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RESUME

Les déces attribués a un choc septique a la suite d’une infection sévere augmentent chez les
diabétiques et surviennent assez fréquemment dans les unités de soins intensifs. Le diabéte
sucré et le choc septique augmentent la production d’espéces réactives oxygénées et de
cytokines pro-inflammatoires, lesquelles activent le facteur de transcription nucléaire
Kappa B conduisant a I’induction du récepteur B1 (RB1) des kinines. Le diabéte induit par
la streptozotocine (STZ) augmente 1’expression du RB1 dans divers tissus périphériques, le

cerveau et la moelle épiniére. Les lipopolysaccharides bactériens (LPS), souvent utilisés

pour induire le choc septique, induisent aussi le RB1. L’objectif de ce travail vise a
démontrer la contribution du RB1 des kinines dans I’exacerbation du choc septique pendant
le diabéte. Des rats Sprague-Dawley (225-250 gr) traités a la STZ (65 mg/kg, i.p.) ou le
véhicule ont recu quatre jours plus tard les LPS (2 mg/kg, i.v.) ou le véhicule en présence
ou pas d’un antagoniste du RB1 (SSR240612, 10 mg/kg) administré par gavage. La
température corporelle a ét¢ mesurée pendant 24h apres le traitement. Le SSR240612 a
aussi ¢t¢ administré a 9h AM et 9h PM et les rats sacrifiés a 9h AM le jour suivant apres un
jetne de 16 h. Les effets de ces traitements ont ¢ét¢ mesurés sur les taux plasmatiques
d’insuline et de glucose, I’cedéme et la perméabilité vasculaire (dans divers tissus avec la
technique du Bleu d’Evans) ainsi que sur I’expression du RB1 (PCR en temps réel) dans le
ceeur et le rein. L’augmentation de la température corporelle apres traitement au LPS chez
les rats traités ou pas a la STZ a été bloquée par le SSR240612. L’antagoniste a normalis¢
I’hyperglycémie et amélioré la déficience en insuline chez les rats STZ. Le SSR240612 a

inhibé ’cedéme et réduit la perméabilité vasculaire dans les tissus des rats diabétiques
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traités ou pas avec les LPS. La surexpression du RB1 chez les rats traités au STZ et/ou LPS
était renversée par le SSR240612. Cet antagoniste a prévenu la mortalité causée par les LPS
et LPS plus STZ. Les effets anti-pyrétique, anti-inflammatoire et anti-diabétique du

SSR240612 suggerent que le RB1 puisse représenter une cible thérapeutique valable pour

le traitement de la co-morbidité associée au choc septique dans le diabéte.

MOTS CLES :
Diabeéte, choc septique, récepteur Bl des kinines, lipopolysaccharides, streptozotocine,

hyperthermie, hyperglycémie, cedéme, perméabilité vasculaire.



SUMMARY

Death attributed to septic shock following severe infection increases in diabetic
patients and occurs quite frequently in intensive care units. Diabetes mellitus and
septic shock increase the production of reactive oxygen species and pro-inflammatory
cytokines leading to higher kinin B1 receptor (RB1) expression that is mediated by the
activation of the transcriptional nuclear factor Kappa B. Streptozotocin (STZ)-induced
diabetes increased the expression of RB1 in rat peripheral tissues, brain and spinal cord.
Bacterial lipopolysaccharides (LPS) commonly used to induce septic shock in animal
models, also induce RB1. Our objective is to study the contribution of kinin RBI in the
increased morbidity and mortality associated with the combination of these two diseases.
Sprague-Dawley rats (225-250g) treated with STZ (65 mg/kg, ip) or vehicle received four
days later LPS (2 mg/kg, iv) or vehicle in the presence or absence of the RB1 antagonist,
SSR240612 (10 mg/kg), administered by gavage. Body temperature was monitored for 24h
after treatment. In addition, SSR240612 was administered twice (9h AM and 9h PM) and
rats were sacrificed the following morning at 9h AM after 16 h of fasting to measure the
impact on plasma insulin and glucose, oedema and vascular permeability in various tissues
(with the technique of Evans Blue) and on the expression of RB1 (real-time PCR) in heart
and kidney. The increase in body temperature caused by treatment with LPS both in STZ-
diabetic and non-diabetic rats was blocked by SSR240612. The antagonist normalized
hyperglycaemia and improved insulin deficiency in STZ rats. SSR240612 inhibited oedema
and reduced vascular permeability in all tissues from diabetic rats treated or not with LPS.
The overexpression of RB1 induced by LPS and STZ was blocked by SSR240612.
Pharmacological blockade of BIR with SSR240612 prevented the mortality induced by

LPS and STZ plus LPS. Thus the anti-pyretic, anti-inflammatory and anti-diabetic effects
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of SSR240612 suggest that kinin RB1 is a promising therapeutic target for the treatment of

co-morbidity associated with septic shock in diabetes.

KEY WORDS:
Diabetes, septic shock, kinin Bl receptor, lipopolysaccharides, streptozotocin,

hyperthermia, hyperglycaemia, cedema, vascular permeability.
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RESUME VULGARISE

Les maladies endocriniennes sont la troisiéme cause de déceés au Canada. Le diabéte
juvénile ou de type 1 occupe la septiéme place a cause des complications qu’il engendre. Il
s’agit d'une pathologie chronique ou le syst¢tme immunitaire s'attaque aux cellules béta
insulinogenes du pancréas et les détruit. Le pancréas produit alors peu ou pas d’insuline. Le
diabéte de type 1 n'est pas causé par 1’obésité ni par une consommation excessive de sucre;
on croit plutét qu’il est causé par une combinaison de facteurs génétiques et de facteurs
agressifs du milieu. La septicémie et le choc septique sont des réponses extrémes de
I’organisme a I’infection. Environ 800,000 personnes atteintes de septicémie sont admises
chaque année dans les hopitaux en Amérique du nord. La septicémie et la défaillance
d'organes multiples qui peut en résulter, constituent la cause premiere de déces dans les
unités de soins intensifs du monde industrialisé, et on leur attribue plus de 500,000 déces
par année a I’échelle mondiale. Les décés par septicémie sont typiquement causés par une
insuffisance cardiaque précoce (hypotension ou choc) ou par une défaillance multi-
viscérale. Le choc et la défaillance viscérale peuvent se produire méme si 1’antibiothérapie
a ¢liminé I’organisme pathogéne. La septicémie et le choc septique déclenchent souvent
chez le patient une réaction génétique et métabolique en chaine qui entraine des lésions
organiques et ’incapacité du systéme atteint a fonctionner malgré 1’élimination de la cause
initiale. D’importantes découvertes ont été réalisées au sujet des voies de signalisation
moléculaire qui déterminent la réaction d’un patient a la septicémie et au choc septique,
grace a l’aide de technologies permettant d’examiner les modes d’expression génique
aberrantes qui se produisent au cours de la maladie. Notre travail consiste a étudier le role
des kinines et, en particulier, de son récepteur inductible Bl dans les effets déléteres

résultant de la combinaison du choc septique et du diabéte dans un modele animal de
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diabéte de type 1. Ainsi, I’animal devra manifester les principaux symptomes résultant de
la combinaison de ces deux pathologies, nous permettant de tester le potentiel
thérapeutique des antagonistes du récepteur B1 des kinines. Pour cela, nous avons utilisé¢ un
modele animal de diabéte de type 1; c'est a dire des rats traités a la streptozotocine
(ZANOSAR¥*) auxquels nous avons administré des lipopolysaccharides bactériens de type
E. coli. Ils ont ensuite été traités par un antagoniste non peptidique du RB1 (SSR240612).
Les effets de ces traitements ont été mesurés sur la température corporelle, la glycémie,
I’insulinémie, 1’cedéme, la perméabilité vasculaire ainsi que sur I’expression du RB1 dans
divers tissus périphériques. Les résultats nous ont permis de démontrer que 1’antagoniste du
RBI1 des kinines posséde un effet bénéfique dans la phase aigué et prolongée du choc
septique chez les diabétiques en exergant un effet anti-inflammatoire, antidiabétique et un

effet préventif sur la mortalité.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION




1.1 Le diabéte

Le diabéte sucré est une maladie métabolique caractérisée par la présence d’une
hyperglycémie en rapport avec un défaut de la sécrétion d’insuline et/ou de I’action de
I’insuline. L hyperglycémie chronique liée au diabéte est associée a d’importantes séquelles
a long terme d’ordre cardiovasculaire, rénale, oculaire et neurologique en rapport avec
I’équilibre glycémique et la durée du diabéte. L’insuline est I’un des agents anaboliques les
plus importants de 1I’organisme humain puisqu’elle favorise I’entrée du glucose sanguin
dans les tissus cibles (muscle squelettique, foie et adipocytes) (Saltiel & Kahn, 2001) en
augmentant la concentration des transporteurs GLUT4 a la surface des membranes
cellulaires (Furtado et al., 2002). Le terme diabéte recouvre en fait deux maladies
différentes: le diabete insulino-dépendant (type 1), qui survient le plus souvent avant 1’age
de 20 ans, représente 5 a 10% des cas de diabete dans le monde. Il est caractérisé par la
destruction spécifique des cellules B du pancréas menant a une suppression de la sécrétion
d’insuline (World Health Organisation Diabetes Unit). Le diabéte non insulino-dépendant
(type 2) qui représente plus de 90% des cas de diabete dans le monde (World Health
Organisation Diabetes Unit), avait la réputation de toucher des sujets agés de 50 ans et
plus. A I’heure actuelle, il touche un nombre croissant d’enfants et d’adolescents (Rapaport
et al., 2004). C’est le diabéte non insulino-dépendant qui pose un probléme de santé
publique. Sa prévalence augmente parallelement au vieillissement, a 1’urbanisation, a la
sédentarisation et au développement de 1’obésité dans les populations des pays
industrialisés. Cette maladie n’épargne pourtant pas les pays sous-développés ou le diabéte
non insulino-dépendant atteint parfois une prévalence de 20 a 30 %, en raison d’une

prédisposition génétique couplée a une modification rapide du mode de vie, urbanisation
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brutale, sédentarisation et alcoolisation des populations (Caroli et al., 2008) . Une révision
de I’ancienne classification a été réalisée en 2003 et tient compte de 1’étiologie de la
maladie diabétique plutét que de son mode thérapeutique (The Expert Commitees in

diagnosis and classification of diabetes mellitus, 2003).



1.1.1 Les types de diabete

La nouvelle classification distingue :

1.1.1.1 Diabéte de type 1

Le diabete insulino-dépendant représente 10 a 15% des cas de diabete. Il survient le plus
souvent chez un sujet non obese, avant I’age de 30 ans, mais peut survenir a tous les ages.
Il est caractérisé par une destruction spécifique des cellules (B) des ilots de Langerhans
aboutissant a une absence compléte de la sécrétion d’insuline (World Health Organisation
Diabetes Unit). Le role de I’auto-immunité dans la survenue du diabéte de type 1A est
certain. On retrouve souvent des anticorps anti-ilots de Langerhans, anticorps qui attaquent
les cellules du pancréas fabriquant I’insuline. La réaction auto-immune est déclenchée par
des facteurs environnementaux encore mal connus comme les produits toxiques et les
virus. D’ailleurs, le diabéte de type 1 (DT1) est souvent associ¢ a d’autres maladies auto-
immunes tels que la thyroidite de Hashimoto, maladie de Basedow, myxcedéme
idiopathique, maladie d’Addison, maladie de Biermer, vitiligo, maladie cceliaque, et bien
d’autres. Il existe une prédisposition génétique au diabete de type 1 liée a certains geénes du
systtme HLA situé sur le bras court du chromosome 6. L’histoire naturelle du diabéte de
type 1 peut se schématiser de la fagon suivante : chez des sujets prédisposés génétiquement,
les cellules béta du pancréas sont attaquées par des facteurs extérieurs lors de la phase pré-
diabétique. Cette phase peut durer plusieurs années. Les fonctions de sécrétion de I’insuline
s’alterent alors progressivement et discrétement et la tolérance au glucose s’affaiblit. Ces
anomalies sont probablement réversibles, du moins dans certains cas. Le diabéte de type 1
finit par se révéler soit subitement pour un patient traité d’urgence pour une acidocétose

diabétique (Dehan et al., 2008), soit progressivement par réduction, au dessous du seuil
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critique (20%), du nombre de cellules 8 Langerhansiennes fonctionnelles. L’ hyperglycémie
consécutive a un défaut d’insuline joue un réle aggravant: elle épuise les cellules B
restantes en entrainant une diminution de la sensibilité périphérique a I’action de 1’insuline.
On peut donc obtenir des rémissions sous ’effet de traitements immunosuppresseurs
(cyclosporine) au début du diabéte de type 1 ou a la suite d’une stricte normalisation
glycémique. Une prévention sera sans doute possible. A ’avenir, la mise en route d’un
traitement immunosuppresseur dés la phase pré-diabétique, lorsque le nombre de cellules 3
détruites est encore limité, rendra la prévention possible. La destruction des cellules  peut
ne pas étre d’origine auto-immune, il s’agit alors du diabéte idiopathique de type 1B

fortement en rapport avec une origine génétique.

1.1.1.2 Diabéte de type 2

Le diabéte non insulino-dépendant ou diabete de type 2 résulte de la conjonction de
plusieurs génes de susceptibilité, dont I’expression dépend de facteurs environnementaux
au premier rang desquelles on note la consommation excessive de graisses saturées, de
sucres simples et la sédentarité (Leahy, 2005). L’insulino-déficience responsable de
I’hyperglycémie du diabéte de type 2 est précédée par 10 ou 20 ans, d’hypersécrétion
insulinique (hyperinsulinisme) secondaire a une insulino-résistance des tissus périphériques
(Kahn, 2003; Leahy, 2005). L’anomalie métabolique fondamentale qui précede le diabéte
non insulino-dépendant est 1’insulino-résistance. L’insulino-résistance est secondaire a
I’excés de graisses au niveau des muscles et du tissu adipeux viscéral. Le tissu adipeux
viscéral libere une grande quantité d’acides gras libres. Le flux portal des acides gras libres
favorise la synthése hépatique des triglycérides et stimule la néoglucogenése hépatique. Au
niveau musculaire, il existe une véritable compétition entre les acides gras libres et le

glucose pour étre oxydé : les acides gras libres sont oxydés en priorité, entrainant une
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production accrue d’acetyl CoA qui inhibe en retour les enzymes de la glycolyse. L’énergie
musculaire est donc fournie en priorité par 1’oxydation des acides gras libres et le stock de
glycogéne musculaire reste intact, ce qui réprime en retour la glycogéne synthase. En
résumé, le stockage et 1’utilisation du glucose sont diminués au niveau musculaire alors
qu’au niveau hépatique, il y a une stimulation de la néoglucogenése. Tout ceci concourt a

augmenter la glycémie (Lewis et al., 2002) .

1.1.1.3 Diabéte de type 3

Il s’agit en fait de résultats de travaux associant le diabéte a la maladie d’Alzheimer qui
révelent la présence d’une forme d’insuline, de facteurs de croissance tels que “insulin
growth factor” I et II (IGFI et IGFII) et de plusieurs isoformes de protéines tau produits
dans le cerveau (Steen et al., 2005). A partir de modéles animaux et de I’analyse post-
mortem de tissu cérébral de personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer, les chercheurs
ont découvert que des taux réduits d’insuline et des protéines associées produites dans le
cerveau seraient liés a la maladie d’Alzheimer. Lorsque les niveaux de ces protéines sont
inférieurs a la normale, les neurones du systéme nerveux central qui sont localisés dans
I’hippocampe meurent. La diminution marquée de I’expression des génes codant pour
I’insuline, les facteurs de croissance et les récepteurs associés suggere que la maladie
d’Alzheimer pourrait étre de nature neuroendocrine (un désordre semblable, quoique
distinct, a celui du diabéte mellitus). C’est pourquoi les chercheurs proposent 1’appellation
de « diabete de type 3 » pour exprimer ce mécanisme pathogénique nouvellement identifié
de neurodégénération. On savait déja que les personnes qui souffrent de diabéte ont un
risque accru (Jusqu’a 65 % de plus) de développer la maladie d’Alzheimer. Toutefois, cette
nouvelle source d’insuline produite par le cerveau n’affecterait pas les niveaux de glucose

sanguin. Les chercheurs pensent qu’il faudrait concevoir des agents thérapeutiques capables
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d’influer spécifiquement sur I’action de cette insuline dans le cerveau. Les recherches se
poursuivent afin de renforcer le lien entre diabéte et la maladie d’Alzheimer (de la Monte &

Wands, 2005; Steen et al., 2005).



1.1.1.4 Diabete gestationnel

C’est un diabete réveélé ou diagnostiqué pendant la grossesse, il disparait dans la plupart des
cas apres I’accouchement. C’est un facteur de risque d’apparition du diabéte de type 2. En
effet, environ 40% des femmes avec un diabéte gestationnel peuvent étre atteintes de
diabete de type 2 a la vieillesse (Moore, 1997). Les besoins en insuline augmentent pendant
la grossesse et si la sécrétion durant cette phase est insuffisante, le diabéte apparait. Les
facteurs de risque de diabéte gestationnel sont: I’dge maternel (> 30 ans), le surpoids
maternel avant la grossesse (BMI > 25 kg/m?), la prise de poids excessive pendant la
grossesse, 1’origine ethnique (origine indienne, asiatique, chinoise, les races noires et
hispaniques), les antécédents familiaux de diabéte, les antécédents de diabéte gestationnel,
la macrosomie et les antécédents d’hypertension artérielle (Baraban et al., 2008). Il n’existe
pas de test diagnostique parfaitement validé pour le diabete gestationnel et le seul test qui
garde sa place a travers le monde dans cette situation pathologique est 1’hyperglycémie
provoquée orale (’'HGPO). Il n’existe pas de malformation foetale en rapport avec le
diabéte gestationnel vu que I’hyperglycémie se développe au 2°™ trimestre de la grossesse
et que ’organogenese est déja effectuée. Le principal risque est li¢ a 1’hyperinsulinisme
feetal avec pour conséquence une macrosomie feetale; cette derniére est définie par un poids
a la naissance supérieur a 4 kg avec risque d’hypoglycémie dans les premiers jours de vie,
car le pancréas du bébé a pris ’habitude de fabriquer beaucoup d’insuline pendant la
grossesse (Perichart et al., 2006). 1l lui faudra quelques jours pour perdre cette habitude. Le
traitement repose sur le régime diététique chez la mere : 1 500 a 2 000 kcal/j avec un apport
de 150 a 200 g de glucides. Cet apport doit étre fractionné en 3 repas et 3 collations. Les

aliments a trés fort index glycémique doivent étre supprimés tandis que les aliments a index

glycémique fort comme le pain ou la semoule doivent étre limités. L’auto-surveillance
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glycémique a I’aide d’un lecteur, avant et 2h apres le début de chaque repas, est conseillée
(Gunderson, 2004). L’objectif est d’obtenir une glycémie préprandiale < 0.90 g/l et une
glycémie postprandiale <1.20 g/. En cas d’échec ou d’insuffisance du traitement
diététique pour obtenir cet objectif, une insulinothérapie sera instituée, consistant en une
injection d’insuline ou parfois de mélanges contenant une insuline lente et une insuline

rapide afin d’éviter les injections multiples d’insuline.

1.1.1.5 Autres types de diabéte

Le diabéte de type Mody ““Maturity onset type diabetes of the Young” est un diabete
insulino-dépendant a transmission autosomique dominante en rapport avec une anomalie
primaire de la sécrétion d’insuline (Schwartz & Chadha, 2008). On compte a ce jour cinq
genes responsables, les MODY 1, 3, 4 et 5 qui correspondent a des mutations des génes
suivants HNF-4a “Hépatocyte Nuclear Factor -40”, HNF-1a, IPF-1“insulin promotor
factor -1” et HNF-1p. Le MODY?2 constitue une exception puisqu’il est dii a des mutations
des genes de la glucokinase, enzyme clé¢ dans le métabolisme qui conduit a
I’insulinosécretion en réponse au glucose (Byrne et al., 1996). Plus récemment, le facteur
de transcription NEURODI1/BETA2 “Neurogenic differentiation” 1 a été impliqué dans la
survenue d’un diabéte a transmission autosomique dominante. Les maladies infecticuses
tels que la grippe, les oreillons, les pneumonies, la tuberculose, quelques maladies
endocriniennes tels que 1’acromégalie, la maladie de Cushing, I’hyperthyroidie et les
pancréatites chroniques peuvent déclencher le diabete. Aussi, certaines médications telles
que la chimiothérapie anti cancéreuse, les pilules contraceptives, certains diurétiques, les
glucocorticoides et les médicaments anti épileptiques peuvent entrainer 1’apparition de ce

type de diabete.
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1.1.2 Diagnostic du diabéte

Le diagnostic de tous les types de diabéte est simple; il repose essentiellement sur la mesure
de la glycémie sanguine a jeun et sur I’hyperglycémie provoquée. Les nouveaux critéres
diagnostiques du diabete selon ’OMS sont basés sur 1’abaissement des valeurs de la
glycémie de 7,8 mmol/L a 7 mmol/L, et par la création d’une nouvelle catégorie
intermédiaire nommée ’hyperglycémie non diabétique a jeun. Cette dernicre est définie par
une glycémie a jeun entre 6,lmmol/L et 6,9 mmol/L. La méthode de I’hyperglycémie
provoquée (HGPO) consiste en la mesure de la glycémie veineuse 2 h apres 1’ingestion de
75g de glucose dissout dans 250 ml d’eau, a absorber en moins de 5 minutes. Les sujets
dont la glycémie 2h aprés une charge orale en glucose est > 11.1 mmol/L sont considérés
comme diabétiques. L’hyperglycémie provoquée par voie orale (HPO ou HGPO) est
aujourd’hui la méthode de référence pour les études épidémiologiques ou des campagnes de
dépistage pilote chez les sujets totalement asymptomatiques. La méthode de I’Hémoglobine
glycosylée ou glyquée (HbAlc) est le résultat de la réaction non enzymatique entre
I’hémoglobine et le glucose dans le sang; elle refléte 1’équilibre glycémique moyen de
chaque individu durant les 8 a 12 semaines précédentes. La simplicité technique par
rapport a ’HPO, I’absence de modification du mode alimentaire des jours précédents
contrairement a la glycémie a jeun sont des atouts sérieux en faveur de cette méthode. Les
seuils de glycémie a jeun sont définis par ’OMS et I’American Diabetes Association
comme suit: le seuil proposé de diabéte est > 6,9 mmol/L, le seuil d’intolérance au glucose

>5,8 mmol/L et le seuil de normalité est < 5,8 mmol/L (Glah, 2008).
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1.1.3 Complications du diabete

La principale complication du diabéte sucré est la rétinopathie diabétique; elle est la cause
majeure de troubles visuels et de cécité et elle est en étroite liaison avec les niveaux
circulants de caroténoides (Brazionis ef al., 2008). Le diabete sucré provoque des 1ésions au
niveau des capillaires de la rétine qui entrainent un effondrement de I’acuité visuelle au
bout de quelques années d’évolution. Des études cliniques conduisent a penser qu’aprés un
diabéte de 15 ans, environ 2 % des malades perdent la vue et environ 10 % sont affectés
d’un grave handicap visuel. Un dépistage précoce et une régulation métabolique adéquate
permettent de retarder 1’apparition et [’évolution de la rétinopathie diabétique.
L’insuffisance rénale est également liée a la gravité et a la longévit¢ du diabéte.
L’incidence de I’insuffisance rénale chronique s’établit a 11 % chez les patients atteints du
diabéte de type 2 et a 50 % chez ceux atteints du diabete de type 1 (Santé Canada 2002).
Une étude récente a montré un role possible des niveaux d’expression de I'“alpha-actinin-
4" dans la progression de la glomérulopathie et de la protéinurie dans la néphropathie
diabétique chez ’homme (Kimura et al., 2008). L’atteinte rénale peut étre ralentie par une
lutte continue contre I’hyperglycémie et I’hypertension et un traitement médical précoce
avec une surveillance rapprochée du mode nutritionnel. Les cardiopathies sont responsables
d’environ 50 % des déces chez les diabétiques dans les pays industrialisés surtout en
présence de facteurs de risque tels que le tabagisme, I’hypertension, I’hypercholestérolémie
et 'obésité. Ces pathologies peuvent étre retardées par un dépistage et une prise en charge
précoce afin de prévenir leur survenue chez les diabétiques. Les neuropathies diabétiques
atteignent environ 50 % des diabétiques a des degrés divers, liées a la durée et a la gravité

de I’hyperglycémie responsable de symptomes allant de la perte de la sensibilité a des
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Iésions des membres amenant a des amputations chirurgicales Elles sont également une

cause importante d’impuissance chez les hommes (Trief, 2005).

1.1.4 Traitements du diabéte

Le but de la thérapie antidiabétique est la stabilisation du taux de glucose sanguin a un taux
le plus proche de la normale et de prévenir I’apparition des complications secondaires a
cette pathologie. La thérapie traditionnelle consiste pour les diabétiques de type 1 a injecter
I’insuline et pour le type 2 a diminuer la résistance périphérique a ’insuline ainsi qu’a
augmenter sa production pancréatique. Le diabéte de type 2 est traité¢ au départ par des
mesures hygiéno-diététiques, incluant un régime alimentaire faible en gras saturé et en
sucres, associées a la mise en place d’un programme d’activités physiques adapté (Crandall
et al., 2008). L’étape suivante si nécessaire est un traitement par des antidiabétiques oraux
et une insulinothérapie pour maintenir une glycémie normale. Pour ce qui est du diabéte de
type 1, le traitement repose essentiellement sur 1’insulinothérapie vu la déficience de
production par le pancréas. Les schémas d’insulinothérapie actuellement proposés visent a
reproduire 1’insulino-sécrétion physiologique. Un nouveau traitement du diabéte est en
cours d’expérimentation et suscite beaucoup de controverses malgré des résultats
encourageants. Il s’agit de la greffe de cellules souches hématopoiétiques, d’ilots de
Langerhans et de pancréas seul ou avec une greffe rénale dans les cas de diabétes

compliqués (Ryan et al., 2002).
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1.2 Le choc septique

La septicémie est une réponse systémique a I’infection accompagnée d’un syndrome de
défaillance multi viscéral. Elle est le résultat d’interactions complexes entre cellules,
cytokines et cascades humorales, initiées aussi bien par des bactéries a gram positif, des
¢léments fungiques que par les endotoxines contenues dans les bactéries a gram négatif. Le
choc septique est accompagné d’une mortalité élevée a cause des dysfonctionnements
organiques qui en résultent et les conséquences sur les différents systémes, a savoir le
systéme cardiovasculaire avec hypovolémie et troubles de la vasomotricité, manifestes des
le début du choc septique et pouvant conduire a la défaillance cardiaque avec des
altérations myocardiques et des atteintes de la contractilité dont le TNFa, les IL1-2-6 sont
les responsables (Dougnac et al., 2007). Il y a aussi des modifications de la perméabilité
vasculaire aboutissant a une augmentation du flux liquidien et protéique du secteur
vasculaire au secteur interstitiel responsable du syndrome cedémateux. Une atteinte rénale
avec hypotension et des troubles de la microcirculation peuvent survenir. Une atteinte
métabolique avec perturbation de la consommation d’oxygene par les tissus et responsable
d’une acidose lactique, témoignant d’un métabolisme anaérobie, est souvent observée
(Pinsky et al., 1993). Concernant la fiévre, cette derniére n’est rien d’autre qu’un
déterminant de 1’¢élévation de la demande métabolique et elle est souvent accompagnée de
troubles de I’hémostase avec coagulation intra vasculaire disséminée. Enfin, une atteinte
du systéme nerveux central est souvent associée avec troubles de la conscience et confusion
voire encéphalopathie. Le traitement du choc septique est avant tout étiologique; il vise a
traiter 1’infection responsable par une antibiothérapie adaptée et efficace choisie en
fonction des résultats de 1’antibiogramme, du foyer infectieux suspecté, du terrain et en

fonction des facteurs de risques éventuels de résistance aux antibiotiques. Dans de rares
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cas, un traitement chirurgical est nécessaire a 1’éradication du foyer infectieux. Pour ce qui
est du traitement symptomatique, il faut favoriser le transport d’oxygeéne en assurant une
bonne ventilation, maintenir un taux d’hémoglobine supérieur a 10g/dl et corriger les
troubles métaboliques, surtout 1’acidose métabolique en essayant de maintenir un pH
supérieur a 7.2. On aura également recours au remplissage vasculaire pour corriger
I’hypotension secondaire au collapsus avec utilisation de catécholamines et de corticoides

(Popovic et al., 2008).
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1.2.1 Physiopathologie du choc septique

Le choc septique est la traduction clinique d’une réponse immunologique exacerbée face a
une agression de I’organisme par un agent pathogéne a travers une porte d’entrée dont les
principales sont pulmonaire, hépato digestive, urinaire, cathéter, cutanée et méningée; dans
certains cas aucune porte d’entrée n’est retrouvée (Muckart & Bhagwanjee, 1997). Les
germes en cause peuvent étre d’origine hospitaliére ou non avec le plus souvent une
résistance plus importante pour les germes nosocomiaux. Parmi les terrains qui fragilisent
la résistance de 1’organisme, on retrouve le diabéte sucré, 1’immunodépression, la
corticothérapie, la cirrhose hépatique, le néoplasme, la dénutrition, en plus des facteurs de
risques génétiques dont ’influence du polymorphisme génétique du promoteur de CD14
sur le développement et la mortalité du choc septique (Gibot et al., 2002). La présence
d’agents pathogeénes déclenche une réaction immédiate de 1’hote par la mise en jeu du
systtme immunitaire inné qui constitue le premier rempart a l’invasion des agents
pathogénes, exercant son action des les premicéres minutes de I’infection en stimulant,
entre autres, le systtme des monocytes macrophages dont la premiére mission est de
phagocyter et d’éliminer 1’agent infectieux et de coordonner la réaction inflammatoire par
la synthése de cytokines et d’autres médiateurs de I’inflammation. Si la réaction
inflammatoire reste circonscrite au foyer infectieux, la réaction de I’hdte sera bénéfique car
il y aura activation puis inhibition de la coagulation. C’est le cas lorsque 1’activation de la
coagulation est assez pour contenir dans les mailles du réseau de fibrine les bactéries, les
polynucléaires et les macrophages. A D’inverse si cette action est dépassée, il y a
généralisation des phénomenes inflammatoires avec atteinte tissulaire. L’atteinte
cardiovasculaire signe alors le choc septique. Le systéme immunitaire inné a également la

fonction d’initier la présentation des antigénes microbiens au systeme lymphoide, d’induire
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la prolifération des lymphocytes T et B puis de diriger des anticorps spécifiquement contre
I’agent pathogéne en cause tout au long de la vie de I’hote. C’est ce qu’on appelle
I’immunité adaptative et elle met quatre a cinq jours pour se développer et étre active
(Pulendran et al., 2001).

Les cytokines représentent les facteurs les plus virulents responsables des complications du
choc septique. Le “tumor necrosis factor alpha” (TNFa) semble étre responsable de la
fievre (Olivadoti & Opp, 2008), de I’hypotension, du syndrome de détresse respiratoire
aigu, des troubles de la coagulation et de la pancréatite aigué. Les interleukines dont I’TL-1
posseédent une action moins virulente que le TNFoa. Le “Granulocyte colony-stimulating
factor” (GCSF) et le systtme du complément sont responsables respectivement de la
production accrue de leucocytes et de leur activation (Morimoto et al., 1990). Le systéme
kallicreine-kinine est quant a lui responsable en partie de la vasodilatation et enfin les
radicaux libres dont le monoxyde d’azote (NO) constituent des vasodilatateurs puissants
responsables de la peroxydation des lipides, ces derniers représentent 1’étape ultime des
perversions biochimiques du choc septique (Lordal et al., 1997). L’activation de la voie
apoptotique se fait par ces mémes facteurs de I’inflammation et la mort par apoptose des
cellules lymphocytes et monocytes jouerait un roéle immunosuppresseur plutot défavorable
(Guillermo et al., 2008). Les cytokines, le TNFa et le NO semblent étre responsables
d’atteintes mitochondriales (Samavati et al., 2008), le NO semblant agir par compétition
avec I’oxygene. L hypoperfusion tissulaire est aussi responsable des anomalies d’extraction
d’oxygene. L’cedéme et la séquestration liquidienne dans certains secteurs font suite a
I’hypotension causée par une diminution du retour veineux. En effet, il a ét¢ démontré
qu’une ¢élévation des résistances vasculaires du systéme porte avait lieu au cours du choc
septique et entraine en amont une séquestration sanguine splanchnique avec une diminution

du retour veineux intéressant aussi d’autres secteurs (Nishikawa et al., 2008).
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A un stade avancé du choc septique, les cytokines semblent étre responsables de I’initiation
de la myocardiopathie; ainsi le TNFa, ’IL-1B et le NO agissent soit directement sur le
myofilament soit par la diminution de I’effet du calcium intracellulaire résultant de
I’activation de la guanylate-cyclase soluble, responsable de la production de GMP cyclique.
Ces médiateurs ayant une durée de vie bréve ne suffisent pas a eux seuls pour expliquer ce
dysfonctionnement (Nozaki et al., 1997). Il y a en effet une participation du phénomeéne
apoptotique avec mise en jeu des caspases (Aharinejad et al., 2008). Une dysfonction de la
chaine respiratoire mitochondriale participe aux formes graves de dysfonction
myocardique. La libération de la troponine dans le choc septique signe I’ischémie et son
importance est en rapport avec la sévérité de 1’insuffisance ventriculaire (Scott et al., 2008).
Le contexte de I’hypovolémie entraine une insuffisance rénale fonctionnelle aggravée par
une atteinte microcirculatoire liée a la précipitation de complexes, thrombine anti-
thrombine au niveau glomérulaire. L’atteinte du systéme nerveux peut étre directe par
action des toxines microbiennes (Kim, 2008) ou indirecte par hypo perfusion cérébrale
secondaire a I’hypovolémie. Les conséquences sur la coagulation au cours du choc septique
que ce soit par le biais des lipopolysaccharides microbiens ou par les médiateurs de
I’inflammation entrainent 1’activation du facteur tissulaire exprimé a la surface de
I’endothélium. Ce facteur peut se lier au facteur VII activé formant ainsi un complexe
facteur tissulaire-facteur VIla qui active a son tour la thrombinoformation. La thrombine
transforme le fibrinogeéne en fibrine qui avec les plaquettes et autres facteurs de la
coagulation constitue le thrombus. Ceci entraine une surconsommation de plaquettes, de
fibrinogéne et de facteurs anti coagulants comme la protéine C, la protéine S et
I’antithrombine III. Il s’en suit ainsi une extension du processus thrombotique aboutissant a
une coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD). Cette derni¢re est d’autant plus

renforcée par une diminution de la fibrinolyse physiologique par baisse de 1’activité de
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I’activateur tissulaire du plasminogene (tPA) qui constitue un mécanisme endogene de lutte

contre la formation de microthrombose (Igbal et al., 2002).

1.2.2 Signalisation cellulaire au cours du choc septique

Lors du passage de I’agent pathogéne dans 1’organisme de 1’héte, il y a activation de
nombreux signaux pour déclencher une réponse inflammatoire qui démarre au niveau de la
membrane des cellules immunitaires, tels les macrophages et les polynucléaires, et qui se
poursuit dans le cytoplasme pour atteindre le noyau et entrainer des modifications de
I’expression des génes codant pour les protéines de I'inflammation. Une signature
moléculaire se trouvant a la surface de chaque agent pathogéne est appelée “Pathogen
Associated Molecular Patterns” (PAMP), identifiée par les récepteurs situés a la surface des
cellules du systtme immunitaire. Ces récepteurs nommés “Toll Like Receptors” (TLR)
créent ainsi le complexe de la signalisation qui active le facteur NF-xB lequel déclenche la
production d’ARNm responsable de la synthése des protéines de I’inflammation
(Christman et al., 1998). Les bacilles a gram négatif ont comme PAMP, le
lipopolysaccharide, et pour récepteur spécifique, le TLR4. Les bacilles a gram positif ont
pour PAMP, le peptidoglycan, et pour récepteur spécifique, le TLR2. Récemment, une
¢quipe de Vancouver a découvert un antagoniste du TLR4 et tente de le développer pour le

proposer comme éventuel traitement du choc septique (Leon et al., 2008).
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1.3 Le diabéte et le choc septique

Par des mécanismes multiples dont le role respectif reste a ¢€lucider, le diabéte sucré
constitue indiscutablement un facteur de risque favorisant les infections sévéres, les
bactériémies et les déces par maladies infectieuses (Van Cromphaut et al., 2008). On
explique la susceptibilité du patient diabétique a développer des infections séveres par un
déficit des fonctions antimicrobiennes des polynucléaires neutrophiles et des macrophages
(Moutschen et al., 1992). La phagocytose et la microbicidie oxydative requiérent une
quantité¢ importante d’énergie dérivant essentiellement de la glycolyse anaérobique. Une
é¢tude marquante a démontré dans les polynucléaires neutrophiles du patient diabétique
qu’il existe une diminution de 50 % de la consommation de glucose et de la glycolyse
(Munroe & Shipp, 1965). Des travaux réalisés au Danemark démontrent [’interférence de
glycémies treés élevées avec la fonction microbicide des polynucléaires; en effet, des
chercheurs ont incubé des polynucléaires neutrophiles de sujets non diabétiques pendant
une heure en présence de glucose en concentrations croissantes et démontrent que la
génération de superoxyde en réponse a la “N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine” est
réduite de moiti¢ pour une glycémie de 25 mmol/L. La “N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine” joue un rdéle important dans le chimiotactisme et 1’activation des
leucocytes. Cet effet du glucose s’explique vraisemblablement par 1’inhibition de la
“glucose-6-phosphate deshydrogenase” dont ’activité est nécessaire a la production de
NADPH et donc d’especes réactives oxygénées dans le leucocyte (Perner et al., 2003).
Aussi, il faut rappeler le role des récepteurs aux AGE exprimés sur les leucocytes dans
I’inflammation et dans le choc septique. Des souris génétiquement déficientes en récepteurs
aux AGE consolident I’hypothése selon laquelle ’axe AGE/RAGE/NF-KB “Advanced

Glycation End products/receptor for Advanced Glycation End products/NF-KB” est
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important dans la genése de complications vasculaires et neuropathiques au cours du
diabéte en diminuant la production de NO, étape qui amplifie aussi les phénoménes

inflammatoires systémiques (Liliensiek et al., 2004).



21

1.4 La voie de I’insuline

1.4.1 L’insuline

L’insuline est une hormone synthétisée par les cellules B des ilots de Langerhans du
pancréas; elle agit sur la majorité des cellules de ’organisme a 1’exception des cellules
nerveuses. Elle exerce son effet en activant le récepteur de I’insuline entrainant ainsi une
cascade de signaux intracellulaires aboutissant a une augmentation de la captation du
glucose par le muscle squelettique et le tissu adipeux et a une inhibition de la production de
glucose par le foie. Elle stimule le stockage du glucose nouvellement entré dans les tissus
périphériques sous forme de glycogeéne et de triglycérides et favorise son oxydation via la
glycolyse. Elle favorise ¢galement la capture des acides gras et la synthése des triglycérides
(tissus adipeux), la capture des acides aminés et la synthése protéique (foie et muscle).
L’insuline posséde également des propriétés d’un facteur de croissance en stimulant la
différenciation et la croissance cellulaire (Vanhorebeek et al., 2005; Van Cromphaut ef al.,

2008).

1.4.2 Structure et production

L’insuline est une hormone constituée de 2 chaines polypeptidiques reliées entres elles par
2 ponts disulfures. Une chaine a de 21 acides aminés et une chaine  de 30 acides aminés.
Elle est produite par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas sous la forme d’une
pro-insuline constituée d’une seule chaine peptidique, clivée par une enzyme protéolytique
spécifique au cours d’une maturation dans des vésicules intra cytoplasmiques et sécrétée
dans I’espace extracellulaire en réponse a une élévation du taux de glucose dans le sang.

Dans les vésicules de sécrétion intra cytoplasmiques, les monomeéres d’insuline
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s’assemblent en diméres, puis en hexameéres. Les hexaméres complexent chacun 2 atomes
de zinc et s’empilent pour former une structure quasi-cristalline. Cette structure
hexamérique n’est qu’une structure inactive de transport de I’insuline. Par contre,
lorsqu’elle est sous forme de monomeére, I’insuline posséde un effet hypoglycémiant: elle
favorise le retour de la glycémie a la valeur basale physiologique. La masse moléculaire de

I’insuline est de 5807 daltons.

signicl
LEgUENCEe chain B

MH-ter

5 5

A A——yC-ter preproinsulin
chain A
chain C

’
proinsulin
chain B
insulin

Figure 1. Structure de I’insuline
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1.4.3 Les récepteurs de ’insuline

Le récepteur a I’insuline est un hétérodimeére composé de deux sous-unités o extra-
cellulaires et de deux sous-unités 3 transmembranaires reliées par des ponts disulfures. Le
récepteur est activé apres sa liaison a I’insuline permettant une activation de la tyrosine
kinase d’une des deux sous-unités 3 suivi d’une rapide autophosphorylation des résidus
tyrosines des sous-unités transmembranaires : Tyr 960 et 953 [région juxta membranaire],
Tyr 1146, 1150 et 1151[boucle régulatrice] et Tyr 1316 et 1322 [extrémité C-terminale]
(White & Yenush, 1998). Une mutation des résidus tyrosines inhibe la phosphorylation des
substrats du récepteur de ’insuline et entraine une absence de réponse biologique induite
par I’internalisation du récepteur. Le motif NPXpY960 est responsable de 1’internalisation
du récepteur (Smith et al., 1996), un processus requis pour I’inactivation du récepteur. Il a
ét¢ montré que le récepteur de I’insuline, une fois internalisé, maintient une activité
tyrosine kinase contenue dans le muscle squelettique des rats alors qu’il est inactivé dans
les compartiments intracellulaires des cellules adipeuses et hépatiques (Dombrowski et al.,
2000). La phosphorylation des résidus contenus dans la boucle régulatrice (Tyr 1146, 1150
et 1151) module I’ampleur de ’activité tyrosine kinase du récepteur (Wilden et al., 1992).
La mutation isolée ou associée de ces résidus entraine une diminution progressive de
Iactivité du récepteur envers ces substrats. A I’inverse, le réle de la phosphorylation des
résidus tyrosine de I’extrémité C-terminale (Tyr1316 et 1322) demeure peu connu

(Yamamoto-Honda et al., 1993).
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Figure 2. Structure du récepteur de I’insuline.

Tiré de White et al., 1997.
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1.4.4 Voies de signalisation intracellulaire de I’insuline

Le degré de sensibilité a I’insuline d’une personne se définit par la capacité¢ de 1’insuline a
favoriser 'utilisation du glucose par les tissus périphériques; cette action est réduite chez
les sujets obeses et diabétiques, elle peut étre due a un défaut au niveau des transporteurs de
glucose. Il est donc important de comprendre les mécanismes par lesquels 1’insuline stimule
ce processus dans le muscle et le tissu adipeux. L’insuline se lie aux sous-unités o
extracellulaires entrainant une autophosphorylation des sous-unités B transmembranaires
qui mene a une activation de 1’activité kinase intrinséque des sous-unités  envers IRS 1-2
“insulin receptor substrate 1-2”. Les protéines IRS, une fois phosphorylées sur tyrosine
servent de point d’ancrage pour la sous-unité régulatrice p85 de la phosphatidylinositol (PI)
3 kinase qui lorsque liée a I’IRS-1 ou I’IRS-2, active la sous-unité catalytique P110 (Figure
3). La production de PI (3, 4, 5) triphosphate par la PI3-kinase permet 1’activation de la “3'-
phosphoinositide-dependent protein kinase” (PDK-1/2) qui phosphoryle 1’Akt (Thr308 et
Ser473) et PKC —z/1(Thr410). Ces deux kinases ont été proposées comme médiateurs en
aval de la PI3-kinase responsable de la translocation de GLUT4 apres stimulation
insulinique. Aussi, la protéine AS160, ainsi nommée a cause de son poids moléculaire de
160 kDa et substrat de I'Akt, qui est phosphorylée dans les adipocytes 3T3-L1 stimulés par
l'insuline est importante pour le transport du glucose (Yuasa et al., 2009). La signalisation
induite par le récepteur de I’insuline est aussi responsable de 1’augmentation de la
phosphorylation de Cbl “Casitas b-lymphoma”sur tyrosine, un processus nécessitant la
présence de la protéine APS “adapter protein with a PH and SH2 domain”. Cbl est alors
recruté par le récepteur de I’insuline avec une seconde protéine adaptatrice CAP. Le
complexe CAP-Cbl se dissocie du récepteur de I’insuline et se déplace vers un domaine

membranaire enrichi en flotiline et cavéoline ou la flotiline forme un complexe ternaire
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avec CAP et Cbl. Il y a alors mobilisation de CrkIl et de C3G vers ce domaine

membranaire et I’activation de TC10, une petite protéine liant le GTP de la famille Rho. Il a
été suggéré que la protéine TC10 participe a la translocation du GLUT4 via des voies de
signalisation impliquant CIP4/2 “cdc42-interacting protein 4/2”et ou N-WASP “neural
wiskott-Aldrich syndrome protein”. La convergence de ces voies de signalisation serait
nécessaire a la translocation de GLUT4 a la surface cellulaire (Ishikura & Klip, 2008)
(Figure 3). Le signal se termine par la dégradation de I’hormone apres internalisation des
complexes insuline- récepteur dans les endosomes. Certains récepteurs sont recyclés a la
membrane tandis que d’autres sont dégradés (Capeau, 2005). La déphosphorylation des
résidus tyrosines du récepteur et des protéines IRS requiert des tyrosines phosphatases
PTPIB, cytosoliques et LAR “leucocyte Common antigene-related molecule”
membranaires qui ont été¢ impliqués dans ce processus notamment PTP1B, présente sur les
récepteurs intracellulaires en cours d’endocytose (Nieto-Vazquez et al, 2008). Une
augmentation de 1’activité PTPase dans les muscles des patients diabétiques a été observée
et participerait a la résistance de ces tissus a I’insuline. Des inhibiteurs de ces enzymes sont
de plus en plus disponibles et constituent des outils thérapeutiques prometteurs. Par
ailleurs, la stimulation du récepteur B2 des kinines induit la translocation du GLUT4 par
une voie indépendante de l’insuline et de la protéine Kinase C dans différents types

cellulaires, en particulier I’adipocyte (Kishi et al., 1998).
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P

Figure 3. Schéma représentant les ¢léments de signalisation intracellulaire activés
via le récepteur de I’insuline menant a la translocation de GLUT4 a la membrane
plasmique et au T-tubules des cellules musculaires [Saltiel et al., 2001].
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1.4.5 Les types de transporteurs de glucose

Le transport du glucose de I’extérieur de la cellule vers I’intérieur nécessite la présence de
transporteurs de glucose, les GLUT, situés a la surface de la cellule. On distingue deux
types; les transporteurs de glucose dépendant du sodium (SGLT) et les transporteurs de
glucose facilités (GLUT). Les GLUT sont regroupés en trois classes; la classe I regroupe
les isoformes de GLUT1 a GLUT4. La classe II inclut le transporteur de fructose GLUTS,
7, 9 et 11. Et enfin, la classe III regroupe quant a elle les GLUT 6, 8, 10, 12 et HMIT

(cotransporteur de proton /myoinositol) (Joost & Thorens, 2001).
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Figure 4. Schéma représentant la localisation des différents types de transporteurs de
glucose.

Tiré de http ://www.chusa.jussieu.fr/disc/bio_cell/PCEM1/Cours/04 JC-PF_ Metabolisme
2006-07.pdf.
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1.4.6 Pathologie de la voie de signalisation de I’insuline dans le diabéte

La phosphorylation des résidus sérine ou thréonine permet de mettre fin a I’activation
physiologique du récepteur a I’insuline. Son exacerbation en pathologie induit une
résistance a I’hormone; en effet plusieurs études se sont intéressées récemment a la
phosphorylation des résidus Ser/Thr des protéines IRS-1 et IRS-2 qui découplerait ces
protéines du récepteur pour arréter la transduction du signal de I’insuline (Le & Zick,
2001). La phosphorylation peut étre induite par plusieurs signaux tels que les acides gras
libres, le diacylglycérol, I’acyl-CoA et le glucose, les cytokines inflammatoires comme le
TNFa ou I’interleukine-1B (Draznin, 2006). On peut ajouter I’insuline, les enzymes telles
que la PKC , la kinase IKKp “inhibitor of nuclear factor kB”, la MAP kinase et surtout la
Jun Kinase (JNK); cette derniere semble particulierement intéressante. En effet, en
phosphorylant la sérine 307 de I’IRS-1 murin (sérine 312 chez I’homme), la JINK empéche
I’interaction du domaine PTB de I'IRS1-2 avec la tyrosine 960 phosphorylée du RI et
induit un état de résistance a I’insuline. Cette kinase est activée par 1’insuline elle-méme, ce
qui pourrait expliquer I’insulino-résistance associée aux ¢tats d’hyperinsulinémie (Lee et
al., 2003). D’autres mécanismes sont également impliqués dans la régulation négative du
signal de I’insuline: la déphosphorylation des phosphoinositides par des phosphatases
lipidiques comme PTEN “phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten” et
SHIP ““Src homology2-domain- containing inositol 5-phosphatase” qui renversent le signal
de la PI3 kinase. Certaines protéines sont capables de se lier au récepteur et de bloquer la
transmission du signal, comme les membres de la famille GRB7, 10 et 14. Cette derniére
utilisant la protéine ZIP “protein Kinase C ( interacting protein” et la PKC{ (pour le
rétrocontrole du RI) et les protéines de la famille SOCS “suppressor of cytokine signaling”

impliquées dans la régulation négative de la signalisation par les cytokines. La régulation
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de la quantité des protéines substrats IRS qui sont dégradées aprés ubiquitination va

controler la réponse a I’insuline.

1.5 Systéme Kallicréine-kinine (SKK)

Le SKK est un systeme peptidergique complexe comprenant des enzymes de synthese, les
kallicréines, leurs substrats, les kininogenes et les peptides vasoactifs, les kinines. Ces
dernicres sont libérées a la suite de 1ésions tissulaires a partir des kininogenes sous I’action
de la kallicréine plasmatique ou de la kallicréine tissulaire activée par des protéases
produites au sein de la 1ésion (Bhoola et al., 1992b). Des études récentes ont démontré que
I’activité des kallicréines tissulaires chez ’homme et 1’animal avait un réle protecteur vis-a-
vis les effets du diabéte et de 1’ischémie cardiaque (Pizzard et al., 2008). Ce systeme
pourrait jouer un role de neuromédiateurs dans certaines fonctions cérébrales notamment
dans le controle des informations nociceptives et de la pression artérielle (Cloutier &

Couture, 2000; Couture & Lindsey, 2000).

1.5.1 Biosynthése des Kkinines

Les kinines sont des peptides de 9 a 11 acides aminés, composés de la bradykinine (BK),
de la kallidine (KD;Lys-BK), de la T-kinine (lle-Ser-BK) et de leurs métabolites actifs
dépourvus de I’arginine en position carboxy-terminale (Gabra et al., 2003). Deux voies
biochimiques aboutissent a la production de la BK et de la KD; la voie sanguine et
tissulaire. La formation de BK fait suite a 1’activation du facteur de Hageman (facteur XII
de la coagulation) lorsque le sang entre en contact avec des surfaces possédant des charges
négatives telles que les composantes de la matrice cellulaire (collagéne) ou d’autres

particules chargées négativement (lipopolysaccharide). La pré-kallicréine plasmatique,



31

associée au kininogeéne de haut poids moléculaire (KHPM), est convertie par le facteur de
Hageman activé en kallicréine. Le traitement du KHPM par la kallicréine active libére la
BK. La kallicréine tissulaire est activée par des enzymes protéolytiques; elle assure le
clivage du kininogéne de bas poids moléculaire (KBPM) pour former la KD (Figure5). La
T-kinine est présente uniquement chez le rat. Les KHPM et KBPM proviennent d’un seul

geéne, le géne K, et résultent de la transcription de deux ARNm différents (Gabra et al.,

2003).
Kininogénes
KBPM Q DKHPM
Kallicréine Kallicréine
tissulaire ™= — = plasmatique
Aininase I (Kallidine;lysBK) Bradykinine —ninase Il
Kininase I:>l <t——Kininase I
desArgl2-kallidine desArg®-BK

Metabolites M;a;olites
Inactifs Inactifs

Figure 5. Schéma illustrant le systéme kallicreine-kinine.
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1.5.2 Les kinines et leurs récepteurs

Les kinines sont des peptides vasoactifs et des neuromédiateurs centraux impliqués dans le
controle cardiovasculaire, I’inflammation et la douleur. Elles exercent leurs effets via deux
types de récepteurs membranaires couplés aux protéines G; un récepteur B2 (RB2)
constitutif et un récepteur Bl (RB1) inductible en présence de cytokines pro-
inflammatoires, d’endotoxines ou apres 1ésion tissulaire. Le RB2 participe a la phase aigué
de 'inflammation alors que le RB1 trouve surtout son role dans la phase chronique de la
réponse inflammatoire ou il est I’acteur principal des pathologies a forte composante
immune comme le diabete ou le choc septique. Ceci justifie [’utilisation d’antagonistes de

ces récepteurs comme agents thérapeutiques (Couture et al., 2001; Gabra ef al., 2003).

Les récepteurs Bl et B2 des kinines ont ét¢ clonés et définis sur la base de critéres
pharmacologiques par 1’'usage d’agonistes peptidiques et non peptidiques (Regoli et al.,
2001). Ces récepteurs appartiennent a la grande famille des récepteurs couplés aux
protéines G (Gaq /11et Gai) a sept domaines transmembranaires. Le RB1 a pour agoniste
la desArg9-BK et la desArgl0-KD alors que le RB2 se trouve la cible préférentielle de la

BK, la KD et la T-kinine (Marceau & Bachvarov, 1998) (Figure 6).
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Figure 6. Représentation schématique des récepteurs des kinines et leurs agonistes

1.5.2.1 Le récepteur B1 des kinines

Le RBI1 des kinines est absent ou sous exprimé en situation physiologique normale; il est

induit et surexprimé a la suite de 1ésions tissulaires ou apres I’exposition a des endotoxines
bactériennes ou a des cytokines tels que IL-1B et TNFa. Cette induction est controlée par

la MAP-Kinase, le facteur de transcription NF-«kB et la protéine kinase p38 activée par le
stress (Larrivee et al., 1998; Ganju et al., 2001). Des études in vivo suggerent que
I’activation du RB2 peut également induire 1’expression du RB1 probablement par la
production autocrine de cytokines et/ou sa désensibilisation par séquestration (Couture et
al., 2001). L’activation du RB2 peut également activer directement le NF- xB qui a son
tour induit I’expression du RB1 (Phagoo et al., 1999). Le RB1 joue un réle dans la phase

chronique de I’inflammation et de la douleur. Son activation chronique peut probablement
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étre amplifiée par I’accumulation de la des-Arg’-BK au site de ’inflammation (Couture et

al., 2001).

1.5.2.1.1 Réles du récepteur B1 des kinines

1.5.2.1.1.1 Dans le diabéte sucré

Le diabéte de type 1 implique la présence d’une hyperglycémie persistante avec
surproduction des cytokines pro-inflammatoires et d’espéces réactives oxygénées. Le stress
oxydatif qui en résulte active le facteur NF-xB, (Yerneni ef al., 1999), lequel est impliqué
dans I’induction du RB1 (Moreau et al., 2007). Le RB1 des kinines est induit et surexprimé
dans plusieurs organes chez le rat diabétique ayant recu la STZ (Mage et al., 2002; Ongali
et al., 2004; Campos et al., 2005). La STZ est un antibiotique toxique pour les cellules 3
pancréatiques a 1’origine d’un état inflammatoire chronique marqué par la libération de
cytokines pro-inflammatoires. Celles-ci activent également le facteur NF-kB qui est une
voie d’induction du RB1. Le mod¢le induit par la STZ est le plus utilisé pour étudier le role

du RB1 dans le diabéte de typel (Zuccollo et al., 1996).

1.5.2.1.1.2 Dans la douleur inflammatoire

Des données expérimentales suggerent que le RB1 des kinines est impliqué dans le controle
de la douleur inflammatoire. Des études en immunohistochimie ou par autoradiographie ont
montré une expression basale du RB1 dans les ganglions sensoriels et dans les
terminaisons nerveuses centrales et périphériques des neurones sensoriels (fibres Ad et C)
chez le rat de méme que dans la corne dorsale chez I’homme (Couture et al,
2001;Yamaguchi-Sase et al., 2003; Ongali et al., 2004; Werner et al., 2007). Pesquero et

al. (2000) ont montré une réduction du phénomeéne de sensibilisation aux stimuli
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nociceptifs chez la souris knock-out B1, avec une perte de la sensibilit¢ aux stimuli
chimiques et thermiques. Le role du RB1 dans le contrdle normal des informations
douloureuses chez I’animal sain, reste incertain. En effet, les agonistes de ce récepteur
n’ont pas d’effet sur la nociception chez des rats normaux ou dans des modeles
d’inflammation aigué€ (Calixto et al., 2000). Les antagonistes pharmacologiques du RB1
causent une analgésie uniquement dans des modéles animaux d’hyperalgésie mécanique et
thermique persistante, d’origine inflammatoire, ou dans la douleur viscérale soutenue. Ces
résultats peuvent étre expliqués par I’induction du RBI1 sur des cellules autres que les
neurones sensoriels (macrophages, fibroblastes ou les cellules endothéliales) ou ils peuvent
étre responsables de la libération de médiateurs (PG, cytokines et NO) qui sensibilisent et

activent les nocicepteurs (Couture et al., 2001).

1.5.2.1.1.3 Dans I’cedéme et la perméabilité vasculaire

L’induction du RBI1 par les cytokines et les LPS a été étudiée dans I’cedéme (deBlois &
Horlick, 2001; Seguin ef al., 2008). Cette réponse inflammatoire relayée par le RB1 est li¢e
a la libération de la substance P (SP) et de “calcitonin gene-related peptide” (CGRP) a
partir de fibres sensorielles de type C, a la production de sérotonine et de prostaglandines
(Le Bars & Adam, 2002). Le RB1 semble aussi impliqué dans le développement des
réponses inflammatoires locales dans des modeles d’arthrite aigué et chronique chez le rat
(cedéme de la patte, cedéme articulaire) (Bhoola et al., 1992 a), dans les phénoménes
inflammatoires de la rétinopathie diabétique (Abdouh et al., 2008) et dans certains aspects
des manifestations inflammatoires intestinales (Stadnicki et al., 2005a; Stadnicki et al.,
2005b). Son inhibition par des antagonistes sélectifs parait prometteur dans le traitement de

I’cedéme lors de I’inflammation (Colman et al., 1998).
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La libération de substances pro-inflammatoires tels que la SP et le CGRP par la BK
amplifie les phénomenes inflammatoires et entraine une extravasation plasmatique. La SP
produit également une vasodilatation via la libération de NO par les cellules endothéliales
ce qui augmente le flux sanguin. Les travaux de (Seguin et al., 2008) montrent plutot un
role protecteur du récepteur B1, en effet il a été¢ observé une mortalité post LPS plus €levée
chez les souris “knock-out B1” vs “wild type”. Ce role protecteur du B1 dans cette dernicre
étude n’a pas été €élucidé et n’est pas nécessairement lié a I’cedéme ou a une augmentation

de la perméabilité vasculaire.

1.5.2.2 Le récepteur B2 des kinines

1.5.2.2.1 Distribution

Le RB2 est distribué de fagcon ubiquitaire, présent sur les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules épithéliales et mésangiales, certains

neurones, les astrocytes et les polynucléaires neutrophiles (Bhoola et al., 1992).

1.5.2.2.2 Fonctions

Le RB2 est impliqué dans la vasomotricité, surtout la vasodilatation via le NO; il est aussi
impliqué dans I’augmentation de la perméabilité vasculaire, I’cedéme et la douleur (Couture
et al., 2001). Le RB2 aurait des propriétés antifibrosantes via la bradykinine a I’inverse du
RB1 (Wollert & Drexler, 1997) et un rdle anti-hypertrophique (Tsuchida ef al., 1999). La
stimulation du RB2 induit 1’activation des récepteurs nociceptifs polymodaux et
I’hyperalgésie par la production de DAG et I’activation de la PKC (Dray, 1997). Pour une

revue plus exhaustive, le lecteur est référé a la revue de Couture & Girolami (2004).
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1.5.3 Signalisation cellulaire des récepteurs des kinines

Les récepteurs des kinines sont couplés au GPCR et sont connus pour activer la protéine
Gag. Celle-ci est couplée a 1’activation de la phospholipase C qui induit la scission du
phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2) et produit la diacylglycérol (DAG) et 1’inositol-
triphosphate (IP3). Ces seconds messagers induisent une augmentation de la concentration
de calcium intracellulaire via 1’activation des canaux IP3R situés sur le réticulum
sarcoplasmique. En outre, de récents travaux suggérent que le B2R pourrait emprunter des

voies de signalisation indépendantes des protéines G (Figure7).

Kininogénes
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Figure 7.Voies de transduction du signal associ¢e a I’activation des récepteurs B1 et B2

(Bascands et al., 2003).
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1.5.4 Pharmacologie et biochimie des Kinines

Le développement des analogues des kinines s’est fait a partir du nanopeptide BK présenté

ci-dessous.

H-Arg'-Pro2-Pro’-Gly*-Phe’-Ser®-Pro’-Phe®-Arg’-OH
C’est grace aux travaux de Regoli et al., 1977 qu’on doit la nomenclature et ’analyse des
récepteurs de la BK. Les auteurs ont proposé la nomenclature des récepteurs Bl et B2 qui
demeure celle en vigueur (Regoli et al., 1978). Depuis, un grand nombre d’agonistes et

d’antagonistes B1 et B2 ont été synthétisés et leur profil pharmacologique a été évalué.

1.5.4.1 Les agonistes du récepteur Bl

Les deux agonistes naturels pour le récepteur B1, le des-Arg'® —KD et le des-Arg” —BK ont
été évalué sur plusieurs systémes contractiles (veines jugulaire de lapin, veine portale du
rat) ou relaxant (artére rénale du chien dépourvue d’endothélium). L’ensemble des données
obtenues avec ces études révéle que Iactivité du des-Arg'® —KD est plus forte que celle du
des-Arg’ -BK chez I’homme, le lapin et le cochon (Regoli ef al., 2001). La différence
d’affinité entre le des-Arg'® —KD et le des-Arg’ —BK peut s’expliquer par une co-évolution
du gene codant pour le récepteur Bl et du geéne codant pour le kininogéne afin de garder
une fonction physiologique optimale suivant ’activation du récepteur Bl (Marceau et
al.,1998; Regoli et al., 2001). Cette théorie est soutenue par le fait que dans le kininogene
du rat et de la souris, la séquence de la BK est précédée par une Arginine (Furuto-Kato et
al., 1985; Hess et al., 1996) alors que le kininogéne humain contient la séquence pour la
Lys-BK (Miiller-Esterl.,1992). A partir de la structure de la Lys-des-Arg’ —BK, des
modifications ont été apportées pour améliorer sa résistance au métabolisme. L’agoniste B1

synthétique, le Sar-[D-Phe®]-des-Arg” —BK a une forte affinité et sélectivité pour le
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récepteur Bl (Drapeau ef al., 1991; 1993); il est 7 fois plus puissant que le des-Arg’ ~BK

mais 11 fois moins puissant que le Lys-des-Arg’ —BK (Lévesque et al.,1995). 1l a été
bénéfique pour démontrer la présence du récepteur B1 sur les cellules endothéliales du
cerveau humain (Prat et al, 2000) et pour montrer son implication dans 1’effet
cardiovasculaire produit par 1’injection i.c.v. de kinines chez le SHR "spontaneously
hypertensive rat" et le WKY "Wistar-Kyoto" (Emanueli et al., 1999). Cet agoniste s’aveére

donc un bon outil pour démontrer la présence fonctionnelle du récepteur B1.
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1.5.4.2 Les antagonistes du récepteur B1

Le premier antagoniste B1, le [Leu®]-des-Arg’-BK a été mis au point par I’équipe de
Regoli (1997). L’ajout de 1’acide aminé Lysine en N-terminal de cet antagoniste augmente
par un facteur de 10 son affinité pour le récepteur B1 (Drouin ef al., 1979). Le Lys-[Leu®]-
des-Arg’-BK et le [Leu®]-des-Arg’-BK ont été les deux antagonistes Bl les plus utilisés et
ont permis de suggérer la contribution du récepteur Bl dans plusieurs maladies
expérimentales telles que 1’hypertension artérielle, le diabéte de typel, la septicémie et
I’inflammation (Marceau et al.,1998). Ces antagonistes posseédent quelques limitations a
cause de I’activité agoniste résiduelle chez certaines espéces en plus d’étre métabolisés
rapidement.

L’antagoniste B1, AcLys [D-BNal’ Ile*]des-Arg’-BK(R715) a été développé par I’équipe de
Regoli (Gobeil et al.,1996). Cet antagoniste n’a montré aucun effet agoniste partiel et il est
un antagoniste de type compétitif chez ’homme, le lapin et la souris (Regoli et al., 1998).
L’antagoniste non peptidique, le SSR240612, a ¢été développé par la compagnie
pharmaceutique Sanofi-Aventis; il est actif par voie orale (Gougat et al., 2004). 1l est
efficace dans plusieurs modéles de douleur et d’inflammation in vivo. Son administration
par voie intrapéritonéale (0,3-1 mg/kg) réduit de fagon dose-dépendante 1I’cedéme causée
par la des-Arg’-BK chez des souris traitées par ’interleukine 1B. Son administration par
voie orale diminue I’cedéme de la patte chez les souris traitées avec I'IL1p, la des-Arg’-BK
ou la capsaicine. L’efficacité de I’administration par voie orale du SSR240612 a aussi été
démontrée dans des modéles de pleurésie induite par la caragénine et de douleur
neuropathique chez la souris (Campos et al., 2004).

Un autre antagoniste non peptidique, LF220542, au profil compétitif pour le B1 s’est avéré
efficace dans le traitement de la douleur neuropathique et inflammatoire (Porreca et al.,

2006). D’autres études ont montré 1’efficacité d’antagonistes du RB1 développés a partir de
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plantes naturelles, la Mendevilla Vellutina, laquelle posséde un role anti oedématogénique
chez les rats prétraités par le des-Arg’-BK (Calixto et al., 1998). Des antagonistes B1 non
peptidiques ont été¢ développés a partir du composé Alkylamino-5-sulfamoylbenzamide,

lesquels seraient actifs sur la douleur inflammatoire (Ritchie et al., 2004).

1.5.4.3 Les agonistes du récepteur B2

La BK demeure 1’agoniste le plus utilisé. Il existe d’autres agonistes synthétiques pour le
récepteur B2, le [Tyr(Me)*]-BK et le [Hyp’,Tyr(Me)*]-BK, lesquels sont des agonistes B2
plus actifs que la BK (Barabé et al, 1997) mais qui sont peu utilisés du fait qu’ils ne sont
pas commercialement disponibles. La BK a soulevé un intérét clinique du fait qu’elle
augmente la perméabilité de la barriere hématoencéphalique et permet a des agents
anticancéreux de mieux pénétrer dans le cerveau. Le Cereport” formellement appelé
(RMP-7) a été¢ développé comme agoniste du RB2 avec une plus grande résistance au
métabolisme que la BK (Straub ef al., 1994). Cet agoniste est efficace pour augmenter la
concentration d’agents chémothérapeutiques a I’intérieur de tumeurs cérébrales (Emerich et
al., 2001). L’agoniste non peptidique FR 190997 (Aramori et al, 1997) semble se
comporter plutdt comme un antagoniste B2 chez 1’humain et le cochon (Regoli ef al,

2001).

1.5.4.4 Les antagonistes du récepteur B2

On distingue 3 générations d’antagonistes B2.

La premicre génération décrite par le groupe de Vavrek et Stewart (1985), toujours a partir
de la structure de la BK avec des remplacements de la Proline en position 7 par un acide
aminé D-aromatique, la D-phénylalanine (D-Phe), a produit un premier antagoniste B2, le

[D-Phe’]-BK. Les composés de cette génération se sont révélés limités en raison de leur
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activité agoniste partielle sur certaines préparations tissulaires, de leur activité antagoniste
relativement faible et de leur pauvre sélectivité pour le récepteur B2 (Regoli et al., 1993).

La deuxiéme génération est marquée par le HOE140 (D-Arg-[Hyp’, Thi’,D-Tic’,0ic*]-BK)
mis au point par la compagnie Hoechst (Hock et al, 1991); cet antagoniste se caractérise
par une forte affinité et sélectivité pour le récepteur B2. Cependant, le HOE 140 est un
peptide relativement large et ne posséde pas les propriétés pharmacocinétiques favorables
pour une application thérapeutique chez ’homme. C’est dans cette optique que la troisiéme
génération d’antagonistes du récepteur B2 a été lancée en synthétisant des molécules non
peptidiques destinées a 1I’administration orale. Le premier prototype, le WIN 64338, a été
synthétisé par la compagnie pharmaceutique Sterling Winthrop (Salvino et al., 1993). Ce
dernier s’est avéré presque inactif chez I’homme (Regoli ef al., 1998). Peu de temps apres,
le FR 173657 a été proposé par la compagnie pharmaceutique Fujisawa (Asano et al., 1997)
et représente le premier antagoniste B2 actif oralement. C’est a partir de sa structure que la
compagnie pharmaceutique Fournier a élaboré d’autres antagonistes non peptidiques dont
le LF 16.0687 qui semble prometteur d’aprés les résultats obtenus in vivo dans divers

modé¢les animaux de traumatismes craniens (Shultz et al., 2000; Plesnila et al., 2001).
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1.6 La problématique de I’étude

1.6.1 Problématique et objectifs

L’Organisation Mondiale de la Santé rapporte plus de 180 millions de diabétiques dans le
monde et prévoit que ce nombre doublera avant 2030 (Rathmann & Giani, 2004). On
estime qu’a chaque 10 secondes, deux personnes développent le diabéte dans le monde et
qu’une personne meurt des suites des complications diabétiques. De plus, le diabéte sucré
constitue indiscutablement un facteur favorisant les infections sévéres, les bactériémies et
les décés par maladies infectieuses. Le déces par choc septique a la suite d’une infection
sévere au cours du diabéte est une situation malheureusement assez fréquente dans les
unités de soins intensifs, situation difficile a gérer en plus des colits générés par les
¢tablissements de santé. En effet, le colit moyen annuel des soins administrés aux patients
atteints de choc septique est estimé a environ $16.7 milliards (Hodgin & Moss, 2008). Une
meilleure compréhension des étiologies et des mécanismes impliqués dans le
développement du diabéte et de ses complications pourrait nous permettre de développer
une approche thérapeutique plus adaptée et efficace. C’est pour cette raison que la
recherche dans ce domaine doit continuer et constituer une priorité. A I’heure actuelle,
beaucoup de parametres, entre autres éthiques, nous limitent dans 1’expérimentation sur les
sujets humains ce qui justifie 1’utilisation de modé¢les animaux. Fort heureusement, un
modele de diabéte de type 1 a notre portée représente les aspects recherchés de I’association
pathologique a étudier. Ce modéele a été ¢laboré sur la base de la physiopathologie du
diabéte de type 1; c’est a dire basé sur I’insulinopénie ou 1’absence de production d’insuline
par le pancréas apres injection de streptozotocine. Ce dernier est un agent de chimiothérapie

de type alcalin extrait de Streptomyces Acromogenes et qui est sélectivement toxique pour
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les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas (Like & Rossini, 1976). Le deuxiéme
aspect de la maladie développé dans notre modele est le choc septique par I’injection de
lipopolysaccharides bactériens a une dose suffisante pour induire tous les signes relatifs
d’un syndrome inflammatoire systémique. Ainsi, ce modele refléte bien les conditions
observées dans la population humaine ou le choc septique se développe au cours de
I’évolution naturelle d’un diabéte compliqué d’une infection microbienne et qui présente

les 1ésions secondaires a cette association pathologique.

1.6.2 Hypothese

Ce projet étudie d’abord le RB1 des kinines puisqu’il est induit et surexprimé pendant le
diabete et le choc septique. En effet, il a été montré que le LPS augmente 1’expression du
RBI dans plusieurs tissus ainsi que la température corporelle. De plus, I’hyperglycémie
mene & un stress oxydatif résultant de la production d’especes réactives oxygénées qui
activent le NF«kB, lequel induit I’expression du RB1. Une relation a donc pu étre établie
entre I’induction de ce récepteur et les différentes atteintes organiques. Notre hypothése de
travail est que le RB1 puisse contribuer a 1’exacerbation du choc septique pendant le
diabete, et en particulier dans la phase chronique. Ce récepteur peut donc s’avérer une cible
thérapeutique potentielle dans le traitement de la co-morbidité associée a ces deux
maladies. Notre travail vise a étudier I’expression et la fonction du RB1 dans un mode¢le de
rat diabétique traité au LPS. Un antagoniste non peptidique de ce récepteur sera administré
pour étudier la participation du RB1 dans les complications associées au choc septique dans

le diabéte.
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CHAPITRE 2 - MATERIELS ET METHODES
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2.1 Protocoles

Notre étude a été approuvée par le comité de déontologie de I’expérimentation sur les
animaux de I’Université de Montréal. Nous avons utilis¢ des rats males Sprague-Dawley
(Charles River Laboratories, St Constant, Qc, Canada) pesant 225-250 g, hébergés deux par
cage dans les conditions requises de température (23°C) et d humidité (50%), et soumis a
un cycle de 12h lumiére/noirceur pendant une semaine, avec régime alimentaire normal
(Charles River Rodent n° 5075). Les rats ont été divisés en sept groupes de 8 rats : groupe 1
(témoins), groupe 2 (STZ), groupe 3 (LPS), groupe 4 (STZ+LPS), groupe 5
(STZ+SSR240612), groupe 6 (LPS+SSR240612), groupe 7 (STZ+LPS+SSR240612). Le
LPS (2mg/kg, i.v.) a été administré aux groupes 3, 4, 6 et 7, quatre jours apres I’induction
du diabéte avec la STZ (65mg/kg, i.p.) ou I’injection du véhicule. SSR240612 (10 mg/kg) a
été administré par gavage immédiatement aprés le LPS et 12 h plus tard. L’effet de
I’antagoniste RB1 sur la température rectale a été mesuré a toutes les heures pendant 24h
avec un thermometre digital. Les deux traitements avec I’antagoniste RB1 (10 mg/kg) ont
eu lieu 24h et 12h avant le sacrifice qui a été pratiqué chez le rat aprés 8h de jeun. Ainsi,
24h apres traitement au LPS et/ou 4 jours aprés STZ ou le véhicule, les rats ont été sacrifiés
par section des carotides sous anesthésie a I'isoflurane. Le sang et plusieurs organes (cceur,
rein, foie, poumon, aorte) ont été prélevés afin de mesurer les taux plasmatiques d’insuline,
I’;edéme, 1’exsudation plasmatique (extraction du bleu d'Evans) et 1’expression des
récepteurs Bl et B2 des kinines par RT-PCR en temps réel (cceur et cortex rénal). La
glycémie a ét¢ mesurée juste avant le sacrifice a partir d’une goutte de sang obtenue par

piqure de la queue.
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2.2 Mesure de la température corporelle

La température de référence est celle qui régne au centre de 1'organisme, un endroit ou il est
difficile d'accéder. La mesure de la température corporelle doit concilier la facilit¢ de la
prise de température avec la nécessité de s'approcher au mieux des conditions internes. La
mesure de la température interne des rats traités a été réalisée a 1'aide d'un thermometre a
affichage digital classique thermosouple (l'embout est souple donc moins de risque pour
les rats gigoteurs) bien désinfecté, enduit de vaseline a I'embout et introduit dans 1'anus a
une distance de 2 cm en raison de la morphologie des rats males adultes. Dans les

conditions normales, la température des rats est de 37 °C (Byeong et al., 2005).

2.3 Mesure de la glycémie

La mesure de la glycémie a été réalisée chez les rats a jeun selon les recommandations de
|"organisation mondiale de la santé pour le dépistage et le diagnostic du diabéte (Genuth et
al., 2003) en utilisant un glucometre avec piqueur et languettes d analyse (ACCU-CHEK,
Roche). Le prélevement sanguin se fait avec une légere piqlire au moyen d'une aiguille
stérile au niveau de I'extrémité distale de la queue du rat afin d obtenir une goutte de sang
qui sera apposée sur la bandelette qui effectue le dosage apres son introduction dans le

lecteur automatique.

2.4 Le dosage de I'insuline

La mesure de l'insuline libre plasmatique a été faite grice a une trousse commerciale

d’essai radioimmunologique utilisant des anticorps polyclonaux reconnaissant les
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proinsulines sur les échantillons de sang de rats mis a jeun la veille du sacrifice (Linco

Research, St Charles, Missouri, USA).

2.5 Mesure de I'cedéme

L cedéme est une accumulation anormale de liquide dans les tissus du corps. Nous 1'avons
mesuré par la technique suivante : soustraction du poids sec des organes a étudier du poids
humide mesuré au moment du prélévement aprés sacrifice. Les valeurs obtenues reflétent la

quantité d"eau (en gramme) retenue dans les tissus.

2.6 Mesure de la perméabilité vasculaire

L’augmentation de la perméabilité vasculaire a été mesurée par la quantification du
colorant bleu d'Evans (Sigma-Aldrich, CANADA) li¢ a I'albumine dans les différents tissus
cibles (ceeur, rein, aorte, foie, poumon). L’injection du bleu d’Evans a raison de 35 mg/kg
par voie intra veineuse a été effectuée 20 minutes avant le sacrifice. Les organes a étudier
ont été prélevés et mis dans la formamide (tubes de 8ml) pendant 48h a 60 °C. La lecture de

la densité optique des échantillons a été réalisée avec un spectrophotométre a 620 nm.

2.7 PCR quantitatif en temps réel

L’expression du RB1 dans le cceur et dans le rein a été mesurée par la méthode quantitative
de la réaction en chaine par polymérase en temps réel (Q-PCR). C’est une technique basée
sur une réaction enzymatique; la polymérase II, qui consiste a amplifier I'ADN de maniére
quantitative au moyen d'un chromophore (Friedberg, 2006). En effet, a chaque cycle

d'amplification, la quantité d'ADN total ou d'amplicon (un fragment d*ADN amplifié¢ par
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PCR) est mesurée grace a une sonde fluorescente, le SYBER Green (QIAGEN, Valencia,

CA, USA). L obtention de la cinétique compléte de la réaction de polymérisation permet
d’obtenir une quantification absolue de la quantité initiale d'ADN cible, chose qui était
difficile a réaliser en PCR ou la quantité¢ d'ADN n'est mesurée qu'a la fin de la réaction. Le
SYBER Green est un agent intercalant qui ne se lie qu'a I'’ADN double brin et émet une
fluorescence. La Q-PCR utilise donc ce fluorophore pour mesurer la quantité d'ADN
double brin produite au cours de la réaction. Grace a sa trés grande stabilité, il permet
d exécuter un grand nombre de cycles sans dégradation de la fluorescence émise. De plus,
puisque plusieurs molécules de SYBER Green peuvent se lier a I'ADN, la fluorescence
émise sera d autant plus intense que 1'amplicon est grand.

Briévement, les rats sont décapités, les tissus d’intéréts prélevés et déposés dans une
solution de stabilisation de I’ARN (RNAlater stabilization reagent). L’ARN total est
ensuite extrait tel que décrit par le manufacturier. L’ADN complémentaire est synthétisé a
partir de 400 ng d’ARN total au moyen d’amorces dégénérées, fourni dans le QuantiTect
Rev Transcription Kit (QIAGEN). Le PCR quantitatif est réalis¢é au moyen de la sonde
SYBER Green tel que décrit par Aoki et al. (2002). Le signal fluorescent (515 nm) est
détecté a I’aide des capteurs du Mx3000p et le PCR se fait a 1’aide de 300 nM des

différentes amorces. Celles-ci ont été élaborées avec Vector NTI :

Sequences Position Gen Bank
18s Forward 5" TCA ACT TTC GAT GGT AGT CGC CGT 3'| 363 - 386 X01117
18s Reverse 5' TCC TTG GAT GTG GTA GCC GTT TCT 3'| 470 - 447

B1 receptor Forward |5 GCA GCG CTT AAC CAT AGC GGA AAT 3l 367
B1 receptor Reverse |5 CCA GTT GAA ACG GTT CCC GAT GTT 3'] 478

391

aeq |NM_030851

Les conditions du PCR sont les suivantes : 95°C pour 15 min, suivi de 46 cycles a 94 °C
pour 15 sec, 60 °C pour 30 sec et 72 °C pour 30 sec. Le Ct (cycle threshold ou seuil)

représente le cycle auquel le signal fluorescent devient significativement supérieure au bruit
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de fond. La quantification relative de I’expression des geénes est analysée au moyen de la

méthode du 24", A titre de controle interne, le 18s est amplifié¢ simultanément.

2.8 La mortalité

Nous avons évalué les effets de 1'antagoniste du RB1 dans I'association pathologique
étudiée, par 1'observation du taux de mortalité dans les différents groupes de rats aprés une
semaine de traitement quotidien au SSR240612 (10 mg/kg), par gavage en prise unique
matinale a la méme heure. Ces groupes de rats n’ont subi aucune chirurgie et n'ont été
utilisés que pour déterminer leur taux de survie apres une semaine de traitement avec ou

sans antagoniste du RB1.

2.9 Mise en place des canulations

La canulation de la veine fémorale est effectuée sur tous les animaux sous anesthésie a
I’isoflurane. Ils sont rasés et incisés au niveau de la région de 1'aine. La peau est dégagée et
a I’aide de pinces, le pédicule fémoral est dégagé par dilacération. Deux fils a ligaturer sont
alors placés sous cette veine. Une premiere ligature est réalisée du coté céphalique. Apres
I’hémisection de la veine fémorale, un cathéter connecté a 1’aiguille d’une seringue est mis
en place. Ce cathéter est alors fixé en serrant la seconde ligature. La canulation se fait sur
les rats en prenant soin d’isoler le nerf crural. Une premicre ligature est placée sur la veine
dégagée le plus haut possible, tandis qu’une pince « clamp » fixée plus bas sur la veine
bloque la circulation. Un cathéter (PE-10) est alors introduit puis fixé par une seconde
ligature, le « clamp » est alors retiré. Pour éviter les risques de coagulation, une injection

immédiate de sérum physiologique hépariné (1,000 U.S.P units/ml) est effectuée.
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2.10 Les analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel informatique GraphPad Prism
(version 4.00, GraphPad Software Inc.). Les valeurs sur les graphiques représentent les
moyennes * les écart-types dans chaque groupe analysé ou « n » représente le nombre de
rats. Les tests de comparaison entre les moyennes ont été effectués avec 1’épreuve ¢ de
Student sur des échantillons non pairés. Pour les comparaisons multiples, les analyses
statistiques ont été faites au moyen d’une ANOVA suivi du test de Bonferroni ou de
Dunnett (si comparaison au méme groupe témoin). Seule la valeur de P < 0.05 était jugée

statistiquement significative.
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CHAPITRE 3 - RESULTATS
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3.1 Effets du SSR240612 sur la glycémie

La figure 7 représente les effets du SSR240612 sur la glycémie a jeun de tous les groupes
immédiatement avant le sacrifice. Les rats traités a la STZ ayant ou pas recu les
lipopolysaccharides (LPS) ont une glycémie ¢élevée par rapport aux témoins, environ cing
fois plus importante. Il est a noter que le LPS n’a pas affecté la glycémie produite par le
traitement a la STZ. L hyperglycémie a été normalisée par le SSR240612 aussi bien chez
les rats STZ que STZ traités aux LPS. Le traitement avec le LPS seul ou avec le

SSR240612 n'a eu aucun effet significatif sur la glycémie par rapport aux rats témoins.
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Figure 8. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant le
sacrifice) sur la glycémie a jeun. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type (n=8),

*#% P<0.001 vs Témoins, +++ P<0.001 vs STZ, ### P<0.001 vs LPS+STZ.
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3.2 Effets du SSR240612 et du Hoel40 sur la glycémie

Un antagoniste du récepteur B2 (Hoe140) a été utilisé afin de déterminer si I’inhibition de
la glycémie causée par le SSR240612 chez le rat diabétique STZ était due a un effet
hypoglycémiant relayé par I’activation du récepteur B2. Les résultats montrent que le Hoe
140 n’a pas modifié la glycémie chez les rats traités a la STZ, contrairement aux rats traité€s
avec le SSR240612. De plus, le Hoe 140 n’a pas empéché I’inhibition de I’hyperglycémie
produite par le SSR240612 chez le rat STZ.
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Figure 9. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant le
sacrifice) et d’une dose de 500 pg/kg Hoel40 (s.c. 24 avant sacrifice) sur la glycémie a
jeun. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type (n=8), *** P<0.001 vs Témoins,

+++ P<0.001 vs STZ, ++ P<0.01 vs STZ+Hoe140.
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3.3 Effets du SSR240612 sur I'insulinémie

Les rats STZ ont une insulinémie effondrée comparativement aux témoins. Les rats LPS
ont une insulinémie normale qui n’a pas ¢été influencée par I’administration du SSR240612.
Par contre, I’antagoniste B1, SSR240612, semble améliorer la déficience en insuline chez
les rats STZ avec ou sans LPS; le degré de signification n’est cependant pas atteint (Figure

9). L’administration du LPS n’a pas d’influence sur I’insulinémie des rats diabétiques.
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Figure 10. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant

le sacrifice) sur I’insulinémie a jeun. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type
(n=8), *P<0.05, ** P<0.01 vs Témoins.
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3.4 Effets du SSR240612 sur la température corporelle

Les rats STZ ont une température comparable (37 °C) a celle des rats témoins. Les rats non

diabétiques traités aux LPS et les rats STZ traités aux LPS ont une température élevée, 3h

aprés traitement; elle demeure significativement élevée jusqu’a 24h post-LPS. Le

SSR240612 a prévenu la survenu de I’hyperthermie chez tous les groupes de rats traités aux

LPS, diabétiques ou non.
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Figure 11. Effet du LPS et/ou STZ sur la température corporelle. Le SSR240612 a été

administré par gavage en raison de 10 mg/kg au méme moment que le LPS (temps 0) et 12h

plus tard. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type (n=8), *** P<(0.001 vs

Témoins, ### P<0.001 vs LPS avec ou sans STZ.
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3.5 Effets du SSR240612 sur I’cedéme du cceur

Les rats STZ et LPS présentent de I’cedéme au niveau du cceur qui est important par rapport
aux rats témoins. L’ajout des LPS chez les rats STZ favorise son expansion. Le SSR240612

a complétement prévenu 1I’cedéme chez les rats diabétiques et traités au LPS.
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Figure 12. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant
le sacrifice) sur I’cedéme du cceur. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type

(n=8), *** P<(0.001 vs Témoins, ++ P<0.01 vs STZ, ### P<0.001 vs LPS ou LPS+STZ.
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3.6 Effets du SSR 240612 sur I’cedéme au niveau du poumon

A la figure 13, on note la présence d’cedéme dans les poumons des rats STZ, LPS, et un
effet additif chez les rats STZ+LPS. Le SSR240612 ne prévient pas I’cedéme des poumons
des rats STZ et traités aux LPS seul, mais le réduit de maniere significative chez les rats

STZ+LPS.
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Figure 13. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant
le sacrifice) sur I’cedéme du poumon. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type

(n=8), *** P<0.001 vs Témoins, ++ P<0.01 vs STZ, ### P<0.001 vs LPS+STZ.
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3.7 Effets du SSR240612 sur ’cedéme au niveau du rein

L’cedéme est significativement augmenté dans les reins des groupes de rats STZ, LPS, et
LPS+ STZ par rapport aux rats témoins. Le SSR240612 prévient significativement la

formation de I’cedéme dans les reins de ces groupes.
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Figure 14. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant
le sacrifice) sur I’cedéme du rein. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type (n=8),

**% P<0.001 vs Témoins, ### P<0.001 vs LPS, +++ P<0.001 vs STZ, $$$ P<0.001 vs
LPS+STZ.
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3.8 Effets du SSR240612 sur I’cedéme au niveau du foie

L’cedéme dans le foie est significativement augmenté chez les rats LPS+STZ, mais pas
dans les autres groupes de rats traités avec LPS. Le SSR240612 a prévenu cet cedéme chez

les rats STZ traités au LPS.
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Figure 15. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant
le sacrifice) sur I’cedéme du foie. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type (n=8),

*#%% P<0.001 vs Témoins, ## P<0.01 vs LPS+STZ.
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3.9 Effets du SSR240612 sur ’cedéme de I’aorte

L’cedeme est augmenté significativement dans les aortes thoraciques des rats STZ, mais
davantage dans celles des rats LPS, et STZ +LPS par rapport aux rats témoins.
L’administration du SSR240612 a prévenu la formation de I’cedéme chez ces groupes de

rats.
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Figure 16. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant
le sacrifice) sur I’cedéme de ’aorte thoracique. Les valeurs représentent les moyennes =+
écart-type (n=8), *** P<0.001 vs Témoins, ### P<0.001vs LPS, $$$ P<0.001 vs LPS+STZ,
+++ P<0.001 vs STZ.
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3.10 Effets du SSR240612 sur la perméabilité vasculaire

Dans la figure 17, les résultats montrent que la perméabilité vasculaire est augmentée
significativement dans le cceur et le foie des rats STZ mais pas dans le poumon, le rein et
I’aorte. Elle est aussi augmentée dans tous les organes des rats LPS et STZ+LPS.
Cependant, peu d’effets sont notés sur 1’aorte des groupes traités a 1’exception de STZ +
LPS. L’augmentation de la perméabilité vasculaire est prévenue de fagon significative dans

tous les organes apres traitement au SSR240612, chez tous les groupes de rats.
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Figure 17. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant le
sacrifice) sur la perméabilité vasculaire. Les valeurs représentent les moyennes + écart-type
(n=8),* P<0.05, *** P<0.001 vs Témoins, # P<0.05, ## P<0.01 vs LPS, $ P<0.05, $$
P<0.01, $$$ P<0.001 vs STZ, ++P<0.01, +++ P<0.001 vs LPS+STZ.
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3.11 Effets du SSR240612 sur I'induction du récepteur B1 dans le cceur

L’expression du récepteur B1 n’augmente pas significativement dans le cceur des rats STZ
et LPS. Toutefois, le récepteur B1 est significativement surexprimé chez les rats LPS +
STZ. Le traitement avec 1'antagoniste B1, SSR240612, a prévenu I induction du récepteur

B1 dans le cceur des rats traités au LPS + STZ.
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Figure 18. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant

le sacrifice) sur I’expression du récepteur B1 dans le cceur. Les valeurs représentent les

moyennes + écart-type (n=4), * P<0.05 vs Témoins, +P<0.05 vs véhicule.
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3.12 Effets du SSR240612 sur I'induction du récepteur B1 dans le cortex
rénal

Le récepteur B1 est surexprimé dans le cortex rénal des rats STZ, mais pas dans celui des
rats LPS et LPS+STZ, ceci pourrait s’expliquer par 1’atteinte parenchymateuse due au choc

septique. Le SSR240612, a prévenu I’induction du récepteur B1 dans le cortex rénal des

rats STZ.
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Figure 19. Effets de deux doses de 10 mg/kg de SSR240612 par gavage (24h et 12h avant
le sacrifice) sur I’expression du récepteur B1 dans le cortex rénal. Les valeurs représentent

les moyennes =+ écart-type (n=4),** P<0.01 vs Témoins, +P<0.05 vs véhicule.
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3.13 Effets du SSR240612 sur la mortalité

Dans la figure 19, on observe que la mortalité est élevée une semaine apres traitement au
LPS et elle I’est davantage chez les rats diabétiques STZ traités au LPS. Le traitement
quotidien avec le SSR240612 pendant une semaine, améliore la survie dans tous les

groupes de fagon significative.
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Figure 20. Effets d’une dose quotidienne de 10 mg/kg de SSR240612 sur la mortalité des
rats LPS et/ou STZ. Les valeurs représentent les moyennes =+ écart-type (n=8),

*#% P<0.001vs LPS, +++ P<0.001 vs STZ, ### P<0.001 vs STZ+LPS.
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CHAPITRE 4 - DISCUSSION ET CONCLUSION
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L’incidence du diabéte mellitus augmente plus rapidement que prévu et les projections
comme déja évoquées initialement indiquent que le nombre de nouveaux cas de diabete
diagnostiqués doublerait en moins de 20 ans. Cette augmentation ne s'explique pas
simplement par une manifestation plus précoce de la maladie. Elle refléte probablement
I'apparition de conditions environnementales défavorables qui augmentent les risques. Les
avenues thérapeutiques actuelles sont limitées. Elles comprennent outre la thérapie
traditionnelle qui consiste a remplacer I'insuline pour les diabétiques de type 1, une
thérapie moderne en cours d’expérimentation et qui suscite beaucoup de controverses
malgré des résultats encourageants. Il s'agit de la greffe avec des cellules souches
hématopoiétiques, de la greffe d'ilots de Langerhans et de la greffe du pancréas qui peut se
faire simultanément avec une greffe rénale dans les cas d’une complication rénale du
diabéte (Ryan er al., 2002). L’expérimentation sur des sujets humains étant largement
limitée par des considérations d’ordres éthiques, nous laisse 1’unique possibilité d’effectuer
nos travaux de recherche sur des modeles d’animaux pour le développement de nouvelles
approches thérapeutiques. En recherche fondamentale, une multitude de mod¢les animaux
pour diverses pathologies sont utilisés; chaque modéle animal est utilisé pour représenter un
aspect particulier d’une pathologie. Le modele de rat STZ représente les aspects recherchés
de I"association pathologique visée dans notre étude car non seulement il mime le diabéte
de type 1 par I’absence de production d’insuline par le pancréas, mais en plus le récepteur
B1 des kinines y est fortement exprimé. L’innombrable littérature sur le sujet est résumée
dans quelques articles (Couture et al., 2001; Mage et al., 2002; Ryan et al., 2002; Ongali et
al., 2004; Abdouh et al., 2008). De plus, I’administration de LPS comme déja décrit dans la
littérature induit le récepteur B1 (deBlois & Horlick, 2001; Wille et al., 2001; Cayla et al.,

2007; Seguin et al., 2008).
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A partir de ces données, nous avons pu réunir tous les éléments nécessaires a notre
hypothése qui consiste a étudier la possibilit¢ que le récepteur B1 des kinines puisse
constituer une cible thérapeutique dans le choc septique au cours du diabéte. En effet, les
résultats présentés indiquent clairement 1'implication de ce récepteur, non seulement dans
I"apparition de I’hyperthermie, de 1'cedéme et de 1’augmentation de la perméabilité
vasculaire dans divers tissus (cceur, rein, foie, poumon, aorte), mais aussi
dans I'hyperglycémie et I’insuffisance insulinémique du diabéte mellitus. L’inhibition de ce
récepteur par un antagoniste non peptidique, le SSR240612, s'est avéré un outil efficace sur

tous ces parameétres.

4.1 Le role du récepteur B1 dans le choc septique

Il est bien connu que I’injection de lipopolysaccharides bactériens induit la libération de
cytokines pro-inflammatoires dont I’IL-1f qui joue un role essentiel dans I’induction de la
fievre. Il est aussi connu que I'IL-1p induit la surexpression du récepteur B1 (Larrivée et
al., 1998; Ganju et al., 2001). La premiere évidence démontrant le rdle des kinines dans
I’induction de la fievre aprés injection de lipopolysaccharides a été obtenue a la suite
d’¢études réalisées sur le lapin (Pela et al., 1975) et sur le rat (Bhattacharya et al., 1988).
Mais le rdle des récepteurs des kinines dans ce phénomene n’a ét¢ démontré que bien plus
tard utilisant la voie intra cérébrale (ICV) pour I’injection des endotoxines (Walker ef al.,
1996). Les résultats de ces travaux ne peuvent étre comparés car les voies d’administration
des endotoxines et des antagonistes sont totalement différentes. En effet, dans 1’é¢tude de
(Walker et al., 1996) ’effet sur I’hyperthermie a été amélioré par un antagoniste B2 injecté
en [.C.V mais pas par son association a un antagoniste B1 suggérant ainsi le réle central de

la bradykinine lors de I’induction de la fiévre par injection d’endotoxine par ICV. Dans la
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section résultats (Figure 10), on observe que 1’hyperthermie chez les rats traités aux LPS,
diabétiques ou pas, est complétement prévenue par un traitement préventif au SSR240612
administré par gavage. Ainsi nous suggérerons un antagoniste du récepteur B1 comme

traitement antipyrétique au cours du choc septique.

4.2 Le role du récepteur B1 dans le diabéte de type 1

Le récepteur Bl des kinines est induit et surexprimé dans plusieurs organes des rats
diabétiques ayant recu la streptozotocine (Couture et al., 2001 ; Couture & Girolami,
2004). 1l a été montré que les rats traités par la STZ surexpriment trés tot le récepteur Bl
dans la moelle épiniere (Ongali ef al., 2004). 11 a aussi été rapporté que I’hyperglycémie
chronique et I’hyperinsulinémie associée peuvent augmenter les sites de liaison de ce
récepteur dans un modele de rat insulino-résistant (E1 Midaoui et al., 2005; Ismael et al.,
2008). Une étude réalisée par 1’équipe d’Araujo et al. (2006) a montré 1’importance du
récepteur B1 dans le contrdle de I’homéostasie pancréatique et la sécrétion d’insuline. En
effet, ils montrent que les souris knock-out Bl présentent, lorsqu’elles sont a jeun des
concentrations plasmatiques faibles en glucose et une glycémie élevée apres 1’alimentation
par rapport aux souris sauvages ainsi que des anomalies pancréatiques avec raréfaction des
ilots de Langerhans et des taux faibles en insuline. Ils ont aussi rapporté une diminution de
la perméabilité vasculaire chez ce méme phénotype faisant ressortir un no
uveau role pour ce récepteur dans la pathologie du diabéte et les manifestations
pathologiques connexes. Il est aussi bien connu que le récepteur B1 est exprimé dans le
pancréas (Chai et al., 1996). Les résultats représentés sur les figures 7 et 9 montrent les
effets du SSR240612 sur la glycémie et I’insulinémie. En effet, les rats traités par STZ

ayant ou pas recu les lipopolysaccharides ont une glycémie ¢€levée et des taux faibles
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d’insuline. L administration de I’antagoniste B1 a normalisé cette hyperglycémie aussi bien
chez les rats STZ que STZ traités aux LPS et il a aussi amélioré la déficience en insuline.
Il est connu que la bradykinine joue un réle important dans la translocation du transporteur
GLUT4 et la captation du glucose (Duka et al., 2001). Nous avons donc pensé que les
effets observés sur 1'hyperglycémie en présence du SSR240612 étaient dus a I'activation du
récepteur B2 qui est connu pour étre hypoglycémiant en activant le transporteur GLUT4.
Nous avons donc administré un antagoniste du récepteur B2 en méme temps que celui du
récepteur B1 mais les résultats obtenus ne supportent pas cette hypothése (Voir figure 8).
L’étude utilisant les souris knock-out B1 (B1-/-) va a I’encontre de ce qui a été observé
dans nos travaux. Leurs résultats montrent que la stimulation du récepteur B1 par un
agoniste Bl injecté en IV entraine une sécrétion d’insuline par le pancréas de la souris
sauvage mais pas chez les knock-out Bl (Araujo et al., 2006), suggérant ainsi un role
facilitateur du récepteur B1 sur la libération d’insuline. Nos résultats suggerent plutdt un
role délétere car comme déja cité, son inhibition par le SSR240612 améliore les effets de la
déficience insulinémique. La divergence entre notre étude et celle d’Aradjo et al. (2006)
peut étre due au fait que les souris knock-out B1 surexpriment le récepteur B2 (Seguin et
al., 2008). I1 faut aussi admettre que le role du récepteur B1 sur la libération d’insuline peut
étre fort différent chez la souris normale et le rat diabétique. En effet, I’insulitis dans le
diabéte entraine une surexpression du récepteur B1 par un processus inflammatoire.

On sait que le récepteur TRPV1 est surexprimé au niveau des fibres sensorielles innervant
le pancréas (Suri & Szallasi, 2008). Des études réalisées dans notre laboratoire et non
encore publiées ont montré que l’induction du récepteur Bl pourrait étre relayée par
I’activation du récepteur TRPV1. Cette voie pourrait étre activée par les médiateurs pro-
inflammatoires qui activent le TRPV1, créant ainsi un cercle vicieux d’activation et

réactivation entre TRPV1 et le récepteur B1. Des travaux réalisés récemment dans notre
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laboratoire et non publiés ont montré aussi que I’inhibition du TRPV1 par la capsazépine
entraine une baisse de I’hyperglycémie et une amélioration de I’insuffisance en insuline
chez les rats STZ. Ces résultats consolident en effet notre hypothése mais d’autres travaux
publiés montrent la complexité de ce systeme. En effet, I’¢tude de Van Buren et al. (2005)
montre un role de I’insuline et de I’IGF-1 dans la sensibilisation et la translocation du
TRPVI1 au niveau des cellules pancréatiques. D’autre part, les travaux d’une équipe
chinoise relatent une diminution de I’expression du récepteur TRPV1 dans le cceur des
souris C57BL/6J diabétiques, faisant ressortir un role protecteur du TRPV1 (Song et al.,
2008). Il nous parait impossible présentement de comparer les résultats et de conclure a une
hypothése unificatrice car les modeles sont différents. Il y a deux ans, des chercheurs de
I’Université de Toronto ont montré que l'inactivation de neurones sensoriels producteurs de
substance P cause une disparition des cas de diabéte de type I chez des souris prédisposées.
Ces chercheurs ont découvert que, paradoxalement, I'injection de substance P aux cellules
pancréatiques productrices d'insuline attaquées par les cellules immunitaires provoquait
l'arrét de la réaction auto-immune (Razavi et al., 2006). La réduction de la quantité¢ de
substance P transportée par les axones sensoriels chez le rat diabétique serait liée en partie a
l'activité aldose réductase et en partie a quelques autres conséquences du diabéte pouvant
étre corrigées par l'insuline selon les travaux de Robinson et al. (1987). Certes, les résultats
de ces travaux sont contradictoires mais ils constituent tout de méme une percée importante
dans la compréhension des éléments déclencheurs de la maladie. Ils montrent ainsi qu’il ne
suffit pas d'avoir un systéeme immunitaire dysfonctionnel pour souffrir du diabéte de type 1
mais qu’il y a aussi le systéme sensoriel pancréatique qui jouerait vraisemblablement un

role clé dans l'apparition de la maladie.
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4.3 Le role du récepteur B1 dans le diabete de type 1 et le choc septique

Comme d¢ja décrit, 1'induction du récepteur B1 par les cytokines pro-inflammatoires a été
¢tudiée dans 1'cedéme (Campos et al., 1998), dans les phénomeénes inflammatoires de la
rétinopathie (Abdouh et al, 2008), dans certaines manifestations inflammatoires
intestinales (Stadnicki et al., 2005), dans les pancréatites (Kuebler et al., 2003) et dans
I’arthrite aigué et chronique (Bhoola et al., 1992). La libération de substances pro-
inflammatoires entralne aussi une extravasation plasmatique avec augmentation de la
perméabilité vasculaire dans plusieurs organes, comme la rétine (Abdouh et al., 2008), le
ceeur, le poumon, ’aorte thoracique et abdominale, la rate et le rein des rats STZ
(Rothschild et al., 1999; Wille et al., 2001). Nos résultats montrent une augmentation de
I’cedéme au niveau du cceur, du poumon, de 1’aorte et du rein des rats STZ. Ce n’est pas le
cas au niveau du foie des rats STZ bien que la perméabilité vasculaire y soit augmentée. 11
s’agit du méme constat pour le traitement au LPS. Ceci s’expliquerait possiblement par une
augmentation du catabolisme protidique au niveau hépatique lors du choc septique avec
hypoalbuminémie par redistribution vers les espaces extravasculaires, et diminution de sa
synthése sous 1’action de I’IL-1 au profit de la synthése des protéines inflammatoires. Mais
aussi par une réduction de 1’expression de 1’albumine en rapport avec le signal ERK et p38
kinase (Wang et al., 2005). On note chez les rats STZ+LPS une augmentation de la
perméabilité vasculaire dans le cceur, ceci consolide notre hypothése concernant le role du
RBI1 dans I’exacerbation de ce phénomeéne inflammatoire dans le choc septique au cours du
diabéte. En effet, les résultats du PCR quantitatif en temps réel montrent une augmentation
significative de I’expression du RB1 dans le cceur de ce groupe de rats. L’effet additif du
LPS au diabéte est manifeste dans tous les organes étudiés. En effet, on note une

augmentation de I’cedéme dans tous les organes des rats LPS+STZ. Par contre, on note des
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différences concernant la perméabilité vasculaire, ceci tient compte probablement de la
vascularisation de chaque organe et du degrés de I’atteinte endothéliale qui semble tout
particuliérement importante et qui est responsable de la dysrégulation de la vasomotricité
dépendante de l'endothélium et de la coagulopathie intravasculaire disséminée (Metais et
al., 2004).

L’augmentation de 1’cedéme et de la perméabilité vasculaire au niveau du rein va de paire
avec 1’augmentation de I’expression du RB1 dans la zone corticale du rein chez les rats
STZ selon nos résultats. Ceci nous améne encore une fois a attribuer un réle probable du
RB1 dans I’exacerbation du choc septique dans le diabéte d’autant plus que ces
phénoménes sont prévenus par 1’administration de 1’antagoniste du RB1. En effet, les
cedeémes et la perméabilité vasculaire sont complétement prévenus par le SSR240612 dans
tous les organes ¢tudiés chez les rats LPS+STZ. De plus, le SSR240612 a inhibé
I’expression du RB1 dans le cceur des rats LPS+STZ et dans le cortex rénal des rats STZ.
Parmi les mécanismes possibles susceptibles d’expliquer I’inhibition de I’expression
(ARNm) du récepteur Bl en présence de 1’antagoniste B1, nous suggérons que le SSR
240612 : 1- puisse empécher 1'induction du RB1 en prévenant la stimulation par 1’agoniste
du récepteur B1, lequel est connu pour induire son propre récepteur (Schanstra et al.,
1998); 2- puisse agir au niveau du site d’expression nucléaire du récepteur B1 étant donné
que cet antagoniste est non peptidique et pourrait entrer dans la cellule. Cette dernicre
hypothése est totalement vérifiable par 1’administration d’un antagoniste peptidique qui ne
traverse pas la membrane cellulaire; 3- puisse inhiber le stress oxydatif selon des données
obtenues récemment dans notre laboratoire ou le SSR240612 inhibe le stress oxydatif dans
un modele de résistance a I’insuline. Tel que décrit antérieurement, le stress oxydatif induit
le récepteur B1. Dans la figure 19, sont représentés les effets du SSR240612 sur la

mortalité. Nous avons observé un fort taux de décés chez les rats LPS, et plus encore chez
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les LPS+STZ. L’antagoniste du RB1 a amélioré la survie chez ces groupes de rats
démontrant ainsi un réle délétére du RB1. Comme déja dit, la mortalit¢ due au choc
septique est liée aux défaillances viscérales qui 1’accompagnent ou lui succédent,
constituant ainsi un syndrome de défaillance multiviscéral qui associe des désordres
cardiocirculatoires et des manifestations de dysfonction d'autres organes (respiratoire,
neurologique, splanchnique, rénal ou hématologique). Le risque d'un pronostic défavorable
augmente avec le nombre d'organes atteints. Notre hypothése concernant la cause de
mortalité chez les rats traités au LPS, outre les causes d’atteintes cardiovasculaires, nous
parait étre liée au développement d’une coagulation intra vasculaire disséminée (CIVD). En
effet, la CIVD est une cause fréquente de déces au cours du choc septique (Gando et al.,
1998). 1l s’agit d’un syndrome de défibrination ou d’une coagulopathie de consommation.
C’est en fait un syndrome hémorragique caractérisé par la disparition du fibrinogéne du
sang circulant et l'apparition soudaine de facteurs d'activation de la thrombine qui
provoque la formation de dépdts de fibrine et I'oblitération thrombotique des petits
vaisseaux, surtout au niveau rénal. C'est probablement en partie la structure de la
microcirculation qui prédispose également les reins a une souffrance précoce au cours du
choc septique. Au niveau des reins, il est également observé une modification des
caractéristiques anticoagulantes de la surface endothéliale. Car a la phase initiale du choc
endotoxémique, il est noté une précipitation des complexes thrombine-antithrombine au
niveau glomérulaire (Jourdain et al., 1997). Le fait que les récepteur des kinines soit
exprimé a la surface des plaquettes sanguines (Harisson et al., 2008) et que 1’antagoniste du
RBI ait amélioré la survie chez les rats traités par les LPS, nous laisse penser que le
récepteur B1 des kinines puisse treés probablement étre impliqué dans la CIVD au cours du
choc septique et que son inhibition par le SSR 240612 serait une avenue thérapeutique

intéressante dans ce cadre pathologique.
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4.4 Perspectives

L’ étape que nous venons d’accomplir, & savoir de développer un modele expérimental
réunissant a la fois les manifestations et les complications du choc septique et du diabéte de
type 1, s’intégre dans une perspective globale dont I’objectif ultime est d’en comprendre les
mécanismes, afin de proposer un ou des traitements appropriés. La connaissance des voies
d’induction du récepteur Bl des kinines ainsi que son implication dans de nombreuses
manifestations pathologiques (hyperthermie secondaire au choc endotoxémique, cedéme,
douleur, perméabilité vasculaire, hyperglycémie secondaire au diabéte, insuffisance
insulinémique, mortalité) ainsi que les effets bénéfiques résultant de son inhibition par le
SSR240612, nous font prendre conscience de son potentiel thérapeutique. Nous devrons
ainsi poursuivre nos travaux en précisant davantage I’implication du systéme nerveux
sensoriel pancréatique dans I’apparition de la maladie. Nous aurons a examiner avec
objectivité le comportement du récepteur B1 dans I’insulitis, lors de la stimulation ou
I’inactivation du TRPV1 ainsi qu’en présence d’antagonistes des neuropeptides sensoriels
(substance P, CGRP), en prenant soin d’évaluer tous les paramétres déja cités dans ces
conditions. La découverte de 1’amélioration de la survie par le SSR240612 chez les rats
traités au LPS nous conduit a vérifier I’hypothése selon laquelle le RB1 serait impliqué
dans I’apparition de la CIVD. Parmi les nouvelles études suggérées notons : le dosage des
produits de dégradation de la fibrine (PDF) et des D-dimeéres, la mesure du temps de
cephaline avec activateur (TCA), des études histologiques sur le pancréas et le parenchyme
rénal, le dosage des marqueurs du stress oxydatif dans le pancréas, le dosage du TNF alpha
et de son expression au niveau du pancréas, le dosage des interleukines. De plus il faudra
¢tudier finalement la possibilit¢ de combiner avec nos travaux une approche

immunologique, qui pourrait éventuellement potentialiser notre approche pharmacologique.
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4.5 Conclusion

Le diabete possede deux versants distincts: des complications a long terme, dépendantes de
I'hyperglycémie importante et prolongée, et la possibilité de complications aigués et parfois
graves comme la survenue d’un état de choc septique. Nos travaux bien que nécessitant des
approches multidisciplinaires, nous permettent de confirmer notre hypothése de recherche
selon laquelle le récepteur B1 des kinines pourrait constituer une cible thérapeutique pour

le choc septique, le diabéte ou pour le choc septique au cours du diabéte.
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