genetic ob/ob model

Body weight and weight gain were similar in ob-TK+/+ and ob-TK-/- mice (Fig. 4). There
was no difference between ob-TK+/+ and ob-TK-/- for fasting glucose and AUC of glucose
(Fig. 5), as well as for insulin during GTT (not shown). Glucose response during ITT was
similar in both groups (Fig. 6). No difference was seen between ob-TK+/+ and ob-TK-/- mice
in inguinal and mesenteric fat mass (Online resource 1). There was no effect of TK deficiency
on systolic blood pressure (10745 vs 1153 mm Hg in ob-TK-/- vs ob-TK+/+ mice
respectively) and heart rate (539+76 vs 575+21 bpm in ob-TK-/- vs ob-TK+/+ mice

respectively).

Human studies

Baseline characteristics

Genotypes were available for 4950 of the 5110 participants with known diabetic status at
baseline (genotyping failure rate 3.1%). Among these 4950 individuals, 132 had diabetes at
baseline. Proportion of RR and RH+HH genotypes did not differ significantly according to
diabetes at baseline (RR: 122 (2.6%) and 4465 (97.4%) in people with and without diabetes
respectively, RH+HH: 10 (2.7%) and 353 (97.3%) in people with and without diabetes

respectively, p=0.91).

Table 2 summarizes the demographic features and clinical and metabolic profiles at baseline
of the population without diabetes at baseline, according to R53H genotypes. Rare variant
(H53-coding) allelic frequency was 3.93% and 3.60%, in men and women respectively
(p=0.49). Genotype distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium. Six subjects were

homozygotes for the H53 variant while 346 were heterozygotes. There was no significant
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53H-coding allele association with weight, BMI, markers of abdominal obesity, fasting

plasma glucose, fasting insulinemia, HOMA-IR, and blood pressure.

Follow-up study

Changes in BMI, FPG, fasting insulinemia, systolic blood pressure and heart rate over time
did not differ according to TK genotype (Table 3). Among the 4818 people with genotype,
without diabetes at baseline a total of 193 subjects developed diabetes, with no association
with RS3H genotype: 180 had the RR genotype (4.0% of all the RR genotype carriers), and 13

had the RH or HH genotypes (3.7%), p=0.76.

DISCUSSION

The present data show that TK haploinsufficiency in middle-aged humans and TK deficiency
in mice with dietary- or genetically-induced obesity do not significantly influence

development of insulin resistance and associated metabolic and hemodynamic abnormalities.

Animal Studies

Obesity is a hallmark of the HFD and ob/ob mice models (Tschop and Heiman 2002). Our
data indicate that TK deficiency altered weight gain in HFD but not in ob/ob. Similar results
were observed in a mouse model of kinin Bl receptor deficiency (Mori, et al. 2008).
Resistance to obesity in Bl receptor deficient animals was suggested to be due to increased
leptin sensitivity and therefore absent in mice lacking leptin (Mori et al. 2008). Our data in

TK deficient mice are consistent with this hypothesis.
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In the present study, absence of TK and TK-derived kinins did not alter glucose tolerance,
insulin sensitivity and insulin release assessed by GTT or ITT responses, in two models of
obesity and insulin resistance. These negative observations may not be inconsistent with
previous studies documenting effects of kinins B1 and B2 receptors on insulin secretion or
action. Indeed, these studies suggest that kinin receptors may exhibit isoform-specific
differences in modulating metabolic processes. Mice lacking B1 receptor, fed standard diet,
presented pancreas abnormalities, characterized by fewer pancreatic islets and lower insulin
content, associated with hypoinsulinemia and reduced insulin secretion after glucose load
(Araujo, et al. 2006). Mori et al. have suggested facilitation of insulin action in adipocytes by
the B1 receptor, leading to fat accumulation and insulin resistance in response to HFD (Mori,
et al. 2012). The deleterious effect of Bl receptor in pancreas and adipocytes may be
mediated by the role of this receptor in inflammation (Catanzaro, et al. 2010), a process
involved in pathogenesis of type 2 diabetes. Pharmacological blockade of Bl receptor
decreased inflammatory markers of obesity and reversed metabolic abnormalities and insulin
resistance by reducing oxidative stress in glucose-fed rats (Dias and Couture 2012). On the
opposite, B2 receptor activation may have beneficial effects on glucose metabolism. Lack of
B2 receptor in mice impaired insulin-dependent glucose transport (Duka et al. 2001) and
increased hepatic glucose production (Barros, et al. 2012a) leading to a state of insulin
resistance. In rats, a B2 receptor antagonist reduced glucose uptake and insulin sensitivity
(Kohlman, et al. 1995). Loss of both B1 and B2 receptors signaling in TK deficient mice may

result in a null phenotype on glucose metabolism.

On the other hand, while TK is the main source of kinins in healthy mice (Meneton et al.
2001) other kinin forming enzyme might be activated in the setting of obesity and become
principal source of kinins, while this remains speculative. Plasma prekallikrein (or kallikrein

B), a potential kinin forming enzyme present in inactive form in healthy mice was found to be
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activated in insulinopenic diabetic rats (Rothschild, et al. 1999; Tschope, et al. 1999), but no

data are available concerning obesity and insulin resistance.

Mice deficient in both B1 and B2 receptor display mild hyperinsulinemia with normal glucose
level suggesting mild insulin resistance (Kakoki et al. 2010). In ob/ob mice made deficient in
both kinin receptors mild hyperglycemia, enhanced insulin release and hepatic abnormalities
have been reported (Barros, et al. 2012b). The discrepancy between the TK and the B1/B2
receptor deficient mice may be related to use of different experimental conditions especially
gender, and duration of the study. Indeed in the Barros et al study, difference in glucose
tolerance between wild type and mice lacking B1 and B2 receptors was observed only in 6
month-old female mice and not in younger animals. Nevertheless, we did not observe any
difference in glucose parameters between ob-TK+/+ and ob-TK-/- when we performed GTT
and ITT in 12 month old mice (Online resource 2). Difference between TK and B1/B2
receptors deficient mice may also be explained by the role of putative non-TK kinin-forming

enzymes, as discussed above.

Although obesity and insulin resistance are associated in man with hypertension, we observed
no difference in blood pressure between C57BI16 mice fed either HFD or SD diet. This is in
agreement with previous observations made in this model (Belin de Chantemele, et al. 2011;
Williams, et al. 2003). The increase in heart rate in HFD mice is probably due to leptin-
mediated sympatho-activation (Belin de Chantemele et al. 2011). Indeed, no difference in
heart rate was observed between TK+/+ and ob/ob mice. TK deficiency had no effect on
blood pressure in HFD or in ob/ob mice, suggesting that TK does not play any
antihypertensive role in these models, contrary to other pro-hypertensive mice models related

to sodium retention (Waeckel, et al. 2012).
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Human study

Relevance of our experimental findings to human pathophysiology was assessed by
investigating the impact of a loss-of-function polymorphism of the TK gene (R53H) on
incidence of insulin resistance and diabetes in a general population cohort. The DESIR study
is a large-cohort study with 9 years follow-up aimed at identifying genetic and non-genetic
determinants of insulin resistance and type 2 diabetes (Balkau et al. 2008). The G to A
transition mutation in exon 3 of the TK gene results in His to Arg substitution at position 53
in the amino-acid sequence of TK and which reduces dramatically (>90%) the kinin forming
activity of the enzyme (Slim et al. 2002). We show that the defective 53H variant of TK did

not affect incidence of insulin resistance and diabetes in the DESIR cohort.

Few human studies have been conducted to date on KKS and risk of metabolic diseases. A
common variant of the ACE (kininase II), gene associated with high ACE level and
presumably reduced kinins concentration has been linked to the risk of insulin resistance in a
large cohort but angiotensin may be also involved in this effect (Bonnet, et al. 2008).
Promoter variations in the B2 receptor gene have been linked to risk of insulin resistance or
diabetes in smaller populations (AlvimRde, et al. 2012; Fallo, et al. 2004). However, the
functionality of these genetic variants was not documented. The present study suggests that
TK, despite its genetic variability, is not involved in genetic susceptibility to insulin resistance

and diabetes. These human data are consistent with the mouse data.

A limitation of the human study is the low number of homozygote subjects, due to allelic
frequency (0.03) of the defective variant. While 6 to 7% of subjects in white populations are
heterozygote, homozygote subjects are very rare (0.05%)(Slim et al. 2002). Accordingly

mainly heterozygote subject only partially deficient in TK were studied. However,
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heterozygote subjects have reduced urinary kallikrein activity and an arterial phenotype (Azizi

et al. 2005).

In conclusion, we have shown that genetic deficiency in tissue kallikrein activity has
no influence on development of insulin resistance and diabetes in mouse and man. Our results
do not exclude an effect of kinin receptors, suggested by previous studies. It seems that BIR
and B2R have opposite effect on glucose homeostasis. Therefore, absence of stimulation of
both in TK deficiency could lead to the neutral effect observed in our study. The present data
also does not exclude an effect of kinins in situations where kinin levels increase as a

consequence of impaired catabolism, like ACE inhibition.
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Fig. 1 Body weight gain and fat mass of TK deficient (TK-/-) and control wild type (TK+/+)
mice, fed standard (SD) or high fat diet (HFD).Body weight (a), body weight gain (b) during
19 weeks of diet.Fat and lean mass (c). Data are means = SEM. n=7-16 per group. Two-way
ANOVA followed by Fisher PLSD test, high fat vs standard diet: * p<0.05; TK-/- vs TK+/+:

Tp<0.05.

Fig.2 Glucose tolerance test in TK deficient (TK-/-) and wild type (TK+/+) mice, fed standard
(SD) or high fat diet (HFD).Blood glucose concentration and area under curve of glycemia at
10 weeks (A, B) and 16 weeks (C, D) of diet.Plasma insulin concentration and area under
curve of insulinemia at 16 weeks of diet (E, F). Data are means = SEM. n=7-16 per group.
Two-way ANOVA followed by Fisher PLSD test, high fat vs standard diet: * p<0.05; TK-/-

vs TK+/+ :non significant.

Fig. 3 Insulin tolerance test in TK deficient (TK-/-) and wild type (TK+/+) mice, fed standard
(SD) or high fat diet (HFD). Relative values of the insulin tolerance test (ITT) and area under
curve of glycemia at 10 weeks (a, b) and 16 weeks (c, d) of diet. Data are means = SEM. n=7-
16 per group. Two-way ANOVA followed by Fisher PLSD test, high fat vs. standard diet: *

p<0.05; TK-/- vs. TK+/+: non significant.

Fig. 4 Body weight gain in ob/ob TK deficient mice (ob-TK-/-) and ob/ob control (ob-TK+/+)

mice. Body weight (a) and weight gain (b) between 9 and 22 weeks of age. Data are means +

SEM. n=7-8 per group.
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Fig. 5 Responses to glucose tolerance test of ob/ob TK deficient mice (ob-TK-/-) and ob/ob
control mice (ob-TK+/+).Blood glucose concentrationand area under curve of glycemia at 13

weeks (a, b) and 19 weeks (c, d) of age. Data means + SEM. n=7-8 per group.

Fig. 6 Insulin tolerance test in ob/ob TK deficient mice (ob-TK-/-) and control ob/ob (ob-
TK+/+) mice.Relative values of the insulin tolerance test (ITT) and area under curve of

glycemia at 13 weeks (a, b) and 19 weeks (c, d) of age. Data are means = SEM. n=7-8 per

group.

Supplementary Fig. 1: Glucose (a, b) and insulin tolerance test (c, d) in 12 month old ob/ob
TK deficient mice (ob-TK-/-) and control ob/ob (ob-TK+/+) mice. Data are means + SEM.

n=7-8 per group.
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Table 1: Blood pressure and heart rate in wild type (TK+/+) and TK

deficient (TK-/-) mice, fed standard or high fat diet for 18 weeks

Standard Diet High Fat Diet
TK+/+ TK-/- TK+/+ TK-/-

n 7 16 12 13
SBP (mmHg) 108 +4 116+ 3 113+4 109+ 3
DBP (mmHg) 76+ 6 83+ 3 754 80+ 4

Heart Rate (bpm) 594+ 16 587+12 655+ 5% 646 £ 11*

SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood pressure. Data are
means + SEM. Two-way ANOVA followed by Fisher PLSD test, high fat

vs. standard diet: * p<0.05; TK-/- vs. TK+/+: non significant.
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Table 2: Demographic features and clinical and metabolic profiles of the DESIR

population without diabetes at baseline according to Tissue Kallikrein rs5515 (R53H)

genotype.
RR RH+HH p

Number 4465 353

Age (years) 46.7+10.0 46.3+10.3 0.48
Sex male n (%) 2210 (49.2) 183 (51.1) 0.49
Weight (kg) 68.2+12.8 67.6+12.9 0.22
BMI (kg/m?) 24.6+£3.8 244+3.7 0.16
Waist to hip ratio 0.85+0.09 0.85+0.9 0.26
FPG (mmol/l) 531+0.64 5.29 +0.56 0.12
HOMA-IR 0.87 [0.62] 0.87 [0.64] 0.15
Insulinemia (pmol/I) 39.5[27.7] 39.4 [29.0] 0.15
eGFR (ml/min.1.73m?) 83.3+14.0 84.1+13.5 0.47
SBP (mmHg) 131+ 16 130+ 14 0.24
DBP (mmHg) 80+ 10 79+9 0.37
HR (bpm) 67.3+10.0 67.9+10.2 0.25

RH heterozygote subjects: n=351, HH homozygote subjects: n=7. BMI: body mass
index, FPG: fasting plasma glucose, SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood
pressure, HR: heart rate. Data are means = SEM except for HOMA-IR and insulinemia
which are medians [Interquartile Range]. Comparison was made by Student’s t test for

continuous variables or Chi-2 test for categorical variables when appropriate.
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Table 3: D.E.S.LLR. study: body mass index (BMI), fasting plasma glucose (FPG), HOMA-IR,

fasting insulinemia, systolic blood pressure (SBP) and heart rate (HR) at baseline, 3, 6 and 9 years,

according to TK genotype.

BMI (kg/m?)

FPG (mmol/l)

HOMA-IR

Insulinemia

(pmol/l)

SBP (mmHg)

HR (bpm)

P P
baseline 3 years 6 years 9 years p time
genotype interaction
RR RH+HH RR RH+HH RR RH+HH RR RH+HH
245+36 245+35 25.0+38 25.0+37 254+4.0 254+38 25.7+4.1 258+40 0.87 <0.0001 0.31
53+0.5 53+0.5 53406 53+06 54+£07 53+0.7 54+0.8 54+06 0.28 <0.0001 0.18
0.98[0.62] 0.97[0.64] 1.11[0.69] 1.10[0.65]  1.15[0.77] 1.12[0.75] 1.35[0.85] 1.28[0.79] 0.35 <0.0001 0.69
39.5[27.7] 39.4[29.0] 43.7[30.8] 40.9[28.7] 44.5[35.1] 42.3[34.4] 51.6[38.7] 48.4[36.6] 0.21 <0.0001 0.93
131+15 131+15 130£16 130+ 16 134+£19 135+19 136 £ 19 135+19 0.56 <0.0001 0.92
66+ 10 68+ 10 67+10 67+11 68+ 11 69+11 68 +11 68+ 11 0.28 <0.0001 0.08

RR: homozygote R53 subjects (n=3179). RH: R53H subjects (n=252); HH: homozygote H53
subjects (n=5). Patients with missing data at any time during the follow-up could not
participate to this ANOVA for repeated measurement, adjusted on sex, age and BMI. Data are
means + SD except for HOMA-IR and insulinemia which are medians [Interquartile Range].

+ 10T - ¥8I0300P P 3SQY ], — SINOT Janog



Potier Louis — Thése de doctorat - 2014

A —O0— SD-TK+/+
50 . —® SD-TK--
S 45 | —O— HFD-TK+/+ *
= —&— HFD-TK-/-
© 40 *
()
=35
>
8 30
25
20
15 1 T T 1
0 5 10 15 20
Time (Weeks)
B t
25 - *
. OTK+/+
220 { ®mTK-- *
£
©
515
e
2
() -
0 10
>
S 5 4
m
0
Standard Diet High Fat Diet
C
50 1 OFat mass
*
40 { ®Lean mass *
30 -
20 A
10 A
0

TK+/+ TK-/- TK+/+ TK-/-

Standard Diet High Fat Diet

Figure 1



Potier Louis — Thése de doctorat - 2014

Glycemia (mg/dl)

Glycemia (mg/dl)

450+

w

(4]

o
1

N

(9]

o
1

1504

50-

450+

350

2504

1504

N
|

Insulinemia (ng/ml)
1

10 weeks

16 weeks

16 weeks

$ow 0

HFD-TK+/+ B
HFD-TK-/-

SD-TK+/+

SD-TK-/-

P

0

30

60

90

120

Figure 2

Area under curve

50

40

30

20

10

50

o N w B
o o o o

Area under curve

o

Area under curve

OTK+/+ * *
1 ®TK-/-
* *
*
*
. T
Standard Diet High Fat Diet

82



Potier Louis — Thése de doctorat - 2014

A 10 weeks o HFD-TK+/+ B
150+ = HFD-TK-/- 1 oikes
_0' SD'TK+/+ m 20 il .TK-/-
< 1204 - SD-TK-/- > *
x = *
P - 15 4
£ 90 9
8 S 10 -
O (0]
60
30- i
16 weeks D
150+ 25 -
20 - =
20 ¢
S S i
o © 15 1
E 904 =
8 <€ 10 A
® | ©
60 g 5 |
30 0 ,
Standard ~ High Fat
Time (min) Diet Diet

Figure 3

&3



Potier Louis — Thése de doctorat - 2014

A
60 7 —0—ob-TK+/+
—&— ob-TK-/-
> 50 A
=
2 40 -
()
2
>
g 30 ~§
m
20 1 1 1 1 1 T 1
8 10 12 14 16 18 20 22
Time (weeks)
B
50 -
S Oob-TK+/+ mob-TK-/-
< 40 -
i3
+= 30 -
2
220 -
>
3
2 10 -
0 J

Figure 4



Potier Louis — Thése de doctorat - 2014

13 weeks
800+ — Ob-TK-/-
- 0Ob-TK+/+

Glycemia (mg/dl)
N 4= N
o o o
T T 7T

19 weeks

Glycemia (mg/dl)
N 4. (o]
o o o
A A

01— T T T T
0 30 60 90 120

Time (min)

Figure S

Area under curve

Area under curve

80

60

40

20

o

(@]
o

(o]
o

N
o

N
o

Oob-TK+/+
mob-TK-/-

85



Potier Louis — Thése de doctorat - 2014

13 weeks
150 -
-~ 0b-TK-/-

- Ob-TK+/+

Glycemia (%)
© N
¥ 9

(o)}
o
|

w
o
L

150- 19 weeks

120

Glycemia (%)
(o]
o
1

W
o

| | |

|
0 30 60 90 120
Time (min)

Figure 6

N w e
o o o

Area under curve

—
o

EN
o

w
o

-
o

Area under curve
N
o

Oob-TK+/+
mob-TK-/-

86



Potier Louis — Thése de doctorat - 2014

Supplementary figure 1
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Supplementary Table 1: Inguinal and mesenteric fat
mass in control ob/ob (ob-TK+/+) and ob/ob TK

deficient (ob-TK-/-) mice

ob-TK+/+ ob-TK-/-
n 8 7
BW (g) 56+2 57+2
Inguinal Fat (g) 1.77+0.31 2.27+£0.48
Mesenteric Fat (g) 1.88+0.14 1.91+0.29

BW: body weight. Data are means + SEM.
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3. DISCUSSION ET CONCLUSION

Cette étude montre que le déficit partiel ou complet en TK ne modifie pas le risque de
développement d’anomalie du métabolisme glucidique chez I’homme et dans deux modeles
d’obésité et de diabete de type 2 chez la souris. Ces résultats négatifs n’étaient pas attendus au
vu de DI’hypothése initiale d’un role positif du SKK dans le métabolisme glucidique.
Cependant, cette étude est la premicre a notre connaissance a avoir étudié spécifiquement la

déficience en TK dans des modeles murins et dans une population générale humaine.

3.1. Etudes expérimentales

Il existe des données dans la littérature en faveur d’un réle de la TK dans le
métabolisme glucidique. En effet, I’équipe de Zeldin et Wang ont étudié I’effet d une thérapie
génique par transfection génique du gene de la TK humaine dans plusieurs modeles de
diabéte. Ils observent une diminution de I’insulinémie dans chacun de leur modele sans
modification toutefois de la glycémie, en faveur donc d’une amélioration de
I’insulinosensibilité comme en témoigne les HOMA-IR diminués dans le groupe traité par le
transgene (135, 137). Cependant, les modeles utilisés different des notres par plusieurs points
: 1l s’agit a chaque fois de rats, les modeles de diabéte choisis sont des modéeles de diabéte
induit par régime riche en fructose et un modele de diabéte associant régime gras suivi d’une
injection d’une dose faible de streptozotocine puis d’un régime enrichi en glucose. De plus,
aucune exploration du métabolisme, autre que des dosages statiques, n’est réalisée dans ces
¢tudes. De fagon contradictoire, la transfection du géne de la TK humaine, cette fois dans un
modele de diabéte de type 1, induit par la streptozotocine, entraine une amélioration de la
glycémie a jeun sans effet sur I’insulinémie (138). Il est a noter de plus que ce sont des
modeles d’activation du systéme contrairement a notre modele génétique murin a 1’origine

d’une déficience totale en kinines (136).
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Méme si le role de la TK dans le métabolisme glucidique ne semble pas clair au vu des
données de la littérature, I’implication des récepteurs BIR et B2R dans les troubles
métaboliques est mieux documentée. Il semble que chaque récepteur ait un role différent dans
la régulation des processus métaboliques. Ainsi, le B1R aurait un réle métabolique délétere au

contraire du B2R dont les effets seraient bénéfiques.

Les souris déficientes en B1R soumise a régime gras présentent une amélioration de
leur sensibilité a I’insuline et sont protégées de la prise de poids induite par le régime gras
(139). De la méme manicre, un antagoniste s¢lectif du BIR améliore la glycémie et diminue
I’hyperinsulinémie chez des rats sous régime enrichi en glucose (140). En revanche, des
souris ob/ob déficientes en BI1R ne présentent pas de protection métabolique (139). Ces
résultats sont partiellement similaires aux notres puisque nous observons une moindre prise de
poids des souris TK-/- sous régime gras mais pas d’effet chez les souris ob/ob. Ces résultats
suggerent que le SKK participe a la régulation de la balance énergétique en modulant la
sensibilité a la leptine. Cette hypothése est confortée par 1’observation d’une surexpression du
B1R dans le foie et le tissu adipeux des souris ob/ob (141). Il est & noter également que le
BI1R a été impliqué dans la pathogénese du diabéte de type 1 probablement du fait de son role
dans le processus inflammatoire pancréatique caractérisant le diabéte de type 1 (142, 143). Le
role du BIR dans les processus inflammatoires et I’importance de ces phénomenes
inflammatoires dans la pathogénése du DT2 et du type 1 peut étre une des explications aux
effets délétéres du B1R dans la régulation de I’homéostasie glucidique (144, 145). Cependant,
contrairement au souris KO pour le BIR, nous n’observons pas de différence sur les
parametres glucidiques (ITT et GTT) entre les souris sauvages et TK-/- sous régime standard
ou régime gras. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces différences. Tout d’abord, les

souches sont différentes (C57BI6 contre fond génétique mixte C57B16/Sv129) et le protocole
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de GTT est légerement différent puisque les souris sont laissé a jeun toute la nuit

contrairement a notre protocole ou le jeune est de Sh.

L’autre hypothése est liée au role du B2R. Celui-ci est surexprimé chez les souris
déficientes en B1R notamment au niveau du foie, organe clé de la régulation de I’homéostasie
glucidique (146). Les effets bénéfiques observés en cas de déficience du BIR pourraient ainsi
étre liés a la surexpression induite du B2R chez ces souris. Il semble en effet que
contrairement au BIR, le B2R soit impliqué de fagon positive dans les processus
métaboliques. Chez le rat, I’inhibition pharmacologique du B2R diminue la captation du
glucose musculaire et la sensibilité a 1‘insuline (131). De méme, des études in vivo sur des
cellules musculaires et des adipocytes ont montré que la bradykinine, via ’activation du B2R,
stimule la translocation de GLUT4 a la membrane et augmente la captation cellulaire de
glucose (133, 134). L’ensemble de ces données est en faveur d’un réle double du SKK via
I’action de chaque récepteur sur les processus métaboliques avec une action protectrice du
B2R et délétere du B1R. Cette dualité d’action des récepteurs, associée au fait que le
I’inactivation génétique ou pharmacologique de 1’un conduit a la surexpression compensatrice
de l’autre, peut rendre difficile I'interprétation des données issues de ces modéles. Les
phénomenes observés sont-ils liés a I’inhibition d’un récepteur ou a la surexpression
compensatrice de I"autre ? Le modele de souris inactivée pour la TK utilisé dans cette étude
présente 1’avantage de n’avoir aucune stimulation des récepteurs puisque ces souris sont
incapables de produire des kinines (136). Nos données suggerent que 1’inactivation totale du
SKK n’a pas d’effet sur les troubles métaboliques induits par le régime gras et la déficience
en leptine. Ainsi les résultats contradictoires entre les données de la littérature et nos données
peuvent étre liés a I’inhibition compléte du systéme dont les effets positifs (ceux du B2R) et
négatifs (ceux du BI1R) s’annulent mutuellement. Cependant une étude récente de Barros et

al. a montré que I’inactivation génétique des deux récepteurs simultanément, exacerbe
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I’insulinorésistance et la stéatose hépatique de souris ob/ob. Cependant, contrairement a notre
¢tude, seul des femelles sont utilisées dans cette étude et les différences apparaissent
seulement chez les souris de plus de 6 mois de vie. Malgré la réalisation de GTT a des
animaux plus agés (6 mois a 1 an), nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence

entre les 2 groupes.

Une autre hypothese pour expliquer ces résultats négatifs pourrait étre la possibilité que
d’autres voies d’activation des kinines, TK-indépendantes, soit activées dans ces modeles
d’obésité. Il a ét¢ montré que la prékallicréine plasmatique, un enzyme kininoformatrice
présent sous forme inactivés a 1’état basal, était activée dans un mod¢le de rat insulinopénique
(147, 148). Cependant aucune donnée n’est disponible dans des modeles d’obésité et
d’insulinorésistance. Afin de vérifier I’absence de formation de kinines chez les souris TK-/-
obéses, il aurait fallu mesurer la production de kinines dans nos modéeles.

L’absence d’effet sur la pression artérielle observée dans nos deux modeles d’obésité
confirme les données de la littérature sur les souris soumises a un régime gras ou déficientes
en leptine (149-151). Cependant, I’ensemble de ces données ne sont pas toutes concordantes
et il existe de nombreux résultats contradictoires (149, 150, 152-157). Ces discordances sont
probablement le reflet des différences méthodologiques de la mesure de pression, de la
souche, de I’age de souris et d’autres parametres difficilement quantifiables. Nos données sur
la pression artérielle, chez nos modéles et dans les conditions du laboratoire, montrent
I’absence d’effet de I’obésité sur la pression artérielle, contrairement a ce qui est retrouvé
fréquemment chez I’homme. Nous ne retrouvons pas également d’effet de la déficience en TK
sur la pression artérielle. L’absence d’effet dans le groupe contrdle était attendu (136) alors
que nous montrons ici pour la premicre fois I’absence de role de la TK sur les paramétres

tensionnels dans des modeles d’obésité. Cependant, il a ét€ montré que la déficience en TK
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pouvait avoir un role sur la pression artérielle dans une situation d’hyperaldostéronisme et de

régime hypersodé (158).

3.2. Etude de population humaine

Nos résultats obtenus chez la souris dans deux modeles distincts d’obésité et
d’insulinorésistance, sont corroborés par nos résultats obtenus chez ’homme dans la cohorte
DESIR (Données Epidémiologiques sur le Syndrome d’Insulino-Résistance). Celle-ci est une
cohorte d’individus de la population générale, non sélectionnés et recrutés dans des centres de
sécurité sociale de I’ouest de la France (Angers, Blois, Chartres, Orléans et Tours). Les 5214
sujets recrutés dans cette cohorte ont été suivis 9 ans avec un recueil tous les 3 ans de
nombreuses données clinico-biologiques. L’objectif initial de cette cohorte, comme son nom
I’indique, était 1’identification des facteurs de risque d’insulinorésistance et donc de
développement de troubles glucidiques. Cette cohorte permet notamment d’étudier 1’effet
d’un polymorphisme génétique sur le risque de complications métaboliques.

La substitution de G par A dans I’exon 3 du gene de la TK entraine un
remplacement de I’histidine par 1’arginine en position 53 dans la s€quence d’acides aminés de
la TK. La présence de I’alléle 53H est associée a une forte diminution de I’activité de la TK
chez les individus hétérozygotes (R53H). En effet, il a ét¢ montré chez les sujets
hétérozygotes que 1’activité de la TK était diminuée de 50 a 90% en fonction des apports
potassiques et sodés (159, 160). De plus, le polymorphisme R53H a une conséquence
physiologique puisque les patients hétérozygotes présentent une dysfonction artérielle
particuliére, caractérisée par une augmentation chronique des forces de cisaillement (shear
stress) artérielles, associée a une diminution de la lumicre et du diamétre artériels suggérant

un remodelage artériel inapproprié (160). Ces données montrent donc que la présence de
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I’allele 53H méme a 1’état hétérozygote a une conséquence sur ’activité de la TK et sur la
physiologie artérielle.

Dans notre étude, nous avons montré que ’allele 53H, a I’état hétérozygote, n’a
aucune conséquence sur la prise de poids, la glycémie, I’insulinémie, I’insulinorésistance et la
pression artérielle. Nos données sont les premiéres a avoir analysées spécifiquement 1’effet
d’un polymorphisme fonctionnel de la TK sur I’évolution de paramétres métaboliques dans
une large cohorte humaine avec un suivi de 9 ans. L’effet de variants all¢liques du récepteur
B2 a en revanche ¢été étudié par deux autres équipes. Alors que le polymorphisme C58T n’est
pas associé¢ au niveau d’insulinorésistance dans une population de patients obeéses non
diabétiques, le polymorphisme +9/-9 semble associé au risque de diabete et a la valeur de la
glycémie a jeun dans une population générale brésilienne. Ainsi la prévalence du diabete chez
les porteurs de 1’allele +9 (homozygote et hétérozygote) est plus importante que chez les
homozygotes -9/-9. Cependant, les conséquences physiologiques de ce polymorphisme ne
sont pas prouvées, il a juste ét¢ montré que 1’allele +9 était associé a une diminution de
I’activité transcriptionnelle du B2R (161). Si ce polymorphisme était effectivement associé a
une diminution du B2R et a un risque plus ¢élevé de diabéte, cela serait compatible avec les
données expérimentales de la littérature sur le role bénéfique du B2R dans I’homéostasie
glucidique.

Une limite de notre étude est le faible nombre de sujets homozygotes pour 1’allele
53H. L’analyse statistique a ainsi d(i étre réalisée en groupant les sujets homozygotes et
hétérozygotes pour les comparer aux sujets R53R. En effet, la tres faible fréquence des sujets
H53H (n=6) est a I’origine d’un manque d’homogénéité de ce groupe. Les résultats en
fonction des 3 polymorphismes sont présentés en annexe. On observe une dispersion
importante des résultats des homozygotes 53H, associés de plus a des variations dans le

temps. Alors que 1’on observe une augmentation de I’indice de masse corporelle, de la
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glycémie, de I’insulinémie et la pression artérielle systolique au cours du temps lorsque que
I’échantillon est assez grand (groupe RR et RH), ces paramétres, dans le groupe HH,
augmentent et diminuent successivement durant les 9 ans de suivi. Ces fluctuations et cette
dispersion ne permettent donc pas la comparaison statistique des 3 groupes de polymorphisme
ensemble. Cependant, nous avons vu que la présence de l’allele 53H méme a 1’état

hétérozygote entrainait une diminution de I’activité de la TK associé a un phénotype artériel.

3.3. Conclusion

Nous avons donc montré que le déficit partiel ou total en TK, respectivement chez
I’homme et la souris, n’avait pas de conséquence sur la survenue de trouble du métabolisme
glucidique. Alors que de nombreux arguments expérimentaux sont en faveur d’un role des
récepteurs B1 et B2, nos données suggerent que la TK n’est pas impliquée dans la régulation
glucidique. Une des explications a ces résultats contradictoires peut étre 1’effet opposé de
chaque récepteur. En effet, ’absence de stimulation de 1’un et I’autre dans notre modele
d’étude pourrait conduire a un effet neutre alors que ’activation ou I’inhibition de chaque
récepteur séparément entraine des effets physiologiques. Cette hypothese pourrait ouvrir une

voie vers d’autres études, notamment 1’utilisation d’agoniste spécifique de chaque récepteur.

95



Potier Louis — These de doctorat - 2014

CHAPITRE VI : EFFETS DE NOUVEAUX
AGONISTES DES KININES DANS LES
LESIONS D’ISCHEMIE REPERFUSION
CARDIAQUE CHEZ LA SOURIS NON
DIABETIQUE ET DIABETIQUE.

1. INTRODUCTION

Les pathologies ischémiques artérielles (accident vasculaire cérébral, infarctus du myocarde,
artériopathie oblitérante des membres inférieurs) sont des pathologies extrémement
fréquentes. Parmi celles-ci I’ischémie myocardique est la premicre cause de mortalité dans le
monde (Figure 6). L’infarctus du myocarde, occlusion aigué d’un vaisseau coronarien,
¢galement appelé syndrome coronarien aigu, est une urgence nécessitant une prise en charge
médicale précoce afin de revasculariser le myocarde ischémié le plus rapidement possible. La
revascularisation coronaire, par thrombolyse ou angioplastie coronaire, permet la reperfusion
myocardique. Toutefois, la reperfusion, méme si elle est nécessaire pour éviter les lésions
irréversibles de 1’ischémie, s’accompagne d’effets déléteres, limitant les bénéfices de la
revascularisation. Ce phénomeéne est appelé ischémie-reperfusion (IR). Il existe des méthodes
mécaniques ou pharmacologiques permettant de limiter les Iésions de I’IR. Ces traitements,
appliqués avant I’ischémie ou au moment de la reperfusion apres I’ischémie, définissent

respectivement le préconditionnement et le postconditionnement.
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Figure 5: Causes de mortalité dans le monde en 2000 et 2011 (Données OMS, Department

of HealthStatistics and Information Systems, 2013)

Parmi les facteurs a I’origine de la coronaropathie, le diabéte est un facteur de risque
majeur. Il a été bien montré que les hommes diabétiques avaient un risque 2 a 3 fois plus
important de développer une coronaropathie que la population non diabétique avec un risque
encore plus élevé chez les femmes diabétiques (162, 163, 164, 165). Le diabéte est ainsi
souvent considéré comme un équivalent coronarien: le risque cardiovasculaire d’un
diabétique sans antécédent cardiovasculaire équivaudrait a celui d’un patient non diabétique
avec antécédent d’infarctus du myocarde (166). Il semble cependant qu’avec 1’amélioration
des stratégies de prévention ce concept d’équivalence ne s’observe qu’aprés une longue durée
d’exposition a I’hyperglycémie (167). Méme chez les patients a trés hauts risque

cardiovasculaire, le diabéte représente encore un sur-risque de mortalité cardiovasculaire et de

survenue d’un infarctus du myocarde (168).
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Les atteintes coronariennes sont responsables de la majorit¢ de la morbidité et de la
mortalité des patients diabétiques. De plus, le diabéte augmente la morbi-mortalité apres
syndromes coronariens aigus. Quel que soit la sévérité de la présentation clinique, le risque
d’infarctus et de déces aigu est plus élevé chez les patients diabétiques présentant un
événement coronarien aigu que chez les sujets non diabétiques (169 , 170 , 171). De méme, en
cas de diabete le pronostic a plus long terme est moins bon du fait d’une augmentation des

récidives, des insuffisances cardiaque et des déces (172).

Le risque coronarien est également dépendant de I’équilibre glycémique. L’étude
UKPDS a bien montré la relation linéaire entre le taux d’infarctus du myocarde et le niveau
d’HbAlc de diabétique de type 2. Ainsi une réduction de 1 point de I’hémoglobine glyquée,

diminue le taux d’infarctus du myocarde de 14% (173).

Malgré I’amélioration de la prise en charge des syndromes coronariens aigus et des
stratégies de prévention, il persiste encore un risque majeur d’événements coronariens chez
les patients diabétiques avec un pronostic moins bon dans cette population apres infarctus du
myocarde. Il est donc nécessaire de développer des traitements spécifiques afin de réduire

cette morbi-mortalité.

2. ISCHEMIE-REPERFUSION CARDIAQUE

La reperfusion myocardique en urgence, par thrombolyse ou angioplastie
transluminale, est le traitement le plus efficace pour diminuer la taille des Iésions ischémiques
et réduire les conséquences cliniques de I’ischémie (174). La reperfusion n’est toutefois
efficace que si elle est appliquée suffisamment tot. En effet il existe un délai critique au-dela

duquel les Iésions ischémiques sont irréversibles et ne peuvent plus bénéficier de la
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reperfusion. Ce délai varie entre les especes, il semble étre de 6 heures chez I’homme.
Cependant, la restauration aigué¢ du flux sanguin coronarien apres occlusion est une « épée a
double tranchant ». L’IR est en effet un phénoméne pathologique caractérisé par une phase
initiale de restriction des apports sanguins notamment en oxygeéne, suivi d’une restauration
brutale de la perfusion myocardique et donc de la réoxygénation des cardiomyocytes. L’IR
peut ainsi et paradoxalement limiter les bénéfices attendus de la reperfusion (Figure 7). Ainsi,
ce phénomene peut en partie expliquer pourquoi, malgré une reperfusion myocardique
précoce, la mortalité aprés syndrome coronarien aigu reste de 10% et le taux d’insuffisance
cardiaque de 25% (175). Il est donc nécessaire de développer des stratégies thérapeutiques

permettant de limiter ces complications.
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Figure 6 : Schématisation du concept de lésions d’ischémie reperfusion. Au cours de

lI'ischémie, en I'absence de reperfusion, les Iésions ischémiques vont progressivement

conduire a la mort cellulaire et évoluer jusqu’a la nécrose de 1’ensemble du tissu ischémié

(ligne pointillé rouge). La reperfusion interrompt le processus de mort cellulaire ischémique

mais entraine des lésions cellulaires qui se surajoutent a celles dues a la période ischémique:

les Iésions de reperfusion. Le résultat net, cependant, est que le tissu reperfusé subit moins

de mort cellulaire qu’en 1’absence de reperfusion. (D’apres (176))
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2.1. Mécanismes

Les mécanismes a 1’origine des Iésions d’IR sont multiples et pas encore complétement
tous compris. La restauration aigué de 1’apport en oxygene apres une ischémie plus ou moins
prolongée est un phénoméne brutal, ayant des répercussions déléteres sur une cellule dont le
métabolisme s’est réorienté vers un €tat anaérobie. Ainsi I’oxygene joue un role paradoxal
puisqu’il limite les lésions de 1’ischémie mais est a I’origine de perturbations cellulaires

déléteres notamment par la génération de stress oxydant (177).

2.1.1. Role du calcium

Au moment de la reperfusion, on observe un pic de calcium intracytoplasmique. Celui est
secondaire & la correction de I’acidose mettant en jeu I’échageur Na"/Ca®", a des anomalies du
réticulum sarcoplasmique qui va relarguer du calcium dans le cytoplasme (178-180). Cette
augmentation brutale du taux de calcium intracellulaire va induire une hypercontraction
pathologique des myofibrilles ainsi que I’ouverture du pore de transition de perméabilité
mitochondrial (mitoPTP) (181). L’ensemble de ces évenements vont aboutir a la mort

cellulaire.

2.1.2. Role du pH

Durant la période ischémique, le pH intracellulaire s’est modifié, il est devenu plus acide
du fait du métabolisme anaérobie. La reperfusion permet une correction rapide du pH grace a
I’échangeur Na'/H'. Cependant, cette variation brutale du pH est délétére pour les
cardiomyocytes. Ainsi une réoxygénation en 1’absence d’augmentation brutale du pH limite la
mort cellulaire (182). Cette mort cellulaire induite par 1’augmentation de pH serait médié par

le mitoPTP (183).
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2.1.3. Inflammation

Lors de la reperfusion, le tissu ischémié relargue de nombreux chemoattractants qui vont
conduire au recrutement des neutrophiles sur le site ischémié. Ce phénomene est relativement
précoce puisqu’il survient dans les 6 heures suivant 1’ischémie (184). Les neutrophiles ainsi
recrutés sont a l’origine de la libération de protéases, d’especes réactives 1’oxygene et
favorisant I’agrégation plaquettaire. Le role majeur de I’inflammation dans la formation des
lésions d’ischémie reperfusion a ét¢ démontré expérimentalement dans des expériences
d’inhibition de diverses étapes du recrutement des neutrophiles qui permettent de diminuer la
taille de I’infarctus de plus de 50% (185-187). Les études cliniques ont toutefois conduit a des
résultats plus mitigés puisque la plupart des thérapeutiques testés (anticorps anti-CD18, anti-
CD11, anti C5 du complément, antagoniste des P-selectin) ne permettent pas d’obtenir un
effet cardioprotecteur majeur (188, 189, 190, 191), en dehors peut-étre de 1’adénosine qui a
montré des résultats positifs mais limités aux patients pris en charge précocement dans les 3

heures (192, 193).

2.1.4. Pore de transition de perméabilité mitochondriale (mitoPTP)

Le mitoPTP est un canal non sélectif de la membrane interne de la mitochondrie. En
condition physiologique normal, la membrane interne de la mitochondrie est imperméable aux
ions permettant le maintien d’un gradient de protons indispensable a la production d’ATP. Le
mitoPTP est donc fermé. Lors de la reperfusion, sous l’effet du stress oxydant et du pic
intracellulaire de calcium, le mitoPTP s’ouvre (183, 194). Cette ouverture entraine un
relargage dans le cytosol de facteurs proapoptotiques et découple la phosphorylation
oxydative provoquant une déplétion en ATP. L’ouverture du mitoPTP est donc a 1’origine
d’une mort cellulaire. Le mitoPTP est donc un facteur majeur de la régulation de la mort

cellulaire durant la reperfusion (195).
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2.2, Conséquences

2.2.1. Sidération myocardique

La sidération myocardique est définie comme une dysfonction mécanique qui persiste
apres la reperfusion malgré I’absence de 1ésions irréversibles et malgré la restauration d’un
flux coronaire normal (196). Elle disparait normalement dans les heures ou les jours qui
suivent la reperfusion. La surcharge calcique semble jouer un role important dans le

phénomeéne de sidération myocardique (197).

2.2.2. Phénomeéne de no-reflow

Ce phénomeéne est défini par I’impossibilité de reperfuser une partie du territoire ischémié
malgré une revascularisation compléte (198). En effet dans la majorit¢ des modeles
expérimentaux, la reperfusion ne restaure que partiellement le débit sanguin du territoire
ischémié. Ce phénomeéne serait dii a une dysfonction endothéliale secondaire a la reperfusion

et a I’occlusion par activation plaquettaire (199).

2.2.3. Arythmies de reperfusion

Les arythmies de reperfusion sont responsables de mort subite au cours de la
revascularisation. De nombreux traitements ont actuellement disponibles pour prendre en
charge ces arythmies. Il ne semble pas en revanche que celles-ci influent sur la taille de la
zone infarcie (200). La surcharge calcique, les modifications de [’homéostasie potassique, et

le stress oxydant sont a I’origine de ces arythmies (201).

2.2.4. Lésions létales de reperfusion

Les 1ésions létales de reperfusion correspondent aux lésions irréversibles du myocarde
distinctes de celles dues a I’ischémie. Ce concept de 1ésions uniquement due a la reperfusion a

longtemps été débattu. Certains ont en effet suggéré que la reperfusion ne faisait qu’exacerber
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les dégats provoqué par I’ischémie (202). La découverte du phénomeéne de post-
conditionnement, permettant, grace a une intervention appliquée au début de la reperfusion,
donc apres 1’ischémie, de diminuer la taille de I’infarctus, a permis d’appuyer 1’existence d’un

véritable effet délétere propre a la reperfusion (184).

3. POSTCONDITIONNEMENT CARDIAQUE

Le préconditionnement, connu depuis 1986 et consistant a appliquer avant I’ischémie, soit
des cycles brefs et répétés d’ischémie-reperfusion, soit un traitement pharmacologique, avait
montré sa capacité a diminuer la taille de I’infarctus aprés une IR (203). Cependant la
nécessité d’appliquer le traitement avant I’ischémie ne correspondait pas a la pratique clinique
de prise en charge des infarctus en phase aigue. En 2003, Zhao et al. ont décrit le phénoméne
de post-conditionnement (PostC) (204). Dans cette étude princeps, ils ont montré que de brefs
¢épisodes d’IR appliqués juste apres la reperfusion (PostC ischémique) permettaient de
diminuer la taille de I’infarctus de 47 a 11% chez des chiens soumis a une ischémie de 45
min. De nombreux autres travaux expérimentaux ont ensuite permis de mieux caractériser les
modalités du protocole de PostC. Il a ainsi ét¢ montré que le PostC n’était efficace que si
appliqué dans les 10 min suivant la reperfusion. Les protocoles dépendent également de
1‘espeéce utilisée et du temps d’ischémie (205). 1l a également été montré que, comme pour le
préconditionnement, un traitement pharmacologique appliqué au moment de la reperfusion
¢tait capable de diminuer la taille de I’infarctus (PostC pharmacologique) (184). Cette
approche pharmacologique a ainsi permis de mettre en évidence les médiateurs et les voies de

signalisation impliqués dans le mécanisme de PostC (Figure 8).
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Figure 7: Protocoles de cardioprotection par préconditionnement (PC) ou
postconditionnement (PostC). La taille de I’infarctus mesurée in vivo chez I’animal, apres une
occlusion coronaire (IR simple) peut étre considérablement réduite par une ou plusieurs
séquences breves d’ischémie-reperfusion appliquées soit avant [’ischémie longue
(Préconditionnement ischémique, PC ischémique), soit au moment de la reperfusion
(Postconditionnement ischémique, PostC ischémique). Le bénéfice de cette intervention peut
aussi étre reproduit par une intervention thérapeutique qui précéde ou fait suite a I’occlusion
coronaire : on parle de Préconditionnement pharmacologique (PC pharmacologique) ou de

Postconditionnement pharmacologique (PostC pharmacologique) respectivement.
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Les mécanismes du PostC ne sont pas complément éclaircis mais le role majeur de la voie
RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase) et du mitoPTP émerge de plus en plus
actuellement. La voie RISK correspond a un groupe de protéines kinases qui sont activées
lors d’un PostC ischémique et dont ’activation pharmacologique protege le coeur de I’IR. La
voie RISK se compose de la voie MAPK (ERK1/2) et de la voie PI3-kinase/Akt. L activation
de ces voies permet d’améliorer la recapture du calcium par le réticulum sarcoplasmique
(206), de diminuer les signaux pro-apoptotiques et surtout d’inhiber I’ouverture du mitoPTP
par inhibition de GSK-3f (207). En effet, il semble que 1’ouverture du mitoPTP soit une étape
clé des Iésions d’IR. L’ensemble des voies de signalisations cardioprotectrices mis en jeu lors
du postconditionnement convergent vers l’inhibition du mitoPTP via la phosphorylation
inhibitrice de GSK-3B. Ainsi, I’inhibition pharmacologique de 1’ouverture du mitoPTP
notamment par la cyclosporine A permet de diminuer la taille de I’infarctus dans de nombreux
modeles expérimentaux. Ce traitement a également prouvé son efficacité chez 1’homme
puisqu’il permet une diminution de la taille de I’infarctus, corrélé a une amélioration de la
fonction cardiaque (208, 209). Plusieurs médiateurs activant la voie RISK ont été identifiés,

notamment des ligands de récepteurs couplés aux protéines G dont la bradykinine (Figure 9).
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Figure 8: Voies de signalisation intracellulaire impliquées dans le PostC. Le PostC active,
via différents médiateurs, la voie RISK (ERK1/2, PI3K/Akt) qui conduit a I’inhibition de
GSK-3p empéchant ainsi I’ouverture du mitoPTP (PTP) et diminuant la mort cellulaire. Le
PostC va également diminuer la correction trop brutale de 1’acidose secondaire a 1’ischémie et

diminuer la production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS).
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3.1. Post-conditionnement cardiaque et diabéte

Les données expérimentales actuellement disponibles concernant [Deffet de
I’hyperglycémie sur les 1ésions d’IR sont contradictoires. En effet, certaines études mettent en
évidence une diminution de la taille de ’infarctus myocardique dans des modeles murins
hyperglycémiques (210, 211) alors que d’autres montrent une aggravation des lésions d’IR
lors du diabete (212, 213) ou bien I’absence de différence de taille d’infarctus entre les
animaux diabétiques et non diabétiques (214, 215). Les mécanismes a 1’origine de ces
différences sont peu clairs (216). Il existe en effet de nombreuses différences entre les
protocoles expérimentaux (modele de diabéte, niveau d’insuline, espece et souche utilisées,
durée d’exposition a I’hyperglycémie, durée d’ischémie,...). Méme si un seul facteur
explicatif ne peut étre dégagé, il semble que la durée d’exposition a I’hyperglycémie et le
niveau d’insulinémie peuvent influencer la réponse a I’IR. En effet, une durée d’exposition
courte a I’hyperglycémie serait protectrice alors que les lésions seraient plus importantes
aprés une exposition plus prolongée (217). Ces résultats pourraient étre liés a la réponse
cellulaire initiale a I’hyperglycémie entrainant une augmentation de la synthése de eNOS, de
I’activation d’Akt, de la PKC, de ERK1/2 et de la réduction de la surcharge calcique (210,
215). Cependant ces résultats ne sont pas constants et d’autres études retrouvent une
augmentation de la taille de I’infarctus aprés seulement 8§ jours de diabéte (218 , 219). De plus
de nombreuses études mettent en évidence ’absence d’effet du diabete sur la taille de
I’infarctus (216). Chez I’homme, les quelques données disponibles sont faveur d’une plus
grande susceptibilité aux lésions d’IR en cas de diabete. En effet, aprés reperfusion, la taille
de la zone nécrosée déterminée par imagerie nucléaire, est plus importante chez les
diabétiques comparés au non diabétiques (220, 221). Cette susceptibilité accrue aux lésions
d’IR pourrait expliquer la plus grande morbimortalité a court et long terme observé chez les

patients diabétiques aprés syndrome coronarien aigu (222).
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Si Peffet du diabete sur la susceptibilité aux Iésions d’IR n’est pas certaine, son impact
négatif sur la réponse aux mécanismes cardioprotecteurs et notamment le PostC est bien
démontré. En effet, la plupart des études expérimentales montrent une diminution ou une
perte de D’effet cardioprotecteur du PostC dans différents modeles de diabéte ou
d’hyperglycémie (214, 223-225). Cette résistance au PostC induite par le diabete est liée a une
diminution ou un blocage de I’activation des voies de signalisation cardioprotectrices (voie
RISK notamment). En effet, la phosphorylation activatrice de ces voies est abolie lorsqu’un
PostC ischémique ou pharmacologique est appliqué a des modeles de diabete (214, 226-228).
De plus, il semble que le taux de GSK-3p active dans les mitochondries soit augmenté en cas

de diabéte, conduisant a une augmentation du seuil d’inhibition du mitoPTP (229).

Les mécanismes a ’origine de cette résistance ne sont pas encore bien compris. Il semble
que I’hyperglycémie en soi en est la cause puisque une hyperglycémie aigué par perfusion de
dextrose entraine les mémes conséquences de blocage de la cardioprotection. De méme, la
correction de I’hyperglycémie par transplantation d’ilots pancréatiques dans un modele de
diabéte de type 1 induit par streptozotocine, permet de restaurer 1’effet du PostC (230).
L’action inhibitrice de 1’hyperglycémie sur les signaux cardioprotecteurs implique le stress du
réticulum endoplasmique. En effet, dans un modele de rats diabétiques et obeéses (rats
OLETF), Miki et al. ont montré que I’inhibition de GSK-3f via la voie MAP-Kinase était

abolie par un mécanisme dépendant du stress du réticulum endoplasmique (229).

Alors que le diabéte est une source majeure de pathologie cardiaque ischémique, les
traitements cardioprotecteurs sont inefficaces du fait d’une résistance au PostC induite par
I’hyperglycémie. La compréhension des mécanismes a 1’origine de cette résistance et
I’identification de nouvelles cibles pharmacologiques, notamment les récepteurs des kinines,

sont nécessaires pour améliorer le pronostic cardiovasculaire des patients diabétiques.
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3.2. Systéme kallicréine-kinines et postconditionnement

L’activation des voies de signalisation cardioprotectrices lors des manceuvres de PostC
ischémique met en jeu plusieurs médiateurs (Figure 11). Parmi ceux-ci, les kinines et ses
récepteurs jouent un rdle important. En effet, le taux de BK augmente lors d’un
préconditionnement ischémique (231). De plus, il existe de nombreux arguments
expérimentaux impliquant de fagon positive le SKK dans les mécanismes de conditionnement
cardiaque. Il a ainsi ét¢ montré que I’administration de BK au moment de la reperfusion
permettait de limiter la taille de I’infarctus (232, 233). De méme, I’inactivation génétique du
SKK s’accompagne d’une perte de I’effet protecteur du PC ischémique chez des souris
déficientes en TK (234). L action protectrice du SKK sur I’IR semble liée a ’action du B2R.
En effet, ’effet des IEC est aboli par I’inhibition pharmacologique du récepteur B2 (234-
236). De plus, ’effet protecteur du PostC ischémique est perdu chez des souris déficientes en
B2R (237). L’ensemble de ces données mettent en évidence un role majeur du B2R dans les

mécanismes de PostC.

En revanche, le role du B1R est moins clair. Il n’existe pas de données spécifiques sur le
role du BIR dans le PostC. Les données disponibles sur le role du BIR dans I'IR et le
préconditionnement sont contradictoires. En 1993, Chahine et al. ont montré que la BK
diminuait la fibrillation ventriculaire apres IR et que cette effet était li¢ a I’activation du BIR
et pas du B2R (238). Inversement, la taille de I’infarctus est diminué chez des souris KO pour
le BIR ou lorsque le B1R est inhibé pharmacologiquement chez des rats apres IR (234, 239 ).
De méme, alors que la BK injectée apres 1’ischémie diminue la taille de I’infarctus, la des-
Argg—BK (agoniste naturel du BIR) n’a pas d’effet (240). Le role du BIR reste donc a

préciser méme s’il semble que son effet soit plutdt délétere lors de I’IR.

110



Potier Louis — These de doctorat - 2014

Le but de nos travaux a donc été d’étudier D’effet de D’activation directe des
récepteurs B1 et B2 des kinines sur les lésions d’IR cardiaque chez la souris diabétique
et la souris non diabétique. A co6té de leur aspect cognitif pour déterminer le role respectif
de chaque récepteur et les voies de signalisation impliquées, nos travaux ont eu pour objectif
de d’évaluer si le SKK pouvait constituer une cible potentielle pour la prise en charge des

Iésions d’IR.

4. AGONISTES DES RECEPTEURS DES KININES

La plupart des données expérimentales sur le role du SKK dans I’IR sont obtenues par
I’utilisation de modeles d’inactivation génétique et pharmacologique ou des modeles de
stimulation du systéme non spécifique de chaque récepteur. On a vu que [’utilisation des
modeles d’inactivation génétique d’un récepteur ne permet pas de s’affranchir de ’effet de la
compensation régulatrice de I’autre récepteur. L’ensemble des données est en faveur d’un role
bénéfique de la stimulation du SKK lors de I’'IR méme si le role du BIR reste a préciser.
L’utilisation des ligands naturels du BIR et B2R (BK et des-Arg9-BK respectivement) pour
activer les potentiels processus cardioprotecteurs, est limitée par la grande labilit¢ de ces
ligands, dont la demi-vie est extrémement courte du fait de la dégradation enzymatique rapide

lors du passage pulmonaire notamment par I’ECA et la clairance rénale rapide.

Le développement d’agonistes puissants, sélectifs, résistant a la dégradation protéasique et
actifs sur les récepteurs humains offre donc des outils pharmacologiques pour mieux définir le
role de chaque récepteur dans diverses situations pathologiques expérimentales et également

un potentiel traitement clinique.
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L’équipe du Pr Fernand Gobeil Jr. a I’Université de Sherbrooke, en modifiant la séquence
de la des-Arg9-BK et de la BK, a récemment développé deux peptides de synthése actifs sur

le BIR et le B2R respectivement (241 , 242) (Tableau 2, Figures 10 et 11).

Agonistes Séquence peptidique
B2R [Hyp(3),Thi(5),(N)Chg(7),Thi(8)]-bradykinin
BI1R SarLys[Hyp3, Igl5, DPhe8]desArg9-bradykinin

Tableau 2: séquence peptidique des agonistes utilisés

L’activité de ces agonistes a été étudiée a la fois in vitro sur des cordons ombilicaux
humains isolés, sur des cellules transfectées avec les récepteurs humains et in vivo sur des
lapins et des rats. Ces expériences ont permis de mettre en évidence une activité
pharmacologique plus importante en comparaison avec les agonistes naturels. De plus, la
spécificité des agonistes a été testée par des études de liaison compétitive avec radioligand sur
cellules transfectées et a permis de montrer une importante spécificit¢ de chaque agoniste

pour son récepteur.
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4.1. Effet des agonistes sur la pression artérielle

Afin de confirmer les résultats obtenus par I’équipe du Pr Gobeil dans nos modéles murins
et de choisir a la dose adéquate a la réalisation de notre étude, des expériences préliminaires

sur I’effet tensionnel aigu de I’injection intraveineuse des agonistes ont été réalisées.

4.1.1. Matériels et méthodes

Des souris males de 10 semaines, de souche C57BL/6 (20-25 g) ont été utilisées pour
I’ensemble des expériences (Charles River Laboratories, L’ Arbresle, France). Le diabéte a été
induit par 5 injections intrapéritonéales de streptozotocine (50 pg/kg de poids dilué dans 0,05
mol/l de citrate de sodium, pH 4,5). Les expériences ont ét¢ réalisées 5 semaines apres la
premiére injection de streptozotocine chez les souris présentant un diabéte établi (glycémie a
jeun >250 mg/dL). Un groupe témoin a été réalisé par injection de tampon seul. Afin de tester
I’effet tensionnel de I’agoniste BIR, des souris ont été traité par LPS afin d’induire
I’expression du BIR (injection intrapéritonéale de LPS a 10 mg/kg la veille de la mesure de la
pression artérielle). Toutes les souris ont été maintenues dans un cycle jour/nuit de 12h et

avaient un acces non restreint a 1’eau et la nourriture standard.

Les souris ont été anesthésiées par une injection intrapéritonéale de pentobarbital
sodique (60 mg/kg). Apres réalisation d’une trachéotomie, un cathéter a été inséré dans la
carotide gauche pour mesure continue de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque
(MP100, Biopacsystems; Cerom, Paris, France). L’effet tensionnel de doses croissantes
d’agonistes BIR et B2R a ét¢ testé, de 0,01 a 10 nmol/kg pour 1’agoniste de B2R et de 0,01 a
100 nmol/kg pour I’agoniste de BIR (1 pl/g de poids corporel injecté en bolus a 5-10 min
d’intervalle dans la veine jugulaire droite). L’effet de la BK aux mémes doses a également été

testé pour comparaison. L’effet spécifique de I’agoniste B2R a été contrdlé par injection d’un
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antagoniste du B2R (Icatibant, HOE140, 500 pg/kg), 5 min avant 1’injection de 1’agoniste
B2R. La pression artérielle moyenne a ¢été calculé selon la formule : ((2 x pression artérielle

diastolique) + pression artérielle systolique)/3.

4.1.2. Résultats

L’agoniste B2R [Hyp(3),Thi(5),(N)Chg(7),Thi(8)]-bradykinine diminue la pression
artérielle de fagon dose-dépendante (Figure 12). Cet effet hypotenseur est totalement bloqué
par ’administration préalable d’Icatibant, un agoniste du B2R. De facon concomitante a la
diminution de la pression artérielle, on observe pour des doses égales ou supérieures a 1
nmol/kg une tachycardie. La dose de 10 nmol/kg s’accompagne d’une baisse majeure de la
pression artérielle et d’une tachycardie importante conduisant au déces de la souris. L’effet de
I’agoniste B2R est similaire chez la souris diabétique et non diabétique (Figure 13). La baisse
de la pression induite par 1’agoniste B2R est significativement plus importante que celle
induite par la BK aux mémes doses (Figure 14). De plus, la durée de I’effet sur la pression

artérielle est plus importante que celui de la BK (Figure 15).

L’agoniste BIR SarLys[Hyp3, Igl5, DPhe8]desArg9-bradykinine n’a aucun effet sur
la pression artérielle ou la fréquence cardiaque méme aux doses maximales testées. Cette

absence d’effet s’observe dans tous les mod¢les testés, non diabétique, diabétique et LPS.

Au vu de I’ensemble de ces résultats, des doses de 1 et 3 nmol/kg pour 1’agoniste B1 et
des doses de 0,01 et 0,1 nmol/kg, subhypotensives et n’induisant pas de tachycardie, pour

I’agoniste B2R, ont été choisies pour les expériences décrites ci-apres.
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Figure 11: effet sur la pression artérielle moyenne (PAM) (A) et la fréquence
cardiaque (FC) (B) de Dinjection iv de D’agoniste B2R. *p<0.05 vs. Sérum

physiologique (Sérum phy.), +p<0.05 vs. dose de 10 nmol/kg
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Figure 12 : effet de ’agoniste B2R sur la pression artérielle moyenne (PAM) (A) et sur
la fréquence cardiaque (FC) (B) chez les souris non diabétiques (barres blanches) et

diabétiques (barres noires).

118



Potier Louis — These de doctorat - 2014

A nmol/kg
Sérum Phy. 0.01 0.1 1 10

{
=

N
o
1
H

A PAM (mmHg)
|_.

N
o
1
*

300

250 *

200

150

100 =

A FC (mmHg)

50

° BN\ i N\ N
-50

Figure 13 : effet sur la pression artérielle moyenne (PAM) et la fréquence cardiaque
(FC) de I’injection iv de I’agoniste B2R Ag B2R (barres grises) et de la bradykinine (BK)

(barres blanches). *p<0.05 vs. BK a la méme dose.
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Figure 14: durée d’action de D’effet tensionnel de I’agoniste
B2R (barre blanche) et de la bradykinine (BK, barre grise).
La durée d’action est définie comme le temps entre I’injection
de P’agoniste et le retour a la valeur basale de la pression
artérielle. Elle a été mesurée pour la dose de 1 nmol/kg.

*p<0.05 vs. Bradykinine.
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5. ARTICLE: SELECTIVE KININ RECEPTOR AGONISTS AS
CARDIOPROTECTIVE AGENTS IN MYOCARDIAL
ISCHEMIA AND DIABETES
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ABSTRACT

Cardiac ischemia is a leading cause of death, especially in
diabetic patients. The diabetic ischemic heart is resistant
experimentally to established cardioprotective treatments. New
pharmacological approaches to cardiac protection are war-
ranted. The kallikrein-kinin system is involved in myocardial
protection in ischemia. Respective roles of B1 (B1R) and B2
(B2R) receptors remain controversial. We tested whether
pharmacological activation of kinin receptors may have thera-
peutic effect in cardiac ischemia-reperfusion in nondiabetic
(NDiab) and diabetic (Diab) mice. We assessed effect on infarct
size (IS) and signaling pathways involved in myocardial pro-
tection of potent selective pharmacological agonists of B1R or
B2R given at reperfusion. In NDiab mice, a B2R agonist reduced
IS significantly by 47%, similarly to ramiprilat or ischemic
postconditioning, via activation of phosphoinositide 3 kinase/Akt

pathway leading to inhibition of glycogen synthase kinase-33
(GSK-3B). B1R agonist had no effect on IS. In contrast, in Diab
mice, the B2R agonist, ramiprilat, or ischemic postconditioning
failed to reduce IS but a B1R agonist significantly reduced IS
by 44% via activation of phosphoinositide 3 kinase/Akt and
extracellular signal-regulated kinase 1/2, both leading to GSK-
3B inhibition. Differential effect of B2R or B1R agonists in
NDiab and Diab mice can be linked to inactivation of B2R
signaling and induction of B1R in heart of Diab mice. Thus,
a pharmacological B2R agonist is cardioprotective in acute
ischemia in nondiabetic animals. B1R agonist overcomes
resistance of diabetic heart to cardioprotective treatments.
Pharmacological activation of B1R and B2R may become
a treatment for diabetic and nondiabetic patients, respectively,
in acute coronary syndromes.

Introduction

Coronary heart disease is a leading cause of death worldwide
and coronary occlusion is a major complication of coronary
heart disease, leading to ischemia, myocardial infarction, heart
failure, arrhythmia, and death (White and Chew, 2008). Dia-
betes is currently one of the main causes of coronary heart
disease, while early and late prognosis of myocardial infarction
is dramatically worsened in diabetes, so that coronary heart
disease accounts for up to 50% of premature deaths in diabetic
populations (Kannel and McGee, 1979; Danaei et al., 2006;

This work was supported by grants from the Institut National de la Santé et
de la Recherche Meédicale; Paris Descartes and Pierre et Marie Curie
Universities; the National Research Agency; and the Société Francophone du
Diabete.

dx.doi.org/10.1124/jpet.113.203927.

Donahoe et al., 2007). The poor prognosis of coronary heart
disease in patients with diabetes is unlikely to be improved
solely by improvement of glycemic control, since intensive
glycemic control failed to reduce cardiovascular events and
mortality rate in recent clinical trials (Patel et al., 2008;
Duckworth et al., 2009). Early myocardial reperfusion remains
the most effective therapy for limiting infarct size (IS) after
coronary occlusion. However, restoring blood flow to the
ischemic myocardium can result in myocardial injury and
partly offset the beneficial effect of reperfusion (Yellon and
Hausenloy, 2007). Experimental maneuvers such as ischemic
pre- or postconditioning or administration after coronary
occlusion of several bioactive substances or pharmacological
agents can reduce myocardial ischemia-reperfusion (IR) injury
in nondiabetic animals and in man (Zhao et al., 2003; Piot et al.,
2008; Gerczuk and Kloner, 2012). However, diabetes is known

ABBREVIATIONS: ACE, angiotensin |-converting enzyme; AR, area at risk; B1R, B1 receptor; B2R, B2 receptor; Diab, diabetic; ERK1/2, extracellular
signal-regulated kinase 1/2; GSK-3B, glycogen synthase kinase-338; HOE140, p-Arg-[Hyp3, Thi5, p-Tic7, Oic8]bradykinin; IPostC, ischemic
postconditioning; IR, ischemia-reperfusion; IS, infarct size; LV, left ventricle; MAP, mean arterial pressure; NDiab, nondiabetic; RISK, reperfusion
ischemia salvage kinase; SSR240612, (2R)-2-[((3R)-3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-3-[[(6-methoxy-2-naphthyl)sulfonylJamino]propanoyl)amino]-3-(4-[[2R,6S)-
2,6-dimethylpiperidinyllmethyl]phenyl)-N-isopropyl-N-methylpropanamide hydrochloride; TTC, 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride.
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to impair response of the myocardium to cardioprotective
interventions. In diabetic animals the myocardium is resistant
to the cardioprotective effect of ischemic or pharmacological pre-
and postconditioning (Gross et al., 2007; Bouhidel et al., 2008;
Miki et al., 2009; Ovize et al., 2010; Zhu et al., 2012). In humans,
the IS-reducing effect associated with prodromal angina was
not observed in patients with diabetes, suggesting that diabetes
prevents ischemic preconditioning (Ishihara et al., 2001). Novel
approaches for protecting and salvaging the ischemic myocar-
dium, especially in the setting of diabetes are needed and can
lead to significant improvement in prognosis of coronary heart
disease.

Kinins are potent vascular endothelium activators and tri-
gger release of a number of endothelial mediators promoting
smooth muscle relaxation, inhibition of platelet aggregation,
and fibrinolysis (Furchgott and Vanhoutte, 1989; Brown et al.,
2000). Kinins are released in vivo by tissue kallikrein,
synthesized in several organs, including arteries and heart
(Meneton et al., 2001), and are mainly inactivated in the
circulation by the angiotensin I-converting enzyme (ACE)/
kininase II. Kinins activate two receptor subtypes B1 (B1R) and
B2 (B2R). B2R is considered as the only receptor constitutively
synthetized in tissues, whereas B1R is induced in pathologic
situations, especially in diabetes and ischemia (Leeb-Lundberg
et al., 2005). Lack of kallikrein and kinins, or suppression of
kinin action, have deleterious consequences in experimental
cardiac and renal ischemic diseases, suggesting that kinin
actions afford organ protection in these diseases (Yang et al.,
1997; Griol-Charhbili et al., 2005; Kakoki et al., 2007). Previous
studies in nondiabetic animals suggest that kinin effects in
cardiac ischemia are mainly triggered through B2R activation,
(Griol-Charhbili et al., 2005; Xi et al., 2008), whereas the effect
of B1R remains controversial (Gross and Gross, 2006; Yin et al.,
2007). The role of the two kinin receptors in cardiac ischemia in
the setting of diabetes is unknown.

Bioavailability in kinins is probably a limiting factor in cardiac
protection, even after ACE inhibition (Alhenc-Gelas et al., 2011).
Recently, potent selective and long-acting kinin receptor agonists
(B1R agonist: SarLys[Hyp3, Igl5, DPhe8]desArg9-bradykinin,
B2R agonist: [Hyp(3),Thi(5),(N)Chg(7),Thi(8)]-bradykinin) have
been synthesized (Belanger et al., 2009; Cote et al., 2009). The
aim of the present study was to evaluate the effects on IS of these
agonists in a model of myocardial IR injury in nondiabetic
(NDiab) and in diabetic (Diab) mice. We also examined the effect
of BIR and B2R agonists on signaling pathways involved in
cardioprotection during acute ischemia and early reperfusion,
reperfusion ischemia salvage kinase (RISK) pathway, and
glycogen synthase kinase-38 (GSK-33) (Ovize et al., 2010).

Materials and Methods

Animals, Diabetes Induction. Ten-week-old male C57BL/6J mice
(20-25 g) (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) were used.
Diabetes was induced by five daily intraperitoneal injections of
streptozotocin, (50 png/g body weight in 0.05 mol/l sodium citrate, pH
4.5). NDiab mice received vehicle. Experiments were performed 4-5
weeks after the first injection in NDiab mice and Diab mice having
fasting glycemia =250 mg/dl (n = 4-13 per group). All mice were
housed with a 12-hour light/dark cycle, and had free access to food and
water. All experimental procedures were performed in accordance
with European legislation for the care and use of laboratory animals
(L 358-86/609/EEC).

Effect of Kinin Receptor Agonists on Blood Pressure and
Heart Rate. Structure and main pharmacological properties of the
synthetic biostable selective bradykinin B1R agonist SarLys[Hyp3,
Igl5, DPhe8]desArg9-bradykinin and the B2R agonist [Hyp(3),Thi(5),
(N)Chg(7),Thi(8)]-bradykinin have been described previously (Belanger
et al., 2009; Cote et al., 2009). Dose-response effects on blood pressure
were studied in NDiab and Diab mice. Mice were anesthetized by
an injection of sodium pentobarbital (60 mg/kg i.p.). A catheter was
inserted into the left carotid artery for continuous recording of blood
pressure and heart rate (MP100; Biopac Systems, Cerom, Paris,
France). The effect on blood pressure of increasing doses of B1R or
B2R agonist from 0.01 to 10 nmol/kg (1 ul/g body weight bolus injected
at 5—10-minute intervals via the jugular vein) was followed (n = 9-11
mice/dose). The effect of bradykinin at the same doses was also studied
for comparison. HOE140 (p-Arg-[Hyp3, Thi5, p-Tic7, Oic8]bradykinin)
(Icatibant; Aventis Pharma, Frankfurt, Germany), a specific B2 re-
ceptor antagonist (Hock et al., 1991), was injected (500 pg/kg) in mice
5 minutes prior to B2R agonist injection. Mean arterial pressure (MAP)
was calculated as: [(2 x diastolic blood pressure) + systolic blood
pressure]/3. Doses of agonists to be used in cardiac IR experiments were
determined from these studies.

Myocardial IR Injury Procedure. The procedure was done as
previously described (Griol-Charhbili et al., 2005; Messadi-Laribi et al.,
2007; Messadi et al., 2010). The left anterior descending coronary
artery was occluded 2 mm from the tip of the left atrium for 30 minutes.
Reperfusion was maintained for a 2-hour period, except as otherwise
specified. At the end of the experiment, the coronary artery was
reoccluded and 5% Evans Blue solution was injected into the jugular
vein to delineate the area at risk (AR). The heart was then removed and
the left ventricle (LV) was isolated, weighed, and cut transversely into
four slices from base to apex. The slices were then incubated with
buffered 1% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) solution for
20 minutes to determine IS. The tissue sections were then fixed in
buffered 10% formalin solution for 24 hours and photographed. Viable
myocardium in the AR appeared stained brick red, whereas necrotic
tissue was pale white. Area at risk and IS were quantified by an
observer kept unaware of treatment using the Scion Image software
(Scion Image for Windows; Scion Corporation, Frederick, MD). Infarct
size was expressed as percentage of AR.

Effect of Kinin Receptor Agonists on IR Injury. Animals
received either saline or the B1R or B2R agonist given as an i.v. bolus (1
or 3 nmol/kg for BIR agonist, 0.01 or 0.1 nmol/kg for B2R agonist),
administered into jugular vein 2 minutes before reperfusion followed by
2 hours of infusion (0.5 or 1.5 nmol/kg/h for BIR agonist, 0.005 or 0.05
nmol/kg/h for B2R agonist). To test specificity of the cardioprotective
effect of the agonists, additional mice receiving B1R or B2R agonist were
pretreated either with a B2R antagonist HOE140 (Icatibant, 500 ug/kg
iv.) or a B1R antagonist (SSR240612; [(2R)-2-[((3R)-3-(1,3-benzodioxol-
5-y1)-3-[[(6-methoxy-2-naphthyl)sulfonyl]amino]propanoyl)amino]-
3-(4-[[2R,6S)-2,6-dimethylpiperidinylJmethyl]phenyl)-N-isopropyl-
N-methylpropanamide hydrochloride], 300 wg/kg kindly provided
by J. Gougat, Sanofi, Montpellier, France) (Gougat et al., 2004), 5
minutes before the onset of ischemia.

To compare the effects of kinin receptor agonists to established
cardioprotective treatments, additional groups of NDiab and Diab mice
received the ACE inhibitor, ramiprilat (50 ug/kg) (Aventis Pharma)
2 minutes before reperfusion or were submitted to ischemic postcondi-
tioning (IPostC), performed at the end of the 30-minute occlusion period
by a sequence of three successive cycles, each consisting of 1 minute of
coronary occlusion followed by 1 minute of reperfusion, followed by
2-hour reperfusion according to Roubille et al. (2011).

Quantification of Kinin Receptor mRNA. Relative changes in
mRNA level of kinin receptors were quantified in dedicated series of
mice, diabetic and nondiabetic, submitted to ischemia-reperfusion
injury or sham-operated, using real-time polymerase chain reaction
(Bodin et al., 2009). After 10 minutes of reperfusion, the heart was
excised, washed in cold isotonic saline, and AR was dissected and
rapidly frozen in liquid nitrogen. Total RNA was isolated from the LV



using TRIzol (Life Technologies, St. Aubin, France). The cDNAs were
synthesized, amplified and quantified using TagMan Gene Expression
Assays and Assays-on-Demand Gene Expression Probes for B1R and
B2R (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) in an ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems). Data were normalized
to 18S rRNA. Changes in the target gene relative to the mean expression
in the NDiab sham-operated group were calculated by the 2724CT
comparative method for each sample (Livak and Schmittgen, 2001).

Analysis by Western-Blot of Reperfusion Injury Salvage
Kinases and GSK-38. Protein level and phosphorylation status of
kinases of the RISK pathway (Ovize et al., 2010) and of GSK-33 were
studied early after reperfusion in dedicated series of diabetic and
nondiabetic mice treated with agonist or saline as described above
and in sham-operated animals. After 10 minutes of reperfusion, AR
was dissected and sampled as described above. Membranes were
blotted with P-Akt (Ser473), Akt (Ser473), P-extracellular signal-
regulated kinase 1/2 (ERK1/2) (Thr202/Tyr204), ERK1/2 (Thr202/
Tyr204), P-GSK-3B (Ser9), GSK-3B (Ser9) (all from Cell Signaling
Technology, Danvers, MA). Signals were detected in ImageQuant
LAS 4000 (GE Healthcare, Vélizy, France) and quantified using Multi
Gauge software 2.0 (FujiFilm, Tokyo, Japan).

Statistical Analysis. Data are presented as means = S.E.M.
Effect of ischemia-reperfusion and agonist treatment on infarct size
and signaling pathways was assessed by using one-way analysis-
of-variance followed, when appropriate, by the Fisher protected least
significant difference post hoc test. Student’s ¢ test was used to assess
effect of BIR and B2R blockers on agonist action. Effects of diabetes
and ischemia on receptor mRNA level were assessed by two-way
analysis-of-variance. Significance was set at P < 0.05.

Results

Dose Response Effect of Kinin Receptor Agonists
on Blood Pressure and Heart Rate. The B2R agonist
[Hyp(3),Thi(5),(N)Chg(7),Thi(8)]-bradykinin decreased MAP
in a dose-dependent manner (Fig. 1A). Tachycardia occurred
only at 1 nmol/kg and above (Fig. 1B). The effect of the B2R
agonist on blood pressure was up to 2.5 times stronger and
lasted >3 times longer than the effect of bradykinin at
equimolar doses (not shown). It was inhibited >90% by
pretreatment with the B2R antagonist HOE140 (not shown).
The hypotensive effect was similar in NDiab and Diab mice
(Fig. 1A). The B1R agonist SarLys[Hyp3, Igl5, DPhe8]desArg9-
bradykinin had no effect on MAP and heart rate for doses up
to 10 nmol/kg, in NDiab or Diab mice (not shown). Doses of
0.01 and 0.1 nmol/kg for B2R agonist that did not induce
tachycardia and of 1 and 3 nmol/kg for B1R agonist were
chosen for IR studies.

B2R Agonist Reduces Infarct Size in Nondiabetic
Mice and B1R Agonist in Diabetic Mice. Glycemia, body
weight, LV weight, and AR of mice receiving either saline or
the different investigated drugs are presented in Table 1.
Body weight and relative LV weight were lower in Diab than
in NDiab mice (P < 0.05). Mean fasting glycemia was similar
in all groups of Diab mice. AR/LV ratios did not differ among
experimental groups. Infarct size of saline-treated mice was
similar in NDiab and Diab mice (Figs. 2 and 3).

In NDiab mice, the B2R agonist at 0.01 and 0.1 nmol/kg
markedly reduced IS by 37 and 47%, respectively, compared
with saline (P < 0.05), as did ramiprilat or IPostC (32 and 52%,
respectively, P < 0.05). The B2R antagonist HOE140 totally
suppressed the cardioprotective effect of the B2R agonist. The IS
was not significantly altered by B1R agonist treatment at 1 and
3 nmol/kg (Fig. 2).
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Fig. 1. Dose response effect on MAP (A) and heart rate (HR) (B) of the
B2R agonist ([Hyp(3),Thi(5),(N)Chg(7),Thi(8)]-bradykinin) in nondiabetic
(open bars) and diabetic (black bars) mice. Blood pressure was recorded
through a catheter inserted into the carotid artery. Treatments were
administered as bolus in the jugular vein. Results are expressed as maximal
variations of mean arterial pressure (AMAP) or heart rate (AHR). Data are
mean = S.E.M., n = 9-11 per group. One-way analysis-of-variance followed
by Fisher post hoc test, *P < 0.05 versus saline

In Diab mice, the B2R agonist had no cardioprotective effect
at both doses. Similarly, ramiprilat and IPostC failed to
reduce IS. However, the B1R agonist decreased IS by 44 and
43% at 1 and 3 nmol/kg, respectively (P < 0.05). This effect
was abolished by pretreatment with the B1R antagonist
SSR240612 (Fig. 3).

Kinin Receptors in the Heart. Cardioprotective
Effect of Agonists Is Associated with Activation of
Reperfusion Ischemia Salvage Kinases and Inhibition
of GSK-3f. Diabetes induced a 3.5-fold increase in cardiac
B1R mRNA level (P < 0.05) but had no effect on B2R mRNA.
Ischemia-reperfusion had no effect on B1R or B2R mRNA
(Table 2).

Total immunoreactive Akt, ERK1/2, and GSK-38 levels
were not changed by IR, B1R, or B2R agonist administration
compared with sham-operated mice. Ischemia-reperfusion
induced a 2.5-fold increase in phosphorylation of Akt and
ERK1/2 in heart of NDiab and Diab mice compared with
sham-operated mice (P < 0.05), whereas phosphorylation of
GSK-33 was not significantly altered (Fig. 4). In NDiab mice,
the B2R agonist increased phospho-Akt and phospho-GSK-383
compared with saline-treated group (P < 0.05) but had no
effect on phospho-ERK1/2. No effect on phosphorylation of
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TABLE 1

Glycemia, body weight, and cardiac parameters of nondiabetic and
diabetic mice subjected to IR injury

Data are mean = S.E.M.

Treatment n FG BW LVW/BW AR
mg/dl g mglg % LV
Nondiabetic
Saline 9 1139 249=*02 33=*0.1 309*19
Ramiprilat 10 116 =5 254*+0.1 36 *=0.1 30.7=*19
TPostC 7 1327 254=*01 33*0.1 299*18
B2R 0.01 nmol/kg 8 109 =8 245=*0.2 35+0.1 283 *21
B2R 0.1 nmol/kg 8 123 =12 248+ 0.2 34 0.1 288 1.3
B2R + HOE140 4 112*+*6 245=*01 33*x0.1 276 1.1
B1R 1 nmol/kg 5 114 £ 10 24.0x0.2 3.6 =02 306 =25
B1R 3 nmol/kg 5 127 £ 14 259=*03 33=*0.2 305*25
Diabetic
Saline 13 4086 234*+06 31*+01 279=*1.1
Ramiprilat 7 4049 221*03 33=*0.1 294*+16
IPostC 5 412 =12 224 +04 3.0=0.1 288 =22
B2R 0.01 nmol/kg 8 4009 245=*0.3 32=*0.1 325=*19
B2R 0.1 nmol/kg 10 385 =8 23.8*+0.2 3.0*0.1 305=*14
B1R 1 nmol/kg 9 401 £8 220=*x06 3.0=*0.1 294*+16
B1R 3 nmol/kg 6 457 =13 222 =*0.5 33*0.1 26.8+09
B1R + SSR240612 12 418 =6 21.7+0.1 2.8 +0.3 27.8 +0.9

FG, fasting glycemia; BW, body weight; LVW/BW, left ventricle weight to body
weight ratio.

Akt, ERK1/2, and GSK-38 was observed in B1R-treated
NDiab mice. In contrast, in Diab mice, B1R agonist increased
phospho-Akt, phospho-ERK1/2, and phospho-GSK-38 com-
pared with saline (P < 0.05). In B2R-treated Diab mice, no
effect on kinase phosphorylation was observed.

Discussion

The present study documents cardioprotective effects of
synthetic specific kinin receptor agonists given at reperfusion
in IR in mice. We demonstrate differential sensitivity to either
B2R or B1R agonism of the ischemic heart of nondiabetic and
diabetic animals. Pharmacological activation of B1R has
a unique feature among cardioprotective agents, as it over-
comes diabetes-induced resistance to established cardiopro-
tective treatments, activates the RISK pathway, and reduces
IS.

In the present study, there was no difference in IS between
saline-treated nondiabetic and diabetic mice. Previous studies
of IR injury in diabetic animals have brought conflicting
results concerning effect of diabetes on IS. Some studies have
suggested that hyperglycemia increases IS in IR (Marfella
et al., 2004; Di Filippo et al., 2005), while others reported an
IS-reducing effect or no effect at all (Liu et al., 1993; Mozaffari
and Schaffer, 2003; Gross et al., 2007). Duration of diabetes
and level of insulin may influence myocardial tolerance
against ischemia (Miki et al., 2012). Our data indicate that
one month of insulinopenic diabetes in mice has no influence
on IS in our experimental conditions but impairs effect of
cardioprotective treatments.

B2R Agonism. A number of studies have suggested a major
role for kinins and B2R in myocardial protection during IR
using mice or rats with genetic inactivation of the kallikrein-
kinin system or pharmacological B2R blockade (Linz et al.,
1996; Yang et al., 1997; Griol-Charhbili et al., 2005; Penna
et al., 2007; Xi et al., 2008). In the present study, we describe
the cardioprotective effect of direct and specific activation of
the B2R in mice. The IS-reducing effect of the B2R agonist

was similar to the effect of IPostC or the ACE inhibitor
ramiprilat. These findings further document the role of B2R
signaling in cardioprotection during ischemia by using a gain-
of-function approach. They are consistent with previous
observation of a prominent role of kinins and B2R in the IS
reducing effect of ACE inhibition, angiotensin IT AT1 receptor
blockade, or ischemic pre- and postconditioning in nondiabetic
mice. Pharmacological or genetic inactivation of B2R sup-
presses this effect (Linz et al., 1996; Griol-Charhbili et al.,
2005; Messadi-Laribi et al., 2007; Xi et al., 2008). Our obser-
vations are also consistent with ex vivo studies documenting
prevention of IR injury by bradykinin in isolated perfused
rodent hearts (Bell and Yellon, 2003; Yang et al., 2004).
However, in vivo, when administered intravenously, bradykinin
is quickly inactivated by lung peptidases. The B2 agonist
[Hyp(3),Thi(5),(N)Chg(7),Thi(8)]-bradykinin is resistant to this
inactivation. Kallikrein gene therapy has been attempted in IR
but the procedure is not adapted to treatment of established
ischemia (Yoshida et al., 2000).

Most studies on cardioprotection in IR have been un-
dertaken in nondiabetic animals. Interestingly, available re-
ports showed that rodents with diabetes are resistant to
ischemic or pharmacological pre- or postconditioning in
cardiac ischemia (Gross et al., 2007; Bouhidel et al., 2008;
Miki et al., 2009; Zhu et al., 2012). Consistent with these
previous studies, we observed that the IS-reducing effect of
IPostC or ramiprilat was lost in diabetic mice. We also show
that a B2R agonist is also ineffective in these mice. Cardiac
B2R mRNA level was not decreased in the diabetic heart.
However, B2R activation did not trigger Akt or GSK-38
phosphorylation, contrary to B1R activation. This observation
suggests that B2R signaling is impaired upstream of Akt in
the diabetic heart.

B1R Agonism. In contrast with the well-established role
of B2R in kinin-mediated myocardial protection in ischemia,
the role of B1R in this setting remained uncertain. Detrimen-
tal implication of B1R during IR has been suggested in
isolated perfused mouse hearts by using pharmacological
blockade of B1IR and B1R gene knockout mice (Lagneux et al.,
2002; Xi et al., 2008), whereas a cardioprotective effect of BIR
activation in the rat, mediated partially by a reduction in
sympathetic outflow, has been reported (Chahine et al., 1993).
Another study showed that Arg9-BK, the natural agonist of
B1R, had no cardioprotective effect in cardiac ischemia in
nondiabetic rats (Yin et al., 2007). We previously observed
that pharmacological B1R blockade had no effect on IR in-
jury in nondiabetic mice, contrary to B2R blockade (Griol-
Charhbili et al., 2005). Consistent with these reports, the
present study shows that a B1R agonist has no effect on
cardiac necrosis in nondiabetic mice. Thus, different experi-
mental approaches relying on either loss or gain of function of
B1R suggest that this receptor is not importantly involved in
cardioprotection in acute ischemia in nondiabetic mice.

However, our findings highlight a major cardioprotective
effect of a pharmacological B1R agonist in acute ischemia in
diabetic mice. Diabetes has been associated with upregulation
of B1R synthesis in different organs including the heart
(Bodin et al., 2009; Westermann et al., 2009). Consistent with
these studies, we show that BIR mRNA was increased in
myocardium of diabetic mice, with no additive effect of ischemia
reperfusion, at least at the early time of reperfusion studied.
However, to our knowledge, the role of B1R in the diabetic and
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Fig. 2. Effect of B2R agonist (B2R ag), B1R agonist (B1R ag), ramiprilat (Ram), and IPostC on IS in nondiabetic mice. Mice were subjected to 30 minutes
of coronary occlusion followed by 2 hours of reperfusion. B2R (0.01 and 0.1 nmol/kg) and B1R (1 and 3 nmol/kg) agonists and ramiprilat (50 ug/kg) were
administered 2 minutes before reperfusion. Ischemic postconditioning was performed at the end of the occlusion period by performing three cycles of
1-minute coronary occlusion and 1-minute reperfusion. The B2R antagonist HOE140 (500 ng/kg) were administered 5 minutes before occlusion followed
by 0.1 nmol/kg of B2R agonist given 2 minutes before reperfusion. (A) Data are mean + S.E.M., n = 5-12 animals per group. One-way analysis-of-
variance followed by Fisher post hoc test, *P < 0.05; **P < 0.01 versus saline; "P < 0.05 versus B2R agonist alone. (B) Representative midmyocardial
cross-sections of 1% TTC-stained hearts of each experimental group. White area, infracted tissue; red area (i.e., TTC-positive), viable myocardium.

ischemic heart has not been studied. Our observation of B1R-
mediated cardioprotection in diabetic animals can be linked to
the hypothesis of impaired B2R signaling in the diabetic heart
discussed in the B2R Agonism section. Indeed, in nondiabetic
mice genetically deficient in B2R, the B1R was shown to take
over kinin-triggered cardioprotection (Griol-Charhbili et al.,
2005). Moreover, the B1R is known to be resistant to agonist-
induced desensitization (Leeb-Lundberg et al., 2005). Given
functionality of the BI1R in diabetic heart, the lack of
cardioprotective effect of ACE/kininase II inhibitors in the
diabetic and ischemic heart may appear surprising. However,
the natural agonist of B1R is Des-arg9 bradykinin released
from bradykinin by the action of carboxypeptidase N. Reduced
kinin-forming and -converting activities in the diabetic heart
may explained this resistance to ACE inhibition (Spillmann
et al., 2006). In any case, the B1R agonist is, to the best of our
knowledge, the only pharmacological agent reported so far to
exert strong cardioprotective action in the setting of IR in
diabetic animals. It is not known however whether B1R
activation can provide cardioprotection against ischemia-
reperfusion injury at a more advanced stage of diabetic

cardiomyopathy and myocardial inflammation, where detri-
mental effect of the BIR gene on cardiac function has been
documented (Westermann et al., 2009).

Signaling. Recent data suggest that bradykinin protects
the heart at reperfusion by modulating mitochondrial per-
meability transition pore opening through inhibition of GSK-
3B (Juhaszova et al., 2004). In isolated perfused hearts
bradykinin exerts cardioprotection through PI3-kinase/Akt
activation leading to GSK-38 inactivation (Bell and Yellon,
2003; Yang et al., 2004). Our data suggest a critical role
for this pathway in myocardial protection afforded by the
agonists (Hausenloy and Yellon, 2004). Indeed cardioprotec-
tion by B1R or B2R agonist was consistently associated with
Akt and GSK-38 phosphorylation, whereas lack of IS-reducing
effect of the agonists (B1R agonist in nondiabetic or B2R
agonist in diabetic mice) was associated with lack of GSK-33
phosphorylation. Tsang et al. (2005) have reported that the
threshold for ischemic preconditioning-induced cardiopro-
tection was increased in diabetic rats due to impairment of
prosurvival signaling cascades. B1R induction in the diabetic
heart may allow the threshold for RISK pathway activation
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Fig. 3. Effect of B2R agonist (B2R ag), B1R agonist (B1R ag), ramiprilat (Ram), and IPostC on IS in diabetic mice. Mice were subjected to 30 minutes of
coronary occlusion followed by 2 hours of reperfusion. B2R (0.01 and 0.1 nmol/kg) and B1R (1 and 3 nmol/kg) agonists and ramiprilat (50 ug/kg) were
administered 2 minutes before reperfusion. Ischemic postconditioning was performed at the end of the occlusion period by performing three cycles of
1-minute coronary occlusion and 1-minute reperfusion. The B1R antagonist SSR240612 (300 ug/kg) was administered 5 minutes before occlusion
followed by 3 nmol/kg of B1R agonist given 2 minutes before reperfusion. (A) Data are mean + S.E.M., n = 5-12 animals per group. One-way analysis-of-
variance followed by Fisher post hoc test, *P < 0.05 versus saline; "P < 0.05 versus B1R agonist alone. (B) Representative midmyocardial cross-sections
of TTC-stained hearts of each experimental group. White area, infracted tissue; red area (i.e., TTC-positive), viable myocardium.

and myocardial protection to be reached during B1R agonist
stimulation.

The streptozotocin-induced diabetes model is closely related
to type 1 diabetes but not to type 2. We cannot extrapolate our
results to type 2 diabetes models where other mechanisms of

TABLE 2
B1R and B2R mRNA in the left ventricle of nondiabetic and diabetic mice,
sham operated (Sham) or submitted to ischemia reperfusion (IR)

Results are normalized to 18S mRNA and expressed relative to nondiabetic sham-
operated group. Data are mean * S.E.M. Number of animals is indicated in
parentheses.

B1R

1.00 = 0.15 (7)
1.26 = 0.32 (8)
3.56 = 1.10 (7)
2.53 £ 1.11 (7)

B2R

1.00 = 0.20 (6)
0.86 = 0.12 (7)
1.18 = 0.14 (6)
1.20 = 0.20 (7)

Nondiabetic Sham
Nondiabetic IR
Diabetic Sham
Diabetic IR

Two-Way ANOVA
Diabetes effect P < 0.05 NS
IR effect NS NS

ANOVA, analysis-of-variance; NS, not significant.

cardioprotection resistance, like endoplasmic reticulum stress,
have been described (Miki et al., 2009). Further studies are
needed to explore the effect of B1R agonist in type 2 diabetes
models.

In conclusion, we identified a novel cardioprotective ap-
proach in acute cardiac ischemia based on pharmacological
agonism of kinin receptors. Pharmacological activation of
B2R reduces IS during cardiac IR in nondiabetic mice via
activation of PI3-kinase/Akt pathway. We uncovered a unique
and strong cardioprotective effect of B1IR agonist in diabetic
mice through activation of PI3-kinase/Akt and mitogen-
activated protein kinase pathway, while diabetes induces
resistance to other cardioprotective agents, including B2R
agonist. Thus, individualized pharmacological intervention
may provide therapeutic benefit in acute coronary syndrome,
using B1R or B2R agonists in patients with and without
diabetes, respectively. Occurrence of unwanted side effects like
hypotension or edema is however a concern, albeit hypotension
does not occur in mice during B1R agonist administration
(Alhenc-Gelas et al., 2011).
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6. DISCUSSION ET CONCLUSION

Nous montrons donc dans cette étude qu’un agoniste B2R permet de diminuer la taille des
Iésions d’IR chez des souris non diabétiques. Cet effet cardioprotecteur est perdu chez les
souris diabétiques comme les autres méthodes de PostC (Ramiprilat et PostC ischémique).
Cependant, nous montrons ici de maniére originale, que la stimulation directe du BIR permet

de diminuer la taille de I’infarctus chez la souris diabétique.

Cette étude montre donc que la stimulation directe du B2R au moment de la reperfusion
limite la taille de I’infarctus dans un modele de souris non diabétique. Au vu des résultats de
la littérature détaillés dans I’introduction, cet effet positif était attendu et confirme le rdle
majeur du SKK, via son récepteur B2, dans les mécanismes de PostC. Cet effet est médié par
la voie PI3-kinase/Akt permettant la phosphorylation inhibitrice de GSK-3p. Nous n’avons
pas mis en ¢évidence d’augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 suggérant que la voie
MAPK n’est pas impliquée dans 1’effet cardioprotecteur de I’agoniste B2R. Bien que la voie
MAPK soit une voie importante des voies de signalisation du PostC (243 , 244), deux études
récentes ont également montré que 1’effet cardioprotecteur de la BK n’était pas accompagné

d’une augmentation de phospho-ERK1/2 (232, 245).

Nous montrons ici que 1’activation directe du BIR lors de la reperfusion ne permet pas de
diminuer les Iésions d’IR et ne s’accompagne pas d’une activation de la voie RISK. Les
données de la littérature sont plus contradictoires quant au réle de BIR durant I'IR et le
PostC. En effet, dans des modeles d’ischémie cardiaque ou rénale utilisant des souris
déficientes en BIR, des effets positifs ou négatifs ont été décrit (237, 240, 246-249). Du fait
de régulations compensatrices observées chez les souris déficientes en BIR, ces résultats sont
difficilement interprétables. L’utilisation d’agoniste du B1R permet d’étudier I’activation

isolée, dans un contexte physiologique, du B1R en I’absence de régulation. Nos résultats sont
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donc en faveur d’une absence d’implication du BIR dans le PostC en 1’absence de diabete.
L’absence, ou la treés faible expression du BIR chez les souris sauvages peut expliquer cette

absence d’effet.

Les résultats issus des expériences faites chez les souris diabétiques montrent que la taille
de D’infarctus est similaire aux souris non diabétiques, de méme que la phosphorylation
induite par I’ischémie d’Akt et de ERK1/2. Nos données suggerent donc que 4-5 semaines de
diabete insulinoprive n’affectent pas la taille des Iésions d’IR. En revanche, et en accord avec
les données de la littérature, 1’effet protecteur des manceuvres de PostC, efficaces chez la
souris non diabétiques, est aboli dans notre modele de diabéte. En effet, le PostC ischémique,
manceuvre de référence pour le PostC, 1’administration d’agoniste B2R ou d’IEC, ne
permettent pas de diminuer de la taille de I’infarctus chez les souris diabétiques. L’absence
d’effet de I’agoniste B2R est associée a 1’absence d’effet sur la phosphorylation d’Akt,
ERK1/2 et GSK-3p. Ces données sont cohérentes avec I’hypothéese selon laquelle la résistance
au PostC induite par le diabete serait liée a un défaut d’activation des voies de signalisation
intracellulaire aboutissant a la phosphorylation de GSK-3f (214, 229, 250). Il est possible que
le seuil d’activation des voies de signalisation soit augmenté lors du diabéte comme suggérée
par certaines études (227). L’augmentation des doses d’agoniste B2R administré au moment
de la reperfusion pourrait peut-étre vaincre la résistance au PostC induit par le diabete.
Cependant, nos études préliminaires sur 1’effet tensionnel des agonistes ont montré que des
doses plus fortes entrainent une diminution importante de la pression artérielle associée a une
tachycardie dont les conséquences dans un contexte d’IR serait probablement déléteére pour le

myocarde, notamment en augmentant le risque d’arythmie (251).

Un des résultats le plus intéressants de ces expériences est I’effet de ’administration de
I’agoniste BIR au moment de la reperfusion chez les souris diabétiques. Nous observons en

effet une diminution de la taille de I’infarctus aux 2 doses testées. Cet effet cardioprotecteur
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s’accompagne d’une inhibition de GSK-3f via P’activation de la voie PI3Kinase/Akt mais
aussi MAPK. Les résultats contradictoires des études précédentes et 1’absence d’étude de la
stimulation directe du BIR dans ce type de modele rend nos résultats originaux. En effet le
role du BIR dans I'IR lors du diabéte n’était pas connu. Nous montrons donc que la
stimulation directe du B1R permet de vaincre la résistance au PostC induite par le diabete.
Nos résultats mettent donc en évidence le réle majeur du SKK dans le PostC de I’IR.
L’utilisation, pour la premiére fois dans la littérature, d’agonistes sélectifs de chaque
récepteur nous a €galement permis de préciser le role respectif de chaque récepteur dans les
mécanismes de PostC chez la souris non diabétique et diabétique. Nous confirmons le role
cardioprotecteur du B2R lors de I’IR en I’absence de diabete et mettons en évidence pour la
premiere fois I’effet bénéfique du BIR lors du diabete. S’il reste a mieux comprendre les
mécanismes a 1’origine de la résistance au PostC induite par le diabete et la capacité de
I’agoniste BIR a vaincre cette résistance, ces résultats pourraient représenter une premicre
¢tape vers le développement clinique d’un nouveau traitement préventif des Iésions de

reperfusion apres syndrome coronarien aigu chez le patient non diabétique et diabétique.
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CHAPITRE VII : DISCUSSION GENERALE

Le SKK est un systéme peptidique principalement d’action vasomotrice. Il est régulé
par la kallicréine tissulaire qui 1’active en transformant le kininogéne en kinines, peptides
actifs du systeme. Par ailleurs, ’ECA ou kininase II inhibe le SKK en dégradant les
kinines.Les kinines exercent leurs actions en activant deux types de récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G, le récepteur B1 et le récepteur B2. Le
récepteur B2 est le récepteur principal, constitutivement exprimé dans de nombreux organes.
I1 est impliqué dans laplupart des actions physiologiques des kinines, notamment ’activation
endothéliale. Le récepteur B1 est un récepteur inductible puisqu’il est synthétisé¢ uniquement
dans des situations pathologiques notamment inflammatoires dont le diabéte. Le mécanisme
de I’induction du récepteur B1, les voies de signalisation intracellulaire qu’il active, et son

role exact ne sont pas encore trés bien compris.

Au-dela de son action vasodilatatrice sur I’endothélium, le SKK est impliqué dans de
nombreux processus physiopathologiques et notamment dans le diabéte et ses complications.
En effet de nombreux arguments, principalement expérimentaux, ont montré une implication
du SKK dans la régulation et la survenue des processus conduisant aux troubles métaboliques
du diabéte de type 2 mais également a ses complications macro et microangiopathiques.Les
liens entre SKK et diabéte ont souvent été mis en évidence grace a 1’action des IEC qui, de
par leur action inhibitrice sur ’ECA, inhibent le SRA et activent le SKK. Il semble en effet
évident qu’une partie des effets bénéfiques des traitements par IEC soit liée a 1’activation du
SKK notamment dans la néphropathie diabétique, 1’ischémie-reperfusion cardiaque et
I’ischémie périphérique. Cependant, 1’activation du SKK par les IEC est limitée par lefait que

les IEC peuvent uniquement potentialiser I’effet des kinines endogénes alors que la
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production de kinines endogenes est lente et faible. En effet, I’activit¢ de la kallicréine
tissulaire est faible au niveau artériel et est un facteur limitant 1’action des kinines méme apres
traitement par IEC. L’activation directe du SKK et notamment 1’activation spécifique du B2R
pourrait donc étre une nouvelle voie thérapeutique dans la prise en charge des complications
du diabete. Il est a noter également que I’utilisation d’agonistes spécifiques de chaque
récepteur permet de mieux comprendre I’action et le réle de chacun des récepteurs du SKK
dans les processus physiopathologiques étudiés. En effet, la plupart des connaissances sur le
role du SKK et de ses récepteurs est basée sur des expérimentations utilisant des modeles
d’inactivation pharmacologique ou génétique du systeme. Or, I’inactivation d’un récepteur
induit une régulation compensatrice de 1’autre conduisant a une difficulté¢ d’interprétation des
résultats. Le développement et 1’utilisation de modele d’inactivation génétique de la TK a
permis la limitation de ce biais d’étude puisque les animaux déficient pour le gene de la TK

ne produisent pas de kinines empéchant ainsi toute activation du SKK.

Nous avons dans ce travail pu étudier le réle du SKK dans deux modéles, un modéle
d’inactivation génétique du SKK par déficience en TK et un modéle original d’activation

pharmacologique par des agonistes spécifiques de chaque récepteur.

SKK et métabolisme glucidique

Le mode¢le d’inactivation génétique complete du SKK a été utilisé pour étudier le réle du
SKK dans le métabolisme glucidique. Nos résultats négatifs contrastent avec 1’hypothese de
départ d’un rdle bénéfique du SKK dans le développement du diabéte. La plupart des études
expérimentales ont en effet montré un role positif du SKK dans ’homéostasie glucidique. De
méme cliniquement, les essais randomisés utilisant des IEC (116-118) ont montré un effet
protecteur du traitement sur le risquede diabéte de type 2. Cependant, méme si nos résultats

contrastent avec ceux de la littérature, il faut souligner que nos travaux ont été réalisés dans
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plusieurs modeles d’études. Ainsi, nos résultats sont concordants dans deux modeles murins
de diabete de type 2 et d’insulinorésistance (environnemental et génétique) et une cohorte
humaine de grande taille avec un suivi de 9 ans. Le polymorphisme de la TK étudié¢ dans la
cohorte DESIR a quant a lui une conséquence biologique et fonctionnelle puisqu’il a été bien
montré qu’il conduit a une diminution de la production de kinines associée a un phénotype
vasculaire pathologique. De plus, trés peu d’études ont étudié¢ le polymorphisme des acteurs
du SKK sur I’incidence des troubles métabolique chez I’homme. Nos données montrent donc
que la déficience en TK n’a pas d’incidence sur le métabolisme glucidique et le risque de
diabete. Ceci suggere I’absence de role du SKK dans les troubles métaboliques du diabete de
type 2. Les différences avec les résultats disponibles peuvent s’expliquer au moins en partie
par la différence avec les modeles utilisés notamment dans les modeles génétiques
d’inactivation des récepteurs.

Il est a noter cependant que nous avons étudié ici le métabolisme glucidique de maniére
relativement superficielle. Il n’est pas impossible que des anomalies plus fines, sans véritable
conséquence fonctionnelle sur la glycémie, la tolérance au glucose ou a I’insuline, soient
présentes chez les souris TK -/-. Cependant, la pertinence clinique ou physiologique de
délétion génique complete sans conséquence phénotypique peut étre discutable. Il est
¢galement possible que la durée d’étude des souris sous régime gras n’ait pas été assez longue
ou que les souris ob/ob n’aient pas été assez agées au moment de 1’étude. Cependant, la durée
d’étude sous régime gras a permis d’induire une différence de poids et de trouble métabolique
en comparaison aux souris sous régime standard. De méme, une expérience supplémentaire
des souris ob/ob plus agées (6 mois a 12 mois) n’a pas permis de mettre en évidence de
différence entre les génotypes.

Une limite de notre étude est 1’absence de vérification de production de kinines chez les

animaux TK-/- et notamment dans les organes impliqués dans le métabolisme glucidique
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(foie, pancréas, rein, tissu adipeux,...). Cependant la premiére étude ayant décrit ces animaux
a montré une trés faible concentration de bradykinine dans le cceur et le rein des souris TK-/-
et ’absence d’activité¢ kallicréine (mesurée par la capacité a former des kinines) dans de
nombreux autres organes (rein, colon, pancréas, glandes salivaires) suggérant 1’absence de
production de kinines chez ces animaux.

Une autre limite de 1’¢tude est également le faible nombre de sujets homozygotes dans la
population humaine ne permettant pas une analyse statistique des données issues de cette
population. Cependant 1’¢tude des sujets hétérozygotes reste pertinente puisque le
polymorphisme étudié¢ a une conséquence biologique et phénotypique (159, 160 ).

En conclusion, malgré une hypotheése de départ différente, nos résultats suggerent que la
kallicréine tissulaire n’est pas impliquée dans les troubles du métabolisme glucidique observé
lors de I’obésité et le diabéte de type 2 aussi bien chez la souris que chez ’homme. Ces
résultats demandent évidemment confirmation et pourraient étre complétés par des €tudes de

stimulation du systeme.

SKK et ischémie reperfusion cardiaque

Nous avons étudi¢ dans ce travail pour la premiere fois, I’effet de 1’activation directe des
récepteurs des kinines sur les lésions d’IR cardiaque chez la souris diabétique et non
diabétique. La stimulation directe et spécifique de chaque récepteur a pu étre réalisé par la
synthése récente par une équipe universitaire de deux agonistes peptidiques puissants,

sélectifs et résistants a la dégradation peptidique (241 , 242).

Les données de la littérature et notamment les travaux réalisés au sein de I’équipe sont en
faveur d’un role majeur du SKK dans les mécanismes de pré et postconditionnement
cardiaque. Il a été montré que 1’effet cardioprotecteur du SKK est principalement lié¢ a I’action

de B2R. Notre résultat obtenu chez les souris non diabétiques avec I’agoniste B2R confirme
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donc les données de la littérature. Nos travaux ont cependant I’originalit¢ d’avoir étudié
I’activation directe du récepteur alors que les données disponibles utilisaient des modeles
d’inhibition pharmacologique ou génétique du récepteur. Nous avons également ainsi pu
mettre en évidence 1’absence d’effet de I’activation du B1R lors de I’IR chez les animaux non

diabétiques.

Les résultats les plus originaux sont ceux obtenus chez les animaux diabétiques. Tout
d’abord, nous confirmons les données montrant une perte de I’effet cardioprotecteur du PostC
lors du diabéte. En effet ni le PostC ischémique, ni le Ramiprilat ne permettent d’induire de
diminution de taille de I’infarctus alors qu’ils étaient tous deux efficaces chez les animaux
non diabétiques. Nous observons surtout que 1’administration intraveineuse de 1’agoniste BIR
juste au moment de la reperfusion permet de limiter la taille de I’infarctus chez les animaux
diabétiques et donc que la stimulation du BIR permet de vaincre la résistance au PostC induit
par le diabete. Ces effets bénéfiques sont associés a I’activation de la voie RISK, a la fois la

voie des MAPK et PI3K/Akt.

Nous n’apportons pas ici d’explication aux mécanismes par lesquels le diabéte entraine
une résistance ou PostC. Nous constatons seulement que les voies de signalisation
intracellulaire ne sont pas activées suggérant un probleéme de signalisation en amont
(activation des récepteurs, liaison,...). Les raisons pour lesquelles I’agoniste B1 permet de
diminuer la taille de I’infarctus lors du diabéte ne sont que partiellement expliquées. Nous
constatons en effet une induction de 1’expression de BIR dans le cceur des souris diabétiques.
Cependant, nous n’expliquons pas pourquoi la stimulation du récepteur active les voies de
signalisation cardioprotectrice. Il est possible qu’il existe un effet seuil lors du diabéte
nécessitant une plus forte stimulation des récepteurs pour activer les voies de signalisation

intracellulaire. Le fait que le BIR ne soit pas internalisé aprés liaison a son ligand et que de
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fortes doses d’agoniste n’ait pas d’effet secondaire déléteére permet de stimuler plus fortement

le récepteur et donc de dépasser cet effet seuil. Ceci reste cependant une hypothése.

Le PostC a été testé en clinique et il semble y avoir des résultats prometteurs (208 , 209).
L’effet de ces traitements n’a cependant pas été évalué spécifiquement chez le diabétique et la
notion de résistance au PostC chez ’homme n’est pas confirmée. Cependant, 1’activation des
récepteurs des kinines peut €tre une piste thérapeutique nouvelle dans la prise en charge des
patients atteints de syndrome coronarien aigu, notamment chez les patients diabétiques avec

I’agoniste BIR.

L’utilisation des agonistes des kinines en clinique posera bien évidemment la question de
leurs éventuelles effets secondaires. Le premier d’entre eux est 1’effet hypotenseur que nous
avons mis en évidence pour 1’agoniste B2 dans nos expériences préliminaires. Cependant cet
effet est facilement controlable par un ajustement de doses semblable a tout traitement
pharmacologique. Il existe ensuite un risque de toux semblable a celui observé avec les IEC
puisque la toux sous IEC serait due a une accumulation de kinines au niveau des voies
aériennes supérieures. Cependant, les mécanismes exacts de la toux sous IEC ne sont pas
complétement compris et les IEC augmentent €galement le taux d’autres peptides qui
pourraient étre impliqués dans cet effet secondaire notamment la substance P. Un autre effet
secondaire potentiellement plus préoccupant est celui des angiooedémes. En effet les kinines
a de fortes concentrations peuvent induire des cedémes, plus particulieérement chez les patients
porteurs d’une déficience en inhibiteur de la C1 estérase. Il semble que les deux récepteurs
des kinines soient impliqués dans la survenue d’cedéme (252). Cependant, les angiooedémes
observés sous IEC sont rares (environ 0.2% des patients dans les essais cliniques). Dans nos
travaux, il n’a pas été mis en évidence d’angiooedémes chez aucune des souris traitées par les

agonistes. De plus il est possible qu'un ajustement de dose suffise a les éviter. Comme vu en

introduction, le SKK joue un réle au niveau rénal, neurologique et oculaire. L’effet des
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agonistes sur ces tissus est inconnu mais aucun effet délétere particulier sur ceux-ci n’a été
mentionné chez les patients sous IEC. Il est a noter également qu’il est possible qu’il existe
des différences d’effets selon le type d’administration aigué ou chronique. Un traitement aigu
et unique comme utilis€ dans notre protocole a probablement moins de chance d’avoir des

effets déléteres.

Cependant I’activation chronique des récepteurs des kinines pourrait avoir des effets
contradictoires en fonction des organes et des pathologies. On a vu qu’il était probable que la
stimulation du B2R ait des effets bénéfiques dans la néphropathie diabétique. L’effet de la
stimulation du B1R pourrait lui avoir des effets plutot déléteres dans cette pathologie. Par
ailleurs, des travaux en cours au sein du laboratoire ont montré qu’un traitement chronique
par 1’agoniste B2R, mais également par le B1R, avait un effet bénéfique dans un modele
d’ischémie des membres inférieurs chez la souris diabétique. Au contraire, 1’agoniste B2R
aurait des effets déléteres dans les mécanismes de cicatrisation chez la souris diabétique. Il
semble également que la stimulation du SKK pourrait étre délétére dans la rétinopathie
diabétique. Le développement des agonistes des kinines comme thérapeutique dans le diabéte
nécessite donc une évaluation rigoureuse de 1’ensemble des effets potentiels, déléteres ou

bénéfiques, attendus ou non.

Le développement récent d’agonistes spécifiques des kinines est donc une nouvelle voie
thérapeutique prometteuse notamment pour le traitement des pathologies coronariennes
aigués. Nous avons ainsi déposé une demande de brevet pour I’utilisation de ces agonistes
dans I’ischémie reperfusion cardiaque. Au vu de I'implication du SKK dans les autres
complications du diabéte, il reste a tester ces molécules dans le développement de celles-ci et
notamment dans la néphropathie diabétique, 1’ischémie cardiaque chronique ou la
cardiopathie diabétique. En plus de leur potentiel thérapeutique, ces agonistes représentent un

moyen de mieux comprendre le role du SKK dans divers processus physiopathologiques.
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CHAPITRE VIII : CONCLUSION GENERALE

Le diabéte est une maladie de plus en plus fréquente, dont la gravité¢ est liée aux
complications qui sont multiples. L’amélioration du traitement du diabéte passe par une
meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques et des systémes de régulation
impliqués a la fois dans la genése de la maladie et dans celle de ses complications. Cette
meilleure connaissance permet et permettra le développement de nouvelles stratégies de

prévention et de traitement du diabéte et de ces complications.

Le but de ce travail était de mieux comprendre 1’'implication du SKK dans la survenue
des anomalies métaboliques du diabete et dans les complications cardiaques d’une
hyperglycémie chronique. Nous avons utilisé pour répondre a chaque question des approches
originales et innovantes. Concernant le role du SKK dans le métabolisme glucidique et
I’insulinorésistance, alors que notre hypothese de départ, tirée des données de la littérature,
¢tait en faveur d’un role plutdt bénéfique, nous ne mettons pas en évidence d’effet de la
déficience génétique en TK, principal activateur du systeme, et ce dans des études animales et
humaines. En revanche, nous mettons en évidence un effet cardioprotecteur de I’activation du
B2R ou du BIR respectivement en 1’absence ou en présence de diabéte. Ces résultats qui
utilisent pour la premiére fois des agonistes des récepteurs des kinines sont particuliérement
intéressants dans nos modeles diabétiques. A la fois parce qu’ils mettent en avant un role
méconnu du BIR mais aussi car les traitements cardioprotecteurs font souvent défaut lors du

diabete du fait d’une résistance aux mécanismes encore mal compris.

L’ensemble de ce travail éclaire a la fois la physiologie du SKK et du diabete. Nos

résultats négatifs, bien que répliqués dans plusieurs modeles, demandent confirmation,
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notamment sur le role respectif de chaque récepteur. L’étude des agonistes des kinines offre
de nouvelles pistes thérapeutiques dans la prise en charge du patient diabétique. Dans
I’ischémie reperfusion comme nous 1’avons montré, mais €galement dans 1’ensemble des
complications du diabete. De futures études permettront de tester 1’effet de ces agonistes dans
des mode¢les d’ischémie cardiaque chronique et de cardiopathie diabétique, cardiopathie
métabolique liée a I’hyperglycémie chronique. Ces nouvelles études permettront a la fois de
mieux comprendre le role du SKK et de ses récepteurs dans ces complications et d’avancer

dans le développement de cette voie thérapeutique.
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ANNEXES

1. EVOLUTION DES CARACTERISTIQUES DES PATIENTS
DE LA COHORTE DESIR SELON LEUR GENOTYPE RR,
RH ET HH SUR LES 9 ANS DE SUIVL
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2. PROTOCOLE D’ISCHEMIE-REPERFUSION CARDIAQUE

Ligature réversible de I’artére coronaire

Les souris sont anesthésiées au pentobarbital sodique (60 mg/kg, ip). Apres intubation
endotrachéale, les souris sont positionnées sur le dos sur une couverture chauffante maintenue
a 37 £1°C, les pattes en extension avec la patte arriere gauche par-dessus la patte arriere
droite pour une position idéale du cceur. Les souris sont ventilées avec de l'oxygene pur
(volume courant : 200 ul, fréquence respiratoire : 170 cycles/min) avec un respirateur Harvard
de type 845 (Harvard Apparatus, Les Ulis, France). A ce stade, la chirurgie est réalisée sous
une loupe binoculaire Leica de type MZ75 (Leica Microsystems, Rueil Malmaison, France) :
un cathéter PE 10 est introduit dans la veine jugulaire et servira par la suite a injecter soit le
véhicule, soit les divers agents pharmacologiques ¢étudiés. Par la suite, les muscles thoraciques
sont délicatement séparés et retenus par du Proléne 6/0 (EthnorEthicon, Issy les Moulineaux,
France) et une thoracotomie latérale gauche est effectuée au niveau du troisieéme espace
intercostal. Apres incision du péricarde, la branche majeure de l'artére coronaire gauche est
identifi¢e, les deux principales difficultés étant de visualiser 1’artére coronaire et de placer la
ligature. Chez la souris, il y a, de maniére générale, deux artéres coronaires majeures : une
gauche et une droite qui prennent naissance au niveau de l'aorte. L'artére coronaire droite se
divise en deux branches : une branche qui irrigue le ventricule droit (VD) et une branche qui
irrigue la région septale. L'artére coronaire gauche est visible, dans la plupart des cas, de la
base jusqu'a un tiers de son trajet, s'enfoncant ensuite dans le myocarde. Un fil Proléne 8/0
(EthnorEthicon, Issy les Moulineaux, France) est placé sous 1’artére coronaire gauche au
niveau de la bifurcation principale, c'est-a-dire a 2 mm de I'extrémité de l'oreillette gauche

(Figure 16).

Ventricule gauche

Artére coronaire gauche

Orreillette gauche

Figure 15 : Localisation de la ligature coronaire chez la souris.
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Selon la technique de Michael et coll. (253), les deux extrémités du fil Proléne sont
insérées dans un «snare» (petit bout de cathéter PE10 de 3 mm de long) formant ainsi un
systéme de lasso. Grace a un clamp, ce lasso peut étre serré pour réaliser 1’occlusion puis
relaché pour permettre la reperfusion (Figure 17). L'occlusion est contrdlée par le changement
de coloration du ventricule gauche (VG) et par la surélévation du segment ST sur le tracé
¢lectrocardiographique (ECG, Biotach, Gould et Nicolet, les Ulis, France) (Figure 18). La
reperfusion est réalisée par relachement du clamp, et est objectivée par la recoloration du VG

et la normalisation du tracé ECG.

Pour que la reperfusion se déroule dans les meilleures conditions, la cage thoracique est

refermée a I'aide de Proleéne 6/0 (EthnorEthicon, Issy les Moulineaux, France).

Fil de ligature
—PE 10

Coronaire

Figure 16 : Ligature coronaire réversible.
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Figure 17: Tracé électrocardiographique avant et au cours de

I’ischémie coronaire.
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Au bout des trois heures de reperfusion, on réalise successivement une réouverture du
thorax, une occlusion définitive de 1’artére coronaire et une injection par la veine jugulaire de
0.5 ml d’une solution de bleu Evans (5%, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). Le passage
de ce colorant dans la circulation générale de l'animal se traduit dans un premier temps par la
coloration en bleu des poumons, des muqueuses et de la peau de I’animal. Au niveau du cceur,
la zone irriguée par la coronaire reste blanche et constitue I’aire a risque (AAR), le reste du
ceeur étant coloré en bleu. Le cceur est prélevé, les oreillettes et le VD sont séparés. Le VG est
pesé puis découpé en quatre tranches qui sont pesées : la base (correspondant a la tranche

située au-dessus de la ligature), deux coupes médianes (coupes 2 et 3), et ’apex (Figure 19).

Ligature € Base
S
5
€ Coupe 2 — 5
. =
Aire a risque € Coupe 3 2
s
€ Apex «

Figure 18 : Représentation schématique des coupes du cceur en vue de

I’analyse d’image.

Apres plusieurs expériences préalables, et en accord avec les données de la littérature,
nous avons opté pour un temps d’ischémie de 30 minutes avec une durée de reperfusion de

180 minutes.
Quantification de la taille de ’infarctus

Les coupes du VG sont photographiées une premiére fois, aprés coloration au bleu Evans
(Figure 20), a I’aide d’un appareil photo numérique (Zoom Digital Camera 120, Kodak, New-
york, Etats-Unis.), ce qui permet de déterminer ’AAR par analyse d’image. Elles sont ensuite
placées dans une solution de TTC (1%) (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, AcrosOrganics,

Fischer ScienticLabosi, Elancourt, France) pendant 20 minutes, puis dans une solution de
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formol (10%) pendant 24 heures. Le TTC colore en rouge les tissus vivants car il est réduit
par les déshydrogénases abondantes dans les tissus vivants ; en revanche, dans les zones
nécrosées, le TTC ne peut étre réduit et celles-ci restent blanches. Les coupes sont alors
photographiées une seconde fois, en vue de la détermination de la zone infarcie blanche (INF)

(Figure 20).

Les surfaces des AAR et des INF sont déterminées par analyse d’image (Scion 4.02, Scion
Corporation, Maryland, Etats-Unis) a partir de la face supérieure des coupes 2, 3 et de I’apex.
Les valeurs de ces surfaces sont ensuite pondérées en fonction des poids respectifs des

coupes.

Bleu Evans TTC

TTC
(1%, in vitro, 20 min, 37°C)

[
»

INF

Figure 19 : Coupe de ventricule gauche. Aprés injection de bleu Evans et prélévement
du cceur, la coupe est photographiée une premicre fois pour permettre la détermination
de la taille de I’aire a risque (AAR) puis est mise a incuber avec du TTC a 37°C et
photographiée une deuxieme fois afin d’obtenir 1’évaluation de I’infarctus (INF) apres

reperfusion.

Pour chaque cceur, on détermine les trois rapports suivants : AAR/VG, INF/VG et
INF/AAR, qui sont exprimés en pourcentage et calculés comme suit :

AAR/VG =2 des poids des AAR x 100 / Poids du VG
INF/VG = X des poids des INF x 100 / Poids du VG
INF/AAR = . des poids des INF x 100 / 2. des poids des AAR
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RESUME

Le systéme kallicréine-kinines (SKK) est un systéme peptidique vasodilatateur, négativement couplé
au systéme rénine angiotensine par I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA). Les métabolites
actifs du systéme, les kinines, sont produites par action de la kallicréine tissulaire (TK), et agissent via
leurs deux récepteurs, le récepteur B2 (B2R) le plus exprimé et le récepteur B1 (BIR). Les effets
bénéfiques des inhibiteurs de ’ECA sont liés en partie a ’activation du SKK. Le SKK a ét¢ impliqué
dans les processus physiopathologiques conduisant au diabéte de type 2. Son role est bien établi dans
la protection contre le développement des complications cardiovasculaires et rénales du diabéte de
type 1. C’est également un systéme de cardioprotection lors de I’ischémie reperfusion cardiaque (IR).

Nous avons ¢étudi¢ dans la premiére partie de ce travail le role controversé du SKK dans le
développement des anomalies métaboliques liées a 1’obésité en utilisant des souris déficientes en TK
dans deux modeles d’obésité, génétique (mutation ob/ob) et acquise, par régime gras. Nous n’avons
pas mis en évidence d’effet de la déficience en TK sur les anomalies glucidiques dans ces deux
modeles. Ces résultats obtenus chez la souris ont été étendus par 1’étude chez I’homme de 1’effet d’un
polymorphisme génétique de la TK entrainant une perte d’activité enzymatique sur 1’évolution des
parameétres métaboliques dans une cohorte de 4843 sujets de la population générale suivi pendant 9
ans. Nous n’avons pas observé d’effet d’un déficit partiel en activité TK sur 1’apparition des troubles
métaboliques suggestifs de résistance a I’insuline. et du diabéte de type 2.

La deuxieme partie du travail a concerné les complications cardiovasculaires du diabéte. Elle
représente une évaluation expérimentale d’une nouvelle stratégie thérapeutique pour la prévention des
conséquences myocardiques de 1’ischémie-reperfusion cardiaque, en dehors et au cours du diabéte.
Des agonistes pharmacologiques prototypiques des récepteurs des kinines, sélectifs du récepteur B1 ou
B2, ont été administrés lors de la reperfusion, chez des souris non diabétique et diabétiques. Chez les
souris non diabétiques, 1’agoniste B2, comme le ramiprilat (un inhibiteur de I’ECA) et le
postconditionnement ischémique, réduit la taille de I’infarctus via I’activation de la voie PI3K/Akt et
I’inhibition de GSK3-f. L’agoniste B1 n’a pas d’effet. Chez les souris diabétiques, 1’agoniste B2, le
ramiprilat et le postconditionnement ischémique, n’ont pas d’effet. En revanche, 1‘agoniste Bl
diminue la taille de I’infarctus via 1’activation des voies PI3K/Akt et ERK1/2, conduisant a 1’inhibition
de GSK3-B. L’effet différentiel des agonistes B1 et B2 chez les souris diabétiques et non diabétique
est lié a I’inactivation du B2R et a I’induction de la synthése du B1R dans le cceur diabétique.
L’agoniste B1 permet de surmonter la résistance du cceur diabétique aux traitements cardioprotecteurs.

Nos travaux clarifient le role du SKK dans le développement du diabéte et de ses complications
cardiaques. La mise en évidence de D’effet cardioprotecteur d’agonistes pharmacologiques des
récepteurs des kinines dans le cceur ischémique diabétique et non diabétique ouvre une nouvelle piste
thérapeutique dans la prise en charge des patients présentant un syndrome coronarien aigu.
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