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Résumé

Outre les facteurs métaboliques et hémodynamiques, I’inflammation est
actuellement considérée comme un facteur pathogénique potentiel de la néphropathie
diabétique (ND), pouvant contribuer a I’initiation et a la progression de la maladie. Les
mécanismes menant au développement de I’inflammation rénale dans la ND sont encore
peu connus, bien qu’une augmentation d’activité des systémes rénine angiotensine (RAS) et
de I’endothéline (ET) semble y contribuer. L’objectif général de cette étude mono-centre, a
double aveugle, randomisée et incluant un groupe placebo était de démontrer que
I’inhibition simultanée du RAS et du systéme de I’ET chez des patients avec ND induisait
des effets rénoprotecteurs et anti-inflammatoires supérieurs a ceux observés par blocage du
RAS seul. L’objectif spécifique de notre étude était d’évaluer la possibilité que
I’administration d’un bloqueur des récepteurs de I’ET-1, le bosentan, a des patients atteints
de ND et traités par bloqueurs des récepteurs de I’angiotensine I (BRA), réduisait, chez ces
derniers, la protéinurie et les marqueurs inflammatoires systémiques et rénaux. Ce travail
constitue un rapport d’un cas clinique et illustre les résultats obtenus suite a
I’administration pendant 16 semaines du bosentan chez un patient diabétique de type 2 avec
néphropathie clinique traité¢ au long cours par BRA. Le protocole de recherche comprenait
6 visites médicales & 4 semaines d’intervalle, la premiére visite (V1) correspondant au
recrutement du patient, la deuxiéme visite (V2) constituant le temps 0 de 1’étude et la
dernicre visite (V6) représentant la fin de 1’étude. Des échantillons de sang et d’urine
¢taient prélevés a 3 reprises soit a V2, V4 c’est-a-dire 8 semaines aprés le début du
traitement et a V6 soit 16 semaines apres le début du traitement pour mesure des taux
sériques et urinaires de divers facteurs pro-inflammatoires incluant I’ET-1, le facteur de
nécrose tumorale alpha (TNF-a), I’interleukine-6 (IL-6), le facteur chémoattractant des
monocytes-1 (MCP-1), la molécule d’adhésion intracellulaire-1 (ICAM-1), la molécule
d’adhésion vasculaire-1 (VCAM-1) et la protéine C-réactive (CRP). Un profil lipidique
¢tait aussi déterminé au début et a la fin de 1’étude. La fonction rénale était mesurée aux

visites V1, V2, V4 et V6 par détermination du taux de filtration glomérulaire (TFG) et de
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I’excrétion urinaire d’albumine (UAE). Des tests biochimiques de routine étaient aussi faits
a chaque visite. La corrélation entre les paramétres inflammatoires et rénaux sous étude et
la filtration glomérulaire était enfin déterminée. Nos résultats chez ce sujet ont démontré
que le bosentan réduisait ’'UAE de 32 % et 35% aux semaines 8 et 16, et ce, sans affecter
la pression artérielle ou la filtration glomérulaire. L'effet anti-protéinurique du bosentan
était associé a une réduction des concentrations urinaires de VCAM-1, ICAM-1, IL-6,
TNF-a et d’ET-1 ainsi qu’a une diminution des concentrations sériques de TNF-a. Le
changement dans la protéinurie était corrélé de manicre positive avec les changements des
niveaux urinaires de VCAM-1 (r=0.86), ICAM-1 (r=0.88), ET-1 (r=0.94), et du TNF-a
(r=0.96) ainsi qu’avec les changements des niveaux sériques de TNF-a (r=0.98). Ces
données suggérent que l’inhibition du systétme de I’ET induit dans la ND des effets
rénoprotecteurs additifs a ceux observés par blocage du RAS seul. Ils supportent le concept
que I’activation du systeme de I’ET au niveau rénal, par ses effets inflammatoires, puisse
jouer un role important dans la pathogenése de la ND. L’effet anti-inflammatoire et anti-
protéinurique du bosentan constitue une découverte intéressante susceptible d’engendrer

dans le futur une alternative thérapeutique et préventive dans la prise en charge de la ND.

Mots-clés : Bosentan, protéinurie, endothéline, systéme rénine angiotensine, néphropathie

diabétique, inflammation.
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Abstract

Apart from metabolic and hemodynamic factors, inflammation has recently
been introduced as a potential key pathogenic mechanism involved in the development and
progression of diabetic nephropathy (DN). The mechanisms by which renal inflammation
occurs in DN are still poorly understood, yet increased renal activity of the renin-
angiotensin system (RAS) and endothelin (ET) system may play a key role. The main
objective of this mono-centre, double blind, randomized, placebo-controlled study was to
demonstrate that concomitant blockade of the RAS and ET system in patients with DN
produces greater renal protective effects and exerts greater anti-inflammatory changes than
those seen with blockade of the RAS system alone. The specific aim of the study was to
evaluate whether administration of bosentan to patients with DN on angiotensin II receptor
blockers (ARB) reduces systemic and renal inflammation and improves glomerular
filtration. The work presented herein illustrates the results obtained in one type 2 diabetic
patient with clinical DN and treated with ARB following the administration of bosentan for
16 weeks. The study protocol included 6 medical visits at 4 weeks interval, with the first
visit (V1) being the screening visit and the second visit (V2) being the baseline and
randomization visit. Blood and urine samples were taken at V2, after 8 weeks of treatment
(V4), and at the end of the study (V6) for determination of serum and urinary inflammatory
markers including ET-1, tumour necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6),
monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and C-reactive protein (CRP). Lipid profile
was done at the beginning and end of the study. Renal function was assessed at V1, V2, V4
and V6 by determination of glomerular filtration rate and urinary albumin excretion (UAE).
Routine biochemical analyses were done at each visit. Correlation between serum and
urinary inflammatory markers and UAE was determined. Our results demonstrated that
bosentan administration to this patient reduced UAE by 32% and 35% at weeks 8 and 16,
respectively, without affecting blood pressure and glomerular filtration. The anti-

proteinuric effect of bosentan was associated with a reduction in urinary levels of VCAM-



v

1, ICAM-1, IL-6, TNF-o. and ET-1 and a reduction in serum TNF-o levels. Change in UAE
was positively correlated with changes in urinary levels of VCAM-1 (1=0.86), ICAM-1
(r=0.88), ET-1 (r=0.94), and TNF-o (r=0.96) and with change in serum TNF-o levels
(r=0.98). Our data suggest that blockade of the ET system in top of RAS inhibition exerts
additive renoprotective effects in DN. They support the notion that activation of the ET
system, by promoting renal inflammation, may play a role in the pathogenesis of DN. The
anti-inflammatory and anti-proteinuric effect of bosentan represents an interesting finding

which may leads in the future to an alternate therapeutic and preventive for the treatment of

DN.

Keywords: Bosentan, proteinuria, endothelin, renin angiotensin system, diabetic

nephropathy, inflammation.
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. INTRODUCTION



1.1 Introduction générale

La néphropathie diabétique (ND) est actuellement la premiére cause d'insuffisance
rénale terminale (IRT) dans la plupart des pays occidentaux. En effet, environ 20% a 40%
des sujets diabétiques développent une néphropathie aprés 10 a 15 ans de diabéte. A I’heure
actuelle, les patients avec ND sont exposés a deux risques principaux: d'une part, I'RT
nécessitant la dialyse chronique ou la transplantation rénale; d'autre part, un pronostic vital
défavorable par mortalité cardiovasculaire précoce di au développement d’une
microalbuminurie, un facteur prédictif important de la mortalité cardiovasculaire (American
Diabetes Association 2010; Rossing 2005).

Outre les facteurs métaboliques et hémodynamiques, I’inflammation a récemment été
introduite comme un mécanisme pathogénique potentiel de la ND. Diverses observations
récentes appuient cette hypotheése: Tout d’abord, les marqueurs sériques pro-inflammatoires
sont plus ¢élevés chez les sujets diabétiques de type 2 avec protéinurie comparativement a
ceux observés chez des sujets diabétiques normoalbuminuriques (Navarro 2003). En second
lieu, ces marqueurs sont associés de maniere indépendante a la protéinurie de 24h (Dalla
2005; Lee 2005; Mezzano 2004; Kalantarinia 2003) et sont des facteurs de prédiction de
I’excrétion urinaire d’albumine (UAE) chez les sujets diabétiques de type 2 (Navarro 2003;
Dalla Vestra 2005). En troisiéme lieu, des polymorphismes dans des génes codants pour
des cytokines inflammatoires et des chémokines ont été associés a un risque accru
d’insuffisance rénale. (Lee 1994; Mezzano 2004; Morii 2003; Ruiz-Ortega 2006). Enfin,
dans la ND, les systémes rénine-angiotensine (RAS) et de I’endotheline (ET) sont activés
(Mezzano 2003; Lee 1994), avec augmentation de la production locale d’angiotensine II
(AIl) et d’ET-1 et induction de facteurs pro-inflammatoires (Ruiz-Ortega 2000, 2001, 2003,
2006; Sasser 2007; Edwards 1990; Richter 2003). L’activation des voies de signalisation
des systemes RAS et de ’ET induit I’expression de facteurs inflammatoires par les cellules
rénales (Gomez-Garre 1997; Dhaun 2005; Simonson 1993) et le blocage pharmacologique

de ces systémes réduit 1’inflammation rénale et la protéinurie chez I’animal (Sasser 2007;



Muller 2000; Richter 2003; Rossing K 2003; Benigni 1996) et chez les patients avec ND.
(Andress 2009; Dhaun 2009; Wenzel 2009).

L’objectif général de ce projet est de démontrer que I’inhibition simultanée du RAS et
du systetme de I’ET chez des patients avec ND induit des effets rénoprotecteurs et anti-
inflammatoires supérieurs a ceux observés par blocage du RAS seul.

De maniére spécifique, ce projet vise a évaluer I’effet modulateur d’un bloqueur non
spécifique des récepteurs de ’ET-1, le bosentan, sur les niveaux sériques et urinaires de
marqueurs inflammatoires et la fonction rénale de sujets diabétiques de type 2 atteints de
néphropathie clinique et traités par bloqueurs des récepteurs de I’AIl (BRA). Les résultats
obtenus chez un patient, démontrant I’effet anti-inflammatoire et anti-protéinurique du
bosentan et établissant une corrélation entre marqueurs inflammatoires et UAE supportent

le réle de I’inflammation comme médiateur des effets rénoprotecteurs de cette molécule.



II. REVUE DE LA LITTERATURE



1.1 La néphropathie diabétique (ND)

1.1.1 Définition

La ND se caractérise par la présence d’une augmentation de 'UAE chez un patient
atteint de diabéte, suivie par un déclin de la fonction rénale (Williams 2005). La
néphropathie clinique est caractérisée par une albuminurie persistante (> 300 mg/24 h ou
200 pg/min), une ¢élévation précoce de la tension artérielle, une diminution de la fonction
rénale, et une augmentation de la morbidité et la mortalité¢ cardio-vasculaires (Rossing
2005). L’hypertension dans la ND est fréquente et considérée comme un signe précoce de

la protéinurie persistante, méme si la fonction rénale est normale ou légérement altérée.

1.1.2 Données statistiques de la ND

La ND terminale se développe chez environ 10 a 20 % des sujets diabétiques de type
2 et se retrouve, selon les pays, chez 25% a 50% des patients avec IRT. L’incidence de la
ND chez ces patients est supérieure a celle observée chez les patients diabétiques de type 1.
Cependant, il a été démontré que le risque de développer une néphropathie avec IRT est
semblable dans les deux types du diabeéte (Remuzzi 2006; Hasslacher 1989).

Selon Statistique Canada, le nombre de patients atteints de ND a augmenté au pays
ces dix dernieres années de 114 %, cette augmentation étant liée a 1’augmentation marquée
de I’incidence du diabéte dans la population canadienne. A noter que la prévalence de la
ND est beaucoup plus élevée dans les populations des premicres nations que dans la
population canadienne globale. On estime qu’elle se situe entre 25 a 60 % chez les
personnes atteintes de diabéte depuis 15 a 20 ans (Association Canadienne du Diabete
2003).

Selon un rapport de Diabéte Québec publi¢ en 2009, le nombre des personnes
diabétiques et pré-diabétiques avoisine 15 % de la population québécoise et la prévalence

du diabete est de 7 % chez les 20 ans et plus.



1.1.3 Aspect clinique de la ND

La ND évolue comme suit : I’initiation de la ND se définit par le passage d’un état
normoalbuminurique vers un état microalbuminurique. La microalbuminurie constitue une
augmentation du taux d’UAE entre 30 et 300 mg/24h, en I’absence d’altération clinique de
la fonction rénale. Elle se développe aprés 5 a 10 ans de diabéte, d’abord de maniere
intermittente puis persistante. La microalbuminurie est un marqueur de dysfonction
endothéliale (DE) et un facteur de risque de maladies cardio-vasculaires (MCV).

Au cours de la phase précoce du diabéte, la filtration glomérulaire et le volume des
reins augmentent parallelement menant a 1’hypertrophie des glomérules et des tubules,
notamment proximaux (Dalla Vestra. 2000). La progression de la ND se caractérise par
I’apparition d’une macroalbuminurie (>300 mg/24h) (Mathiesen 1995, Warram 1996,
Lemley 2000) avec détérioration de la fonction rénale. La protéinurie est un facteur de
risque important de progression de la ND et détermine le taux de progression de perte de la
fonction rénale. Les patients diabétiques avec protéinurie persistante ont un risque €levé de
développer une rétinopathie proliférative (Williams 2005). Dans la ND, 1’hypertension est
un facteur majeur de progression de I’'IR contribuant a I’excés de morbidité-mortalité
cardiovasculaire. D’une fagon générale, la fréquence et la sévérit¢ de ’HTA augmentent
parallélement avec la détérioration de la fonction rénale (Chantrel 2000). A noter que les
patients atteints de ND sont souvent asymptomatiques jusqu'a la perte de 70 a 90 % de leur

filtration glomérulaire.

2.1 Facteurs de risque et mécanismes impliqués dans le
développement et la progression de la ND

Afin de prévenir le développement et la progression de la ND, il est indispensable
d’identifier les facteurs de risques impliqués dans la pathogenése de cette maladie. Nous
distinguerons 2 types de facteurs de risque: les facteurs de risque classiques et les

nouveaux facteurs de risque.



Les facteurs de risque classiques incluent la protéinurie et le développement d’une
microalbuminurie, les facteurs génétiques et divers facteurs modifiables ou
constitutionnels, des facteurs hémodynamiques tels 1’hypertension, des facteurs
métaboliques comme la glycémie et 1’obésité et d’autres facteurs supplémentaires tels que
le tabagisme.

Parmi les possibles nouveaux facteurs de risque de la progression de la ND se
retrouvent la DE, I’altération de la coagulation, la rigidité artérielle, le stress oxydatif,
I'inflammation et les facteurs de croissance. L’utilisation de ces nouveaux marqueurs de
risque pourrait améliorer 1'évaluation des risques de développement et de progression de la
ND et pourrait dans le futur identifier de nouveaux traitements pouvant améliorer la prise
en charge thérapeutique (Rossing 2006).

Figure 1: Facteurs de risque et de progression de la néphropathie diabétique

Altération de la Coagulation
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Adapté de Rossing P. Diabetologia 2006, 49:11-19



2.1.1 Facteurs de risques classiques

2.1.1.1 La protéinurie

La protéinurie est considérée comme un promoteur non hémodynamique de la
progression de la ND, traduisant 1’augmentation de risque de progression de la
néphropathie. La protéinurie reflétant les dommages glomérulaires, elle peut aussi
constituer un index de la gravité de la ND. Diverses études expérimentales et cliniques ont
investigué le role de la protéinurie comme facteur de risque et de progression de la ND. A
ce titre, il a été rapport¢é que la protéinurie massive est fortement associée a la
glomérulosclérose diabétique diffuse et, moins fréquemment, a la glomérulosclérose
nodulaire (Myers 1982). Actuellement, le contrdle strict de la protéinurie est considéré
comme crucial pour retarder la progression de l'insuffisance rénale chronique. Chez les
patients avec ND, la protéinurie est généralement sous-néphrotique. Comme mentionné
précédemment, [’hypertension artérielle constitue un signe précoce de la protéinurie
persistante et se développe méme si la fonction rénale est normale ou légerement altérée.
Un risque élevé de développer une rétinopathie proliférative est enfin observé chez les
patients diabétiques avec protéinurie persistante (Williams 2005).

Une étude d’observation menée sur 10 ans a montré que 25% des patients
diabétiques normoalbuminuriques vont développer une microalbuminurie. Ce risque atteint
70% si le patient est expos€¢ a une combinaison de quatre facteurs de risque: une
rétinopathie, une UAE >10 mg/24 h, des niveaux d’hémoglobine glyquée (HbAlc) > 8.6%
et un tabagisme (Rossing 2002).

2.1.1.2 L’hypertension

L’hypertension est une complication fréquente du diabete de type 2. Outre
I’augmentation de risque cardiovasculaire général qui lui est associé, 1’hypertension
artérielle exerce plusieurs impacts délétéres sur le rein: elle favorise la survenue d’une

néphropathie, la progression de la microalbuminurie vers la néphropathie clinique, et la



progression de la ND vers ’IRT. Chez les sujets diabétiques de type 2, I’hypertension
artérielle précede souvent la survenue du diabéte et constitue un risque indépendant de
développement de la protéinurie (Chantrel 2000). Avec la protéinurie, le ciblage de
I’hypertension constitue le traitement de rénoprotection le plus efficace dans la ND.
L’¢tude "Reduction of End-points in NIDDM with Angiotensin II Antagonist Losartan"
(Renaal) a été la premiére a démontré que I’augmentation de la tension artérielle (TA)
systolique au-dela de 140 mmHg était un facteur de risque majeur de la progression de la
ND, augmentant le risque d’IRT et de mort, chaque augmentation de 10mmHg étant
associée a un risque accru de 6.7% (Brenner 2001). A I’inverse, diverses études ont
démontré qu’un contrdle serré de la TA réduisait la microalbuminurie et la protéinurie et,
ralentissait la progression de la maladie rénale, tel que mesuré par le TFG (Evans 2000).
L’hypertension est en outre associée a une dysfonction vasculaire, a une production
importante de radicaux libres et de cytokines pro-inflammatoires, ce qui favorise la

progression de 1’athérosclérose (Reaven 1996).

2.1.1.3 L’hyperglycémie

La relation entre hyperglycémie et développement de complications
microvasculaires a ¢été bien décrite (Pirart 1977). Le glucose induit des dommages
vasculaires par divers mécanismes dont ’activation de la voie des polyols, la formation des
produits terminaux de glycation, I’activation de la voie de la protéine kinase C (PKC) et de
celle des hexosamines (Du 2000). L’étude "United Kingdom Prevention Diabetes Study"
(UKPDS) a bien démontré qu’un contrdle glycémique strict permettait de réduire de
maniere significative le risque de développement de complications microvasculaires,

incluant la ND (Stratton IM 2000).
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2.1.1.4 Les facteurs génétiques

L’implication des facteurs génétiques dans 1’étiologie de la ND a été suggérée par
des études épidémiologiques et familiales. Les geénes étudiés incluaient des geénes de
susceptibilité¢ du diabéte, des génes impliqués dans le métabolisme du glucose et de la
régulation de la TA et des génes codants pour des facteurs de croissance (Tarnow 2002).
Les résultats générés par ces €tudes supportent un role des génes impliqués dans le RAS

dans le risque de développement de la ND (Korlewski 2001).

2.1.1.5 Les facteurs constitutionnels

Le retard de croissance intra-utérin et un petit poids de naissance (inférieur au 10°™
percentile) sont associés a un risque accru de développement de la ND (Rossing 2005;
Luyckx 2005; Zohdi 2007) et une association entre petite stature et ND a été rapportée
(Hovind 2004).

2.1.1.6 L’obésité

L’obésité est associée a un risque accru de MCV et de complications
microvasculaires telles la rétinopathie et la néphropathie. Ceci est explicable par
l'association de 1’obésit¢ a une constellation d’anomalies métaboliques, incluant
I’hypertension artérielle et la dyslipidémie, que 1’on appelle communément le syndrome
métabolique (De Jongh 2004). A noter que la glomérulopathie liée a I’obésité se manifeste
souvent cliniquement par une albuminurie (Stengel 2003). Ferris et coll. ont démontré qu’il
y avait une association significative entre albuminurie et obésité¢ chez les jeunes adultes.
Ces données identifient I’obésité comme une cible dans la prévention primaire des maladies

rénales et cardiovasculaires (Ferris 2007).
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2.1.1.7 Le tabagisme

Le tabagisme, par ses effets stimulants sur la production d’espéces réactives
oxygénées (ROS), est impliqué dans le développement de la DE. Il est en outre postulé que
le tabagisme puisse exercer un effet délétére sur le controle glycémique (Scott 2001).
D’aprés Evans, le risque de ND est augmenté de 1.6 fois chez les sujets fumeurs (Evans
2000). Cependant, I’impact du tabagisme sur la baisse de la filtration glomérulaire n’a pas

¢été prouvé (Hovind 2003).

2. 1. 2 Nouveaux facteurs de risque

2. 1.2.1 La dysfonction endothéliale (DE)

L'endothélium est un régulateur crucial du tonus vasculaire (Endemann 2004).
L’altération de la fonction endothéliale ou DE est caractérisée par une perte des propriétés
vasodilatatrices endothélium-dépendantes ainsi qu’a des altérations endothéliales de type
pro-inflammatoires et pro-thrombotiques. Chez les patients diabétiques de type 2,
I’hyperglycémie, un élément central du spectre des anomalies métaboliques présentes dans
le diabete, constitue un facteur causal majeur de la DE. La DE est communément retrouvée
chez les sujets avec ND et il a été démontré que les sujets diabétiques atteints de maladies
rénales présentaient souvent une altération de la production d’oxyde nitrique (NO). Cette
altération de la fonction vasodilatatrice de l'endothélium représente un mécanisme
susceptible d'augmenter la pression artérielle et semble précéder le développement de la
microalbuminurie (Chan 2006; Cosentino 1997; Stehouwer 1995). Des ¢études
expérimentales supportent un réle des récepteurs de type A de I’endothéline (ETA) dans la
pathogénése de la DE et dés lors ’efficacité des antagonistes de I’ET pour accroitre la
biodisponibilité de I’oxyde nitrique (NO) au niveau endothélial. (Bauersachs 2000). A ce
titre, il a ét¢ documenté qu’un traitement par bloqueurs des ETA améliorait la fonction
endothéliale dans les vaisseaux coronariens de patients atteints d’athérosclérose (Halcox

2001).
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2.1.2.2 La rigidité artérielle

La rigidité artérielle est un marqueur de risque cardiovasculaire indépendant chez
les patients hypertendus et chez les sujets avec IRT. La rigidité artérielle est un facteur
favorisant 1'hypertrophie cardiaque, I’augmentation de la TA systolique, la réduction de la
tension artérielle diastolique, la diminution de la pression de perfusion coronarienne et
I’ischémie myocardique (Oliver 2003). Des études récentes ont démontré que I’ET-1
augmentait la rigidité artérielle, un effet bloqué par 1'administration concomitante d'un
antagoniste des récepteurs de I’ET (Vuurmans 2003). Une augmentation de rigidité
artérielle est associée a la DE, situation ou le NO est inhibé et 'ET-1 est activée (McEniery

2003).

2.1.2.3 Stress oxydatif et facteurs de croissance

Le stress oxydatif est associé aux maladies rénales terminales (Stenvinkel 2003;
Arici 2001) et est aussi communément documenté chez les sujets présentant une atteinte
rénale modérée (Oberg 2004). Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre entre la
production de radicaux libres et leur dégradation et résulte soit d’une augmentation de
production de ces radicaux, soit d’un déficit extra et/ou intracellulaire en antioxydants au
niveau de Il'organisme soit encore de la combinaison de ces deux processus.
L’hyperglycémie semble induire la production de radicaux libres par différentes voies,
incluant la voie de I’autoxydation du glucose, la voie des polyols, la synthése de
diacylglycérol et I’activation de la PKC, la formation de produits terminaux de glycation, et
la peroxydation lipidique. Le stress oxydatif est associ¢ a un état de DE ainsi qu’a une
augmentation d’événements cardiovasculaires (Heitzer 2001). A noter que dans certains
modeles expérimentaux d’hypertension artérielle (HTA), tel celui induit par I’acétate de
désoxycorticostérone, I'ET est considérée comme le médiateur principal du stress oxydatif
et son blocage normalise la DE, indépendamment de changements dans la TA (Callera

2003).
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Plusieurs facteurs de croissance, tels le facteur de croissance de transformation béta
(TGF-p), le facteur de croissance tissulaire conjonctif (CTGF) et le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF) semblent jouer un role pathologique dans le
développement de la ND.

Le TGF-p et le CTGF sont des cytokines prosclérotiques et le TGF-3 est considéré
comme un médiateur principal de la formation du collagéne au niveau rénal. Le VEGF est
pour sa part une cytokine angiogénique (Barton 2008) qui accroit la perméabilité vasculaire
et dont le niveau plasmatique s’¢léve de maniere précoce au début de la ND (Hovind 2000).
Bien que la valeur prédictive de ces bio-marqueurs ne soit pas encore clairement définie,
ces parametres pourraient représenter de nouvelles cibles thérapeutiques dans la ND

(Rossing 2005).

2.1.2.4 L’altération de la coagulation

Le diabéte de type 2 est associé a un état d’hypercoagulabilité, avec une €lévation
des niveaux plasmatiques de divers facteurs de coagulation (Erema 2005). Asakawa et al.
ont montré que le niveau de fibrinogéne est significativement élevé chez les patients
diabétiques atteints de rétinopathie ou de néphropathie comparativement aux patients
dénués de ces complications (Asakawa 2000). A noter que I’hyperfibrinogénémie est
¢galement associée a la DE, la résistance a l'insuline, I’hypercoagulabilité, 1'augmentation
de la wviscosit¢ sanguine et représente un marqueur d'instabilit¢é des Iésions
athérosclérotiques (Klein 2003). II a ét¢ démontré que la microalbuminurie est corrélée de
manicre significative avec diverses variables hémostatiques (Aso 2002). Des niveaux
circulants ¢élevés du facteur V et du facteur VII ont ét¢ documentés chez les patients
diabétiques avec complications vasculaires et avec ND, respectivement (Asakawa 2000).
Chez les sujets diabétiques de type 2, des niveaux élevés du facteur von Willebrand (vWF)
sont aussi associ€és a un risque accru de mortalit¢ macrovasculaire (Standl 1996), une

altération corrigée par un bon controle glycémique (Erema 2005).
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3.1 Nouveaux mécanismes pathogéniques de la ND

3.1.1 L’inflammation

Les patients avec insuffisance rénale, en plus de présenter divers facteurs classiques
de risque de MCV, présentent aussi des altérations reliées a I’'urémie et a la dialyse qui
peuvent générer une réponse inflammatoire. Si l'inflammation est associée aux maladies
rénales terminales (Stenvinkel 2003; Arici 2001), elle est aussi communément documentée
chez les sujets présentant une atteinte rénale modérée (Oberg 2004). L athérosclérose étant
un processus inflammatoire, 1’inflammation pourrait contribuer a I’augmentation de risque
cardiovasculaire observé chez les patients atteints de maladies rénales chroniques et la
mesure des marqueurs inflammatoires pourrait constituer, chez ces sujets, un facteur de
prédiction utile des MCV.

Outre les facteurs métaboliques et hémodynamiques, il a été récemment proposé
que I’inflammation puisse représenter un important mécanisme pathogénique de la ND

(Mora 2004, 2005; Navarro 2005; Festa 2000; Rivero 2009).

3.1.1.1 Marqueurs inflammatoires de la phase aigué

Les patients diabétiques de type 2 souffrant de néphropathie présentent une
¢lévation sérique importante de divers marqueurs inflammatoires de la phase aigué tel que
le fibrinogene, la protéine C-réactive (CRP) et I’amyloide A sérique (SAA) (Dalla Vestra
2005). Une augmentation des niveaux de ces marqueurs est aussi notée chez les sujets ayant
un épaississement de la membrane basale glomérulaire (MBG), une altération étroitement
associée aux lésions de glomérulopathie diabétique (Dalla Vestra 2005).

L’étude "Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology of Diabetes
Intervention and Complication” (DCCT/EDIC) a enfin rapporté une association entre les
niveaux plasmatiques de fibrinogene et I’albuminurie (Klein 2003) et le fibrinogene a été

identifi¢é comme un facteur de prédiction de la progression de la ND (Bruno 2003).
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Vingt & 65% des patients avec IR ont des niveaux élevés de CRP. Diverses études
ont examiné I’association entre CRP, microalbuminurie et fonction rénale. En 2003,
Stuveling et coll. ont pu établir chez 7,300 sujets sans néphropathie clinique ni diabéte, une
association entre les niveaux sériques de CRP et le risque de détérioration de la fonction
rénale, tel que mesuré par la mesure de clairance de la créatinine. Cette association restait
significative apres ajustement pour divers facteurs confondants. L association entre CRP et
microalbuminurie a été récemment confirmée chez 12,800 hommes et femmes participants
a I’é¢tude "National Health and Nutrition examination surveys" (NHANES). Fait intéressant,
cette étude démontre une augmentation de prévalence de la microalbuminurie chez les
sujets avec CRP ¢levée. Comme cette étude est transversale, elle ne permet cependant pas
d’établir une relation de cause a effet. (Kshirsagar 2008). Une association indépendante
entre albuminurie et CRP a aussi ét¢ mise en évidence chez les patients diabétiques de type

2 (Navarro 2003).

3.1.1.2 Molécules d’adhésion et chémokines

L’implication pathogénique de diverses molécules d’adhésion, comme ICAM-1 et
VCAM-1, dans le développement de la ND est suggérée par divers travaux. Ainsi, Chow a
documenté dans un modele de souris diabétiques db/db avec atteinte rénale, une
augmentation d’expression rénale d’ICAM-1 et a montré le role de cette molécule
d’adhésion dans l'infiltration et I’adhésion leucocytaire aux glomérules et tubules rénaux
ainsi que dans I’infiltration macrophagique (Chow 2005). D’un point de vue clinique, il a
été démontré que les patients diabétiques et atteints de ND avaient une augmentation des
niveaux d’ICAM-1 comparativement aux sujets sans atteinte rénale (Clausen 2000; Guler
2002). Enfin, une étude récente a démontré que I’'ICAM-1 était un marqueur de déclin de la
fonction rénale chez les patients diabétiques avec protéinurie (Camilla 2010). VCAM-1, un
marqueur de DE, montre pour sa part une augmentation de ses niveaux d’expression rénale
dans Dlinterstitium rénal de souris diabétiques (Ina 1999) et a une valeur prédictive de

progression de la ND (Goldberg 2009). Des études cliniques ont documenté une élévation
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des niveaux sériques de VCAM-1 chez les sujets avec ND (Lim 1999, Schmidt 1996,
Stehouwer 2002) et 1’étude prospective menée sur une période de 10 ans par Stehouwer a
documenté chez des patients diabétiques de type 2 une forte association entre VCAM-1 et

I’'UAE, avec une augmentation de risque de décés chez les sujets présentant des niveaux

¢élevés de VCAM-1 et de CRP.

Des ¢tudes faites sur I’animal ont en outre démontré que 1’accumulation et
I’activation macrophagique médiée par la protéine chémoattractante des monocytes-1
(MCP-1) sont des mécanismes critiques dans le développement précoce de la ND. Chez
I’humain, la 1ésion rénale associée au diabéte de type 2 est caractérisée par une
augmentation d’expression rénale de MCP-1 et cette altération est elle-méme associée au
recrutement macrophagique, a I’'UAE et aux Iésions tubulointerstitielles. Ces données
suggeérent que la production locale de MCP-1 pourrait-étre impliquée dans le
développement de ND (Banba 2000). Indépendamment des facteurs de risques traditionnels
de la ND, le MCP-1 apparait comme un facteur de prédiction précoce de la ND (Golderg
2009).

3.1.1.3 Cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires peuvent étre synthétisées dans le rein par les
cellules endothéliales, mésangiales, glomérulaires et tubulaires ¢épithéliales et sont
impliquées dans le développement et la progression de la ND. Le TNF-a est cytotoxique au
niveau glomérulaire et mésangial ainsi qu’au niveau des cellules épithéliales. 11 exerce des
effets nocifs directs sur la perméabilité de la barricre glomérulaire (MaCarthy 1998),
contribue a deux modifications importantes au cours de la phase initiale de ND, soit la
rétention sodique et 1'hypertrophie rénale (Dipetrillo 2003), favorise la production rénale de
ROS et induit des altérations hémodynamiques. L’interleukine-1 (IL-1) est pour sa part
impliqué dans la prolifération des cellules mésangiales et la synthése de la matrice, ainsi

que dans le développement d’anomalies hémodynamiques intraglomérulaires, liées a la
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synthése des prostaglandines (PG) par les cellules mésangiales (Royall 1989). L’IL-1
stimule aussi la synthése d’ICAM-1 et de VCAM-1 par les cellules endothéliales et induit
la syntheése et l'expression d’ICAM-1 par des cellules mésangiales et tubulaires (Park
2000). Des études in vitro, démontrent enfin que I’'IL-1 augmente, de fagon directe, la
perméabilité vasculaire des cellules endothéliales. L’IL-6 stimule pour sa part la
prolifération cellulaire au niveau mésangial, augmente I’expression de la fibronectine,
altere la synthése de la matrice extracellulaire au niveau mésangial et au niveau des
podocytes, et augmente la perméabilité endothéliale (Dalla Vestra 2005). Cette derniere
cytokine active aussi localement le systtme RAS. L’essentiel de la recherche effectuée sur
le r6le des cytokines pro-inflammatoires dans la ND a été mené sur le TNF-a. Des études
expérimentales ont montré que les macrophages incubés avec des MBG de rats diabétiques
sécrétaient plus de TNF-a que des macrophages incubés avec des MBG isolés de rats
normaux (Navarro 2006) et que l'expression rénale du TNF-a était augmentée chez les rats
diabétiques par rapport aux rats contréles (Nakamura 1993; Navarro 2005). Une corrélation
entre UAE, expression rénale du TNF-a et niveaux urinaires du TNF-a a aussi été rapportée
dans des mode¢les expérimentaux de ND (Navarro 2005, 2006). Enfin, il a ét¢ démontré que
I’augmentation d’excrétion urinaire du TNF-o chez le rat diabétique précédait le
développement de I'albuminurie (Kalantarinia 2003). D’un point de vue clinique, un certain
nombre d'études ont documenté une relation entre TNF-a et ND (Navarro. 1999, 2003,
2006, 2008). Dans une étude clinique visant a évaluer le réle du TNF-a dans la progression
de la ND, Navarro et coll. ont documenté une augmentation des niveaux urinaires de TNF-
a chez les sujets diabétiques par rapport aux sujets non diabétiques avec augmentation de
ce parameétre au cours de la progression de la ND (Navarro 2006). Fait intéressant, ce
chercheur a pu établir chez ces patients une relation indépendante entre 1’excrétion urinaire
de TNF-a et 'UAE. Récemment, Navarro et coll. ont aussi documenté chez les patients
avec ND une relation entre 1’expression mononuclée du TNF-a et de I’IL-6 et I’albuminurie

(Navarro 2008).
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Quant a d’autres cytokines pro-inflammatoires, notons que Navarro et son équipe
ont aussi démontré, chez le rat avec DN, une expression importante d’IL-6 dans le cortex
rénal, expression associée a une augmentation urinaire d’IL-6 (Navarro 2006). Suzuki a
pour sa part rapporté chez les patients avec ND une expression génique accrue d’IL-6 au
niveau glomérulaire et interstitiel et a documenté une association entre I’expression rénale
de cette cytokine et les altérations de prolifération et d’expansion au niveau mésangial
(Suzuki 1995). Navarro a finalement aussi récemment démontré que I’IL-6 était un facteur
de prédiction puissant de la progression de la ND et qu’il y avait une association
significative entre les niveaux d’IL-6 et I'épaississement de la MBG (Navarro 2008).

A noter que dans des modéles expérimentaux de ND, la production rénale élevée d’IL-1 a
été reliée a I'expression subséquente des facteurs chimiotactiques et de molécules

d'adhésion.

3.1.1.4 Facteur de transcription NF-xB

Le facteur de transcription NF-kB régule de nombreux geénes potentiellement
Impliqués dans la progression de la maladie rénale, dont les genes codants pour les
cytokines, les chémokines comme le MCP-1 et le "Regulated on activation normal T-cell
expressed and secreted chemokine" (RANTES). (Guijarro 2001; Wang 1999; Zoja 1998)
Ainsi que d’autres effecteurs de la réponse immunitaire innée. Mezzano et coll. ont montré
que, chez les sujets avec ND, le NF-«B est activé dans les cellules tubulaires, glomérulaires
et interstitielles, une forte augmentation d’expression de MCP-1 et de RANTES étant
observée principalement dans les cellules tubulaires (Mezzano 2004). La protéinurie et
I'AIl ont toutes deux €té impliquées dans I’activation du NF-kB (Mezzano 2004). Gémez-
Garre et coll. ont, pour leur part, étudié 'activation rénale du NF-xB chez des rats chez qui
une protéinurie était induite par administration d’albumine bovine sérique (BSA) et la
modulation de cette protéinurie par administration d’inhibiteurs de I’All et de 1'ET-1. Ils

ont pu observer au niveau rénal une atrophie tubulaire avec infiltration de cellules
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mononuclées et une augmentation de l'activation du NF-«xB, la forme active du NF-kB étant
principalement localisée dans les tubules proximaux et les cellules interstitielles
mononuclées, et moindrement exprimée dans les glomérules (Goémez-Garre 2001).
L'administration d’un inhibiteur de I’enzyme de conversion de I’All et/ou d’un bloqueur
des récepteurs A et B de I'ET (ETA/ETB) a permis de réduire la protéinurie et les 1ésions
rénales et a induit une diminution marquée de I’activité du NF-kB. Fait intéressant, cet effet
était nettement plus important lors de l'administration simultanée des deux médicaments

que lors de I’administration d’un seul médicament (Gémez-Garre 2001).

En conclusion, trois observations majeures supportent le concept que I’inflammation
puisse étre un facteur impliqué dans le développement et 1’évolution de la ND:
1) Les niveaux sériques et urinaires de divers marqueurs inflammatoires sont plus élevés
chez les sujets atteints de ND de type 2 avec protéinurie par rapport aux sujets
normoprotéiniques (Navarro 2003).
2) Les marqueurs inflammatoires sont associ¢s de maniére indépendante a la protéinurie de
24h (Dalla 2005; Lee 2005) et les niveaux urinaires de ces marqueurs constituent des
facteurs de prédiction de la protéinurie de 24h chez les patients atteints de ND (Mezzano

2004; Kalantarinia 2003; Hartner 2005).

3) Des polymorphismes au niveau de génes codant pour des cytokines inflammatoires et
des chémokines ont ¢té¢ détectés chez les sujets atteints de ND et, chez ces derniers,

I’expression rénale de chémokines a été corrélée avec la protéinurie (Mezzano 2004; Morii

2003; Ruiz-Ortega 2006).

La corrélation entre marqueurs inflammatoires urinaires, I’activation rénale du NF-
KB et ’augmentation d’expression rénale de molécules pro-inflammatoires chez les patients
atteints de ND sont autant de données suggérant fortement un role pathogénique de

I’inflammation rénale dans la ND.
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3.1.2 Activation des systemes RAS et ET et inflammation rénale

3.1.2.1 Biosynthése de P’ET

Le systtme de ’ET consiste en une famille de peptides de 21 acides aminés
possédant des propriétés vasoconstrictives. Il existe 3 isopeptides, soit ET-1, 2, et 3, chacun
étant codé par un gene distinct et ayant des distributions tissulaires spécifiques. Des 3, ET-1
est ’isoforme endothélial majeur et le seul a étre exprimé en tant que protéine dans le rein
humain. L’ET-2 et ’ET-3 différent de I’ET-1 respectivement par 2 et 6 acides aminés
(Simonson 1993). L’ET-1 est localisé majoritairement au niveau vasculaire et rénal.

Outre les cellules endothéliales, plusieurs autres types cellulaires au niveau vasculaire et
rénal synthétisent ce peptide, incluant les cellules musculaires lisses, mésangiales,

épithéliales glomérulaires et tubulaires (Simonson 1993; Edwards 1990; Sorokin 2003).

Le produit du géne codant pour I’ET-1 est la pré-proendothéline constituée de 212
acides aminés. Celle-ci est clivée en BIG ET-1 de 38 acides aminés qui est en large parts
inactive biologiquement. L’ET-1 active, de 21 acides aminés, est formée par clivage
enzymatique de la BIG ET-1 par les enzymes de conversion de ’ET (ECE) dont existent
sept isoformes a savoir : ECE-1la,-1b,-1c,-1d,-2a, 2b- et -3. Une autre voie de biosynthese
implique des chymases dérivées des mastocytes et des cellules musculaires lisses et génére

un peptide de 31 acides aminés (Figure 2).
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Figure 2: Biosynthese de I’ET-1
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La synthése d’ET-1 sous forme active est controlée a plusieurs niveaux. Les
mécanismes impliqués dans cette régulation sont la transcription génique, la stabilisation de
I’acide ribonucléique messager (ARNm) et I’activit¢ de ’ECE. La transcription du géne
codant pour I’ET-1 est induite par de nombreux stimuli tels les substances vasoactives, les
facteurs de croissance, les cytokines, les agonistes des récepteurs couplés a la protéine G et
les ROS (Sorokin 2003). La libération d’ET-1 est stimulée sous I’action de
vasoconstricteurs tels I’ All et la vasopressine, de la thrombine, de cytokines incluant I’'TL-1,
le TNF-a et le TGF-B, de divers facteurs physico-chimiques comme le "shear stress" et
I’hypoxie, ainsi que par des médicaments comme la cyclosporine. La production d’ET-1 est
régulée négativement par les vasodilatateurs et les cestrogénes (Hocher 1997). L’ET-1
exerce ses effets biologiques en se liant a deux types distincts de récepteurs soit les
récepteurs de type A (ETA) et les récepteurs de type B (ETB) Ces récepteurs sont couplés a
des protéines G et leur distribution tissulaire, particuliérement au niveau rénal est connue

grace a 'utilisation d’antagonistes spécifiques. L’ETA et I’ETB co-existent en abondance
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dans les artérioles du cortex rénal, les glomérules, les vasa recta et les tubes collecteurs de
la couche profonde de la médullaire (Dhaun 2006). L’affinité du récepteur ETA est plus
¢levée pour ET-1 et ET-2 que pour ET-3, et il est surexprimé par les cellules musculaires
lisses. L’affinit¢é du récepteur ETB, préférentiellement exprimé par les cellules
endothéliales, est identique pour les différentes isoformes de I’ET (Simonson 1993; Dhaun
2006). Classiquement, la liaison de ’ET-1 au récepteur ETA du muscle lisse vasculaire
explique les effets vasoconstricteurs et mitogéniques du peptide tandis que sa liaison a
I’ETB endothélial est a 1I’origine d’un effet vasodilatateur transitoire par libération de NO et
de prostacycline. L activation des récepteurs ETB médie aussi I’inhibition de la croissance
et de I’inflammation et a ce titre antagonise de manicre efficace les effets des récepteurs

ETA.

3.1.2.2 Effets biologiques de ’ET au niveau vasculaire et rénal

Au niveau vasculaire, ’ET exerce ses effets biologiques en se liant aux ETA
exprimés a la surface des cellules musculaires lisses et aux ETB principalement exprimés
par les cellules endothéliales et les macrophages. L’activation d’ETA induit une
augmentation de calcium intracellulaire et la vasoconstriction, stimule la prolifération et la
migration cellulaire. L’activation d’ET-B au niveau endothélial induit un état de
vasodilatation par libération de NO, de prostacycline et d’adrénomédulline. Au niveau
vasculaire, I’ET-1 stimule aussi I’expression d’interleukines par les monocytes, augmente
I’agrégation plaquettaire, stimule et potentialise I’effet de divers facteurs de croissance tel
le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de croissance de
transformation (TGF), accroit la synthése d’acide deoxyribonucléique (DNA) et de
protéines et favorise la progression du cycle cellulaire (Nord 1996; Sasser 2007).

Au niveau du systéme rénal, I’ET exerce ses effets biologiques en se liant aux ETA
exprimés a la surface des cellules mésangiales glomérulaires et aux ETB principalement
exprimés au niveau du systeme collecteur. L’activation des ETA par I’ET induit au niveau

rénal une réduction du flux sanguin et de la perfusion rénale et une réduction du TFG par
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contraction mésangiale. L’activation de I’ETA au niveau rénal stimule en outre
I’accumulation de protéines de la matrice et la prolifération des cellules mésangiales et
induit dés lors la fibrose interstitielle. L’activation d’ETB semble pour sa part induire un
effet de vasodilatation rénale et de stimulation de la natriurése (Ono 1998; Dhaun 2006;
Feldstein 2007). La signalisation intracellulaire dépend des types cellulaires exprimant ces
récepteurs. Au niveau des cellules musculaires lisses, ’activation d’ETA induit une
augmentation de la concentration intracellulaire de calcium. L’ETA stimule Ia
phospholipase A2, la phospholipase D et la PKC (Nord 1996). L’effet mitogénique et de
remodelage vasculaire induit par I’ET-1 implique I’activation de la PKC et aussi des
"mitogen-activated protein kinase" (MAPK) (Simonson 1992). Ces voies de signalisation
favorisent également la transcription de génes codants pour des protéines de la matrice
extracellulaire, notamment par les cellules mésangiales et musculaires lisses (Gomez-Garre
1996). L’activation de I’ETB favorise 1’augmentation de la "guanosine monophosphate
cyclique" (¢<GMP) par I’induction du NO, qui dépend pour sa part de la libération de Ca2"
intracellulaire (Owada 1994). En revanche, I’activation de I’ETA, inhibe I’induction de la
synthase inductible se 1’oxyde nitrique (iNOS) et par la suite la synthese du NO (Beck
1995; Hirahashi 1996). Les effets biologiques de I’ET-1 au niveau rénal sont résumés dans
le tableau I.

Tableau I ; Effets de ’ET-1 au niveau rénal chez I’animal

Action de I’ET-1 dans le rein-études animales

Récepteur ET-A Récepteur ET-B
Vasoconstriction rénale.....................cccoeeenenene. Vasodilatation rénale
Vasoconstriction corticale...............ccooevviiiininnn. Vasodilatation médullaire
Constriction de Iartériole afférente ....................... Constriction de I’artériole afférente
Dilatation de I’artériole efférente.......................... Dilatation de I’artériole efférente
Contraction des cellules mésangiales...................... Natriurése

Prolifération des cellules mésangiales
Accumulation de matrice extracellulaire

Fibrose interstitielle

Dhaun N et al. J Am Soc Nephrol 17:943-955, 2006.
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3.1.2.3 Role de ’ET-1 dans la pathophysiologie rénale

La libération rénale de I’ET-1 peut occasionner des altérations par deux
mécanismes. Premic¢rement, I’ET-1 peut induire une constriction au niveau des capillaires
péritubulaires, responsables de dommages hypoxiques dans les tubules proximaux. A son
tour, I’hypoxie stimule 1I’expression d’ET-1 et favorise la production d’ET-1 par les cellules
¢épithéliales tubulaires. Ensuite, I’ET-1 peut favoriser l'accumulation de cellules
inflammatoires et stimuler la synthése de la matrice extracellulaire (Gomez-Garre 2001).
L’étude approfondie de I’effet vasoconstricteur de ’ET au niveau rénal a démontré si ’ET-
1 contracte les artérioles afférentes et efférentes, 1’effet vasoconstricteur de I’ET est plus
important dans les artérioles afférentes que dans les artérioles efférentes (Edwards 1990).
Les ¢tudes menées avec des antagonistes des récepteurs de I’ET ont pour leur part montré
que la vasoconstriction au niveau cortical est médiée par I’ETA, alors que la vasodilatation
au niveau médullaire est médiée par ’ETB (Dhaun 2006). D’autre part, des études in vitro
ont montré que I'antagonisme combiné des récepteurs ETA/ETB est nécessaire pour abolir
completement les effets vasoconstricteurs d'ET-1 sur l'artériole afférente, suggérant que
I’implication des deux types de récepteurs, soit ETA et ’ETB, dans cette effet. Par contre,
il semble que 1’antagonisme des récepteurs ETA puisse induire, a lui seul, un effet
vasodilatateur de l'artériole efférente, un effet renforcé par le blocage des récepteurs ETB.
Ces données suggerent que I'ET-1 puisse moduler le tonus de I’artériole efférente via le
récepteur ETA et induire ses effets vasodilatateurs via le récepteur ETB (Inscho 2005).

Les études cliniques supportent le réle du systeme de I’ET dans le développement de
la protéinurie chez les patients avec atteintes rénales. Ainsi, un niveau ¢levé d’ET-1 au
niveau rénal a été associé a la protéinurie (Lehrke 2001) et un effet anti-protéinurique des
antagonistes sélectifs des ETA a été rapporté (Benigni 1995). Wenzel a pour sa part
démontré que I’administration pendant 12 semaines d’avosentan, un bloqueur non sélectif
des récepteurs de I’ET, induisait une réduction dose-dépendante de la protéinurie chez des
sujets diabétiques (Wenzel 2009). Ces résultats ont récemment été confirmés par Mann

dans un large échantillon comprenant 1392 participants avec ND (Mann 2010).
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Les mécanismes par lesquels une production accrue d’ET-1 au niveau rénal induit
une augmentation de la protéinurie incluent une augmentation de la pression capillaire
glomérulaire et de la perméabilité glomérulaire avec filtration excessive des protéines
(Benigni 1995). A ce titre, il a été postulé par certains qu’un des mécanismes responsables
de I’effet antiprotéinurique des bloqueurs des récepteurs de ’ETA puisse étre reli¢ a des
modifications hémodynamiques glomérulaires avec une diminution de la pression capillaire
glomérulaire (Jafar 2003). Des dommages au niveau des podocytes dans le rein sous
I’action de ’ET-1 sont aussi incriminés dans le développement de la protéinurie en réponse
a une production accrue d’ET-1 dans le rein (Morigi 2005).

La filtration excessive des protéines au niveau glomérulaire induit une réabsorption
massive des protéines au niveau des cellules tubulaires proximales, un stimulus important
de la production d’ET-1 (Zoja 1995). Par ses effets inflammatoires et profibrotiques, I’ET-1
apparait comme un facteur clé de la progression des maladies rénales chroniques (Remuzzi
1998). L’activation de I’ET-1 au niveau de I’interstitium favorise la prolifération des
fibroblastes, stimule la production de la matrice extracellulaire, stimule [’attraction
monocytaire, induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de facteurs de
croissance et enfin contribue au remodelage et a la fibrose interstitielle (Dhaun 2006). Les
¢tudes faites dans des modéles animaux démontrent que les antagonistes des récepteurs de
I’ET-1, indépendamment de tout effet sur la tension artérielle, ralentissent la progression de
la maladie rénale, diminuent I’accumulation de collagene et les dépots de la matrice
extracellulaire, et réduisent la progression de I'insuffisance rénale Cet effet semble plus
marqué avec les bloqueurs spécifiques de I’ET-1 qu’avec les bloqueurs non spécifiques

(Dhaun 2006).

3.1.2.4 L’inflammation comme médiateur des effets néfastes de I’All et de PET sur la

fonction rénale

L'All, le principal peptide du RAS, joue un role important dans la pathogenése des
maladies rénales reliées au diabéte (Ruiz-Ortega 2001, 2003). Ce peptide, dont la synthése
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est stimulée par I’hyperglycémie, exerce en effet de multiples effets hémodynamiques, mais
aussi trophiques, inflammatoires et profibrotiques sur les cellules rénales (Hernandez-Presa
1997). Ainsi, il induit l'activation des cellules endothéliales glomérulaires et des cellules
mésangiales et la migration des cellules inflammatoires dans le rein, un processus médié
par l'augmentation d’expression des molécules d'adhésion, des cytokines et des chémokines
(Ruiz-Ortega 2001). Il augmente aussi, via le récepteur de type 1 de ’angiotensine (AT-1),
I’expression de nombreux genes pro-inflammatoires, tel que VCAM-1, ICAM-1, IL-6 et
MCP-1, effet impliquant ’activation de plusieurs systémes de signalisation intracellulaire,
tel que le NF-kB, les MAPK, les protéines "Ras homology" (Rho) et les voies sensibles au
stress oxydatif (Ruiz-Ortega 2006). Par son effet vasoconstricteur sur 1’artére efférente,
I’ AIl entraine une élévation de la pression capillaire glomérulaire avec augmentation de la
perméabilité de la membrane glomérulaire et fuite de protéines (Imanishi 1999).

Dans la néphropathie diabétique, la synthése accrue d'All est associée a la
présence des cellules inflammatoires infiltrées, l'activation du facteur de transcription NF-
kB et la surexpression de geénes pro-inflammatoires (Mezzano 2004). Les premiers travaux
reliant P’activation du NF-«xB au RAS ont montré en fait une activation du gene de
I’angiotensinogéne par NF-kB et non pas I’inverse. Arendshorst et Lee ont étudié cette
activation dans des études de liaison in vitro et des études de transcription in vivo
(Arendshorst 1999; Lee 1994). Leurs résultats ont permis de classer 1’angiotensinogéne
comme un ¢lément de réponse inflammatoire dans la phase aigue régulée par le facteur NF-
«kB. In vivo, I'All active le NF-kB rénal, un effet partiellement diminué par les antagonistes
AT1 ou AT2 et totalement supprimé par la combinaison des 2 antagonistes des récepteurs
ou par des inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IECA). A noter que I’activation du NF-
kB est médiée par les récepteurs AT-1 et AT-2 dans les cellules mésangiales, par AT1 dans
les cellules tubulo-épithéliales, et enfin, par AT2 dans les cellules endothéliales (Ruiz-
Ortega 2001; Wolf 2002).

Une interaction asymétrique existe entre I’All et I’ET-1. En effet, ’ET-1 inhibe la

production de rénine et donc indirectement celle d’All, alors qu’au contraire, I’ All stimule



27

la production d’ET-1 au niveau endothélial ou des cellules mésenchymateuses (Spatz
1994). A noter que I’AIl et PET-1 partagent certains effets hémodynamiques rénaux et
stimulent tous deux la prolifération cellulaire et la synthése de protéines de la matrice
extracellulaire. Il a été démontré que la perfusion prolongée d’All chez le rat augmente la
concentration rénale d’ET-1 (Rajagopalan 1997) et que la perfusion d’All chez des sujets
sains augmente la concentration plasmatique d’ET-1 (Jilma 1997). Ces données suggerent
une implication de ’ET-1 dans les effets de I’ AIl, un postulat supporté par 1’effet inhibiteur
des IECA sur la production rénale d’ET-1 (Largo 1997).

Diverses données supportent donc un rdéle pathogénique de I’activation du systéme
RAS et de I’ET dans I’inflammation rénale associée a la ND (Mezzano 2003; Lee 1994).
1) dans la ND, les composantes des systetmes RAS et de I’ET sont modifiées avec
production rénale ¢élevée d’All et d’ET-1 et induction de facteurs pro-inflammatoires (Ruiz-
Ortega 2000, 2001, 2003, 2006; Sasser 2007; Edwards 1990).
2) ’activation des voies de signalisation des systemes RAS et ET induit 1’expression rénale
de diverses molécules inflammatoires (Gomez-Garre 1997; Dhaun 2005; Simonson 1993).
3) le blocage pharmacologique des systtmes RAS et de I’ET réduit efficacement
I’inflammation rénale et la protéinurie chez I’animal (Sasser 2007; Muller 2000; Rossing
2003; Benigni 1996) et chez les patients avec ND (Andress 2009; Dhaun 2009; Wenzel
2009). Dans la ND de type 2, il a aussi ét¢ démontré que les bloqueurs des récepteurs de

I’ All réduisaient 1’induction du NF-«xB et de certains facteurs inflammatoires.

4.1 Stratégie thérapeutique existante de la ND

Le blocage du systeme RAS constitue I’approche thérapeutique majeure dans la ND.
Plusieurs études cliniques ont documenté de maniere extensive les effets rénoprotecteurs
des IECA et des BRA dans la ND (Figure 3). Ainsi, ’étude RENAAL a démontré une
diminution de la protéinurie de 50% chez des patients diabétiques de type 2 suite a

I’administration d’un BRA (Brenner 2001). Les effets rénaux et cardiovasculaires des BRA
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chez les patients diabétiques et hypertendus ont aussi été évalués dans 1’é¢tude "The
Program for Irbesartan Mortality and Morbidity Evaluation" (PRIME), elle-méme se
composant de deux larges études : I’étude "Irbesartan Diabetic Nephropathy Trial" (IDNT)
et "Irbesartan in Patients with Type 2 Diabetes and Microalbuminuria" (IRMA). L’étude
IDNT avait pour but d’évaluer I’efficacité¢ d’'un BRA, I’irbesartan, a ralentir la progression
de la ND. Le critére principal de jugement était le délai de survenue d’un éveénement
combiné, le doublement de la créatinine plasmatique, 1’insuffisance rénale terminale et le
déces de toutes causes. Les résultats de cette étude ont montré que I’irbesartan réduisait le
délai de survenue du doublement de la créatinine plasmatique et de I’insuffisance rénale
terminale de 23%. Il réduisait en outre de 50% la protéinurie par rapport au placebo.
L’étude IRMA a pour sa part démontré 1’efficacité de l'irbesartan a prévenir de maniére
efficace le développement de la protéinurie clinique chez les patients diabétiques de type 2,
hypertendus et micro-albuminuriques.

L’effet rénoprotecteur des IECA dans la ND a également été bien documenté. A titre
d’exemple, I’étude de Ravid et coll. a démontré que I’enalapril réduisait I’'UAE, le risque de
détérioration de la fonction rénale et diminuait de 42 % le risque de progression vers la

protéinurie (Ravid 1996).



Figure 3 : Effets néphroprotecteurs des BRA dans le diabéte type 2
Etude Type Médicament’ Durée | Cible TA Résultats
(mmHg)

IRMA Irbesartan 150 mg Protéinurie clinique : Placebo 14.9%,
(n-590) R.DA.PC | Irbesartan 300 mg 2 135/85 Irbesartan 150 mg 9.67%, Irbesartan
Placebo ans 300 mg 5.2%.

(p<0.001 pour Irbesartan 300 mg vs
Placebo, p=0.08 pour Irbesartan 150
mg vs Placebo).
MARVAL Valsartan 80-160 mg UAE réduite de 44% par Valsartan et
(n=332) R.DA.AC | Amlodipine 5-10 mg 0.5 135/85 8% par Amlodipine (p<0.001).
ans
IDNT Irbesartan 75-300 mg Irbesartan réduit le risque du critere
(n=1715) | R.DA.PC | Amlodipine 2.5-10 mg 2.6 135/85 | principal de jugement® vs Placebo
Placebo ans (RR=0.81.95% CI 0.67-0.99)
et Amlodipine (RR=0.76. 95% CI 0.63-
0.92). Amlodipine ne differe pas de
Placebo (RR=1.07. 95% CI 0.89-1.29).
RENAAL | R.DA.PC | Losartan 50-100 mg Losartan réduit le risque du critere
(n=1513) Placebo 34 140/90 | principal de jugement®* vs Placebo
ans (p<0.02).
AC=active-contrélée, DA=double aveugle, PC=placebo-controlée, Randomisé.
' Agents antihypertenseurs additionnels; a part les IECA, les BRA et les bloqueurs de canaux calciques peuvent-étre inclus.
2 Doublement de la créatinine plasmatique basale, survenue de l'insuffisance rénale terminale ou décés de toutes causes
3 Doublement de la créatinine plasmatique sérique, survenue de l'insuffisance rénale terminale ou décés.

Il a été suggéré par certains chercheurs que le double blocage du systéme RAS par un BRA
et un [ECA puisse exercer, chez les patients avec ND, un effet néphroprotecteur et anti-
protéinurique supérieur a celui exercé par un seul agent (Rossing 2003). L’étude
ONTARGET "Ongoing Telmisartan Alone and in Combination with Ramipril Global
Endpoint Trial" a évalué I’impact du telmisartan et de la combinaison telmisartan/ramipril
par rapport au ramipril seul dans une population a haut risque de maladie vasculaire. Les
résultats de cette ¢tude ont démontré que D’effet du telmisartan est équivalant,

comparativement au ramipril et qu’il n'y a pas de bénéfice a combiner les deux classes

Coyle JD et al Ann Pharmacother 38, 1731-1738, 2004.

thérapeutiques en raison d’une majoration des effets indésirables (Liebson 2009).
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5.1 Nouvelle stratégie thérapeutique de l1a ND

5.1.1 Antagonistes des récepteurs ETA / ETB

L’efficacité des antagonistes des récepteurs de I’ET a été testée dans des modeles
expérimentaux de ND. Plusieurs études précliniques et cliniques indiquent que les
antagonistes des récepteurs de I’ET exercent des effets anti-protéinuriques et
néphroprotecteurs. Ces effets semblent impliquer une restauration de la structure et fonction
podocytaire et capillaire et une stimulation de 1’angiogenése, effets vasculaires semblant
impliquer I’activation du VEGF par le NO (Barton 2008).

Chez le rat diabétique, il a ét¢ démontré que les antagonistes sélectifs des récepteurs
de ’ETA, ainsi que les antagonistes combinés des récepteurs ETA/ETB inhibaient la
vasoconstriction rénale et réduisaient de maniére significative la protéinurie,
I’augmentation d’expression des protéines de la matrice et la glomérulosclérose (Sasser
2007). Dans un modele expérimental de rejet chronique en post transplantation rénale,
Braun a pu montrer que I’administration d’un antagoniste sélectif des récepteurs de ’ET-1,
le LU135252, induisait une diminution de la protéinurie ainsi qu’une amélioration de la
filtration glomérulaire et de la survie. Ces résultats encourageants pourraient déboucher sur
une nouvelle option thérapeutique dans le contexte de rejet rénal (Braun 1999).

Testé dans un modéele expérimental de néphrite proliférative chez le rat, le bosentan
réduit le développement de la protéinurie, améliore la fonction rénale, normalise le profil
lipidique (cholestérol et triglycérides) et diminue significativement I’atteinte structurale
glomérulaire (Gomez Garre 1996). Des résultats similaires ont €té obtenus dans un mode¢le
expérimental de néphrite a complexes immuns ou le quinapril, un IECA, réduit la
protéinurie et les 1ésions morphologiques et améliore la fonction rénale. Cet effet bénéfique
des IECA pourrait étre un résultat de la modulation de la production locale d'AIl et ET-1
(Ortega 1997). Récemment, une étude expérimentale menée chez des souris avec ND
accélérée a évalué les effets anti-protéinurique et rénoprotecteur de l'avosentan un

antagoniste non sélectif des récepteurs de I’ET. Les résultats de cette étude ont démontré
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une réduction significative de la protéinurie avec amélioration de la fonction rénale et
réduction de I'expression génique des récepteurs ETA et ETB (Watson. 2010). Enfin, une
¢tude réalisée par Wenzel et coll. sur 286 sujets atteints de ND et traités par BRA ou IECA
a démontré que 1’administration pendant 12 semaines de 1’avosentan, induisait une
réduction dose-dépendante de la protéinurie chez ces sujets (Wenzel 2009). Ces résultats
ont récemment ¢été confirmés par Mann et coll. dans une large étude comprenant 1392

participants avec ND (Mann 2010).

5.1.2 Antagonistes sélectifs des récepteurs de P’ETA

Dhaun et coll. ont testé 1’effet anti-protéinique aigu de bloqueurs sélectifs des
récepteurs ETA par infusion de BQ-123 a des sujets atteints des maladies rénales
chroniques, non diabétiques. Ces chercheurs ont montré une réduction de 30% de
I’excrétion urinaire des protéines aprés 240 min d’infusion (Dhaun 2009).

Une étude clinique randomisée a enfin évalué Deffet anti-protéinurique de
I’atrasentan, un bloqueur sélectif des récepteurs ETA, chez 11 sujets diabétiques de type 1
avec néphropathie clinique. Les résultats de cette étude ont eux aussi démontré que
’atrasentan réduisait significativement 1’albuminurie par rapport au placebo. Ce résultat
était indépendant du flux sanguin rénal et du TFG (Andress 2009).

A noter que certaines études sont actuellement en cours sur I’effet anti-protéinurique
de certains bloqueurs sélectifs des récepteurs ETA. Ces études incluent 1’étude
NCT00920764 qui teste I’effet anti-protéinurique de 1’atrasentan chez des patients avec ND
traités par les inhibiteurs du systéme rénine angiotensine et I’étude NCT00817037 portant
sur D’effet du sitaxentan sur la réduction de la protéinurie, de la TA et la progression des

maladies rénales chroniques.
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1.1 Modz¢le conceptuel et hypothéses de recherche

1.1.1 Mode¢le conceptuel

Le projet, tel qu’initialement propos¢, avait pour but d’évaluer I’effet de
I’administration simultanée du BRA et du bosentan, un bloqueur non spécifique des
récepteurs de I’ET, sur I’inflammation et la fonction rénale chez des sujets diabétiques de
type 2 avec ND.

Dans ce projet, la variable indépendante principale ¢étudiée était le traitement
médicamenteux  c'est-a-dire  bosentan/placebo et la variable intermédiaire était
I’inflammation rénale représentée par a) le TNF-a urinaire et b) les niveaux plasmatiques et
urinaires de divers marqueurs inflammatoires. La variable dépendante était pour sa part la
fonction rénale représentée par la protéinurie de 24h et le TFG. L’age, 1’hémoglobine
glyquée (HbAI1C) et la tension artérielle (TA), pouvaient constituer des variables

confondantes.

Figure 4 : Mod¢le conceptuel de 1’étude

Variable Indépendante Variable Intermédiaire Variable Dépendante

\ 4

\ 4

Traitement médicamenteux: Inflammation rénale : Fonction rénale :

Bosentan/Placebo - TNF-a Urinaire -TFG

- Niveaux plasmatiques et urinaires de - Protéinurie de 24h

divers marqueurs inflammatoires

\ 4

Variables confondantes

- Age

- Hémoglobine glyquée

A

- Tension artérielle:

(Systolique et Diastolique)
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1.1.2 Hypotheses de recherche

Les hypotheses de recherche formulées initialement étaient les suivantes.

1.1.2.1 Hypothése principale:

Les patients atteints de ND sous traitement combiné par BRA et bosentan ont une
réduction plus forte de I’inflammation rénale et une amélioration plus importante de la

fonction rénale par rapport a ceux traités uniquement par BRA.

1.1.2.2 Hypothéses spécifiques:

H1- Les patients atteints de ND recevant un traitement conjoint par le bosentan et les BRA
ont un niveau de TNF-a urinaire inférieur a celui des patients traités uniquement par BRA.
H2- Les patients atteints de ND recevant un traitement conjoint par le bosentan et les BRA
ont des niveaux plasmatiques et urinaires de facteurs inflammatoires inférieurs a ceux des
patients traités uniquement par des BRA.

H3- Les patients atteints de ND recevant un traitement conjoint par le bosentan et les BRA
ont un taux de protéinurie de 24h inférieur a celui des patients traités uniquement par BRA.
H4- Les patients atteints de ND recevant un traitement conjoint par le bosentan et les BRA

ont un TFG supérieur a celui des patients traités uniquement par BRA

1.2 Stratégie de recherche

1.2.1 Devis de recherche

La stratégie choisie est I’expérimentation provoquée. Le devis est de type pré-test,
post-test avec groupe témoin aléatoire. L’¢tude vise a étudier 1’effet d’une variable
indépendante, le bosentan, sur la réduction de I’inflammation rénale (variable

intermédiaire) et sur I’amélioration de la fonction rénale (variable dépendante).
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Trente-six patients diabétiques de type 2 atteints de néphropathie clinique traités par les
BRA seront recrutés et randomisés en double aveugle: le groupe expérimental recevra le
bosentan pendant 16 semaines a la dose de 62.5 mg (2 fois par jour, matin et soir) pendant 4
semaines suivi par une dose de 125 mg (2 fois par jour, matin et soir) pendant 12 semaines.
Le groupe contrdle recevra pour sa part un placebo.

Les patients ¢ligibles auront une protéinurie de 24h d’au moins 300 mg/24h et un niveau de

clairance de la créatinine > 30ml/min.

Figure 5: Le devis de recherche.

Bosentan

t0s t8s t16s
— 01 X 02 03

— 01 02 03

O1 : représente I'évaluation pré-test a 0 semaines.
O2 : représente la premiere évaluation post-test a 8 semaines.
O3 : représente la deuxiéme évaluation post-test a 16 semaines.

X0

représente la randomisation.
X: représente l'intervention a I'étude, (le traitement par le bosentan).
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1.2.2 Validité de la stratégie de recherche

1.2.2.1 Biais liés a la validité interne :

e Biais de mortalité expérimentale : biais occasionné par des taux d’abandon
différents.Application du principe de "l'intention-to-treat" signifiant que tous les
participants de I’étude seront inclus dans 1’analyse finale comme faisant partie du groupe

auquel ils ont été randomisés.

1.2.2.2 Biais liés a la validité externe :

e Biais d’interaction entre les différentes composantes d’une intervention : ce

biais a été éliminé par I’introduction du placebo.

1.3 Planification opérationnelle de la recherche

1.3.1 Définition et sélection de la population a I’étude

1.3.1.1 Population cible

La population a 1’étude est constituée de patients diabétiques de type 2 atteints de
néphropathie clinique traités par BRA. Apres recrutement, ces sujets sont randomisés en
double aveugle pour recevoir soit un placebo soit le bosentan. Il est prévu que le
recrutement des sujets se fasse principalement via les cliniques de protection rénale du
Centre Hospitalier de I’Université de Montréal (CHUM). La participation d’autres cliniques
comme celles d’endocrinologie du CHUM sera sollicitée. Les patients éligibles présentant
les critéres d’inclusion et ne démontrant aucun critére d’exclusion seront inclus dans

I’étude.
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1.3.1.2 Criteres d’inclusion

Hommes et femmes dont I’age est > 18 ans ayant un poids corporel > 40 kg,
Femmes non enceintes, stérilisées chirurgicalement, post-ménopausées ou avec
infertilit¢ documentée, ou femmes a potentiel de procréation utilisant des dispositifs
contraceptifs intra-utérins,

Patients diagnostiqués diabétiques de type 2 atteints de néphropathie clinique
documentée ayant une protéinuriec de 24h d’au moins 300mg/24h et traités par
BRA,

Patients dont la clairance de créatinine est > 30ml/min,

Patients présentant un état médical stable durant une période de 3 mois précédant le
recrutement et n’ayant subi aucune modification de leur thérapeutique
médicamenteuse depuis ce temps,

Patients chez qui un consentement écrit et éclairé a été obtenu.

1.3.1.3 Critéres d’exclusion

Patients ayant des antécédents médicaux de maladies pulmonaires obstructives
chroniques sévéres, d’insuffisance cardiaque ou présentant une maladie
coronarienne instable dans les 12 derniers mois.

Patients dont les taux d’hémoglobine (Hb) ou d’hématocrite sont inférieurs a 30%
des valeurs normales.

Patients présentant des désordres hépatiques ou des niveaux d’enzymes hépatiques
(AST et/ou ALT) supérieurs a la limite normale,

Patients dont la tension artérielle systolique est < 110mm Hg,

Patients ayant des niveaux d’albumine plasmatique < 30g/L,

Patients atteints de cancers, d’infections aigu€s ou de maladies inflammatoires
chroniques,

Patients dont la clairance de la créatinine est < 30ml/min,
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e Patients traités par anti-inflammatoires (excepté statines et faible dose (80mg)
d’aspirine) ou par anticoagulants,

e Patientes enceintes ou qui allaitent,

e Patients traités par bloqueurs de récepteurs de DI’ET, inhibiteurs de la
phosphodiestérase type 5 ou inhibiteurs de la calcineurine dans les 2 mois précédant
I’étude. Patients traités par des prostanoides, du fluconazole ou du glibenclamide,

e Patients ayant une hypersensibilit¢ documentée au bosentan.

1.3.1.4 Echantillon

La taille de l'échantillon a été calculée pour fournir une puissance statistique
suffisante lors du test des différences entre les 2 groupes (bosentan/placebo) a 0 et 16
semaines.

Les calculs de la taille d’échantillon ont été déterminés par les parameétres suivants :

1. Mise en évidence d’une différence cliniquement significative de 10% de la valeur
moyenne a la base pour le TNF-a urinaire et de 15 % pour la protéinurie de 24h entre les 2
groupes (intervention et placebo). Ces données dérivent de résultats générés par Navarro
(Navarro 2005).

2. Déviation standard pour le TNF-a de 1.8 et pour la protéinurie de 24h de 0.9.

A partir de ces paramétres, nous avons déterminé que la taille de I’échantillon total devait
s’établir a 36 sujets, c¢’est-a-dire 18 sujets par groupe afin d’offrir une puissance statistique
supérieure a 80% pour un niveau de signification o de 0.05. Il s’agit d’un échantillon

probabiliste de type aléatoire simple.

1.3.1.5 Méthode de collecte des données

Il avait été prévu que toutes les données recueillies aupreés des patients €ligibles
seraient recueillies dans un formulaire de dépistage/visite initial afin de collecter

I’ensemble des données principales (numéro d’identification du patient, age, sexe, critéres
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d’inclusion et d’exclusion, données démographiques, cliniques, données de laboratoires,

traitements suivis incluant le traitement par les BRA).

Pour les six visites subséquentes, des données concernant I’évolution clinique,
biologique, la posologie du médicament administré ainsi que ses effets indésirables
devaient étre recueillies dans des formulaires de visites numérotés en fonction de I’ordre

chronologique de chaque visite médicale pendant une période de 16 semaines.

Quant aux prélévements sanguins et urinaires, ils seraient effectués de la maniere
suivante :
- Les tests biologiques et inflammatoires seraient effectués selon la distribution présentée
dans le Tableau II, donc au cours des visites 2, 4 et 6.
- Les tests inflammatoires plasmatiques et urinaires seraient conservés a une température de
-20°C jusqu’a la fin d’étude.
- Afin d’évaluer la fonction rénale, une collecte urinaire de 24h serait effectuée : pour tester

la protéinurie de 24h et le TFG, et ce, a chaque visite.



Tableau II : La distribution des tests au cours de 1’étude.
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Semaines -4 0 4 8 12 16
Visites V1 V2 V3 V4 V5 V6
Consentement éclairé X

Critéres de sélection/inclusion X X

Histoire Médicale XA XA

Examen Physique X X X X X X
Critéres d’évaluation :

-Marqueurs inflammatoires urinaires xB*C xB*C x B+
-Fonction Rénale® X¢

-Marqueurs inflammatoires

plasmatiques et stress oxydatiiD X X X
Effets Secondaires X X X X
Médications Concomitantes X X X X X X
Tests de Laboratoires

-Profil lipidique X X X X X X
-Biochimie®

-HématologieF

A Revue des événements médicaux durant la phase de sélection
B Niveaux urinaires d’'ET1, All, TNF-q, IL-6, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, 8- isoprostane.

€ Urée, créatinine, 24h UAE, taux de filtration glomérulaire, électrolytes, bicarbonates.

P Niveaux plasmatiques d’ET1, All, TNF-a, IL-6, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, CRP, 8-isoprostane.
E Glucose, créatinine, albumine, tests hépatiques.

F Formule numération sanguine (GB, GB, plaquettes, hémoglobine, hématocrite) et plaquette.

1.3.1.6 Analyse initialement projetée des données

Analyse descriptive: L’analyse principale des données devait initialement avoir

pour but de comparer les changements observés au niveau des parametres inflammatoires et

de la fonction rénale entre le groupe bosentan et le groupe placebo. Les données continues

devaient étre exprimées en moyenne + déviation standard et leur analyse statistique devait

étre faite en utilisant soit un test de -t- pour 2 échantillons indépendants avec distribution

normale des variables, soit un test de Wilcoxon non paramétrique au cas ou la distribution

des variables ne serait pas normale. La corrélation entre les changements dans les

parametres inflammatoires et rénaux devait étre déterminée en utilisant le coefficient de
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corrélation de Pearson et les tests de corrélation de Spearman. La régression linéaire
multiple devait étre effectuée pour tenir compte de I’impact possible de facteurs
confondants potentiels tels 1’age, les niveaux d’HbA1C, la tension artérielle systolique et
diastolique. Les analyses statistiques devaient étre effectuées a 1’aide du logiciel SPSS
version 15.0 pour Windows; I’erreur de type I était fixée a 5% et un p<0.05 était considéré

comme statistiquement significatif.
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IV. RESULTATS DE ’ETUDE

Les résultats de cette étude ont été présentés au 7°™ congrés de la société Asie Pacifique
d’athérosclérose et de maladies vasculaires, tenu a Cairns du 26 au 29 octobre 2010.
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Suite a des difficultés majeures de recrutement, nous n’avons pu recruter dans notre
¢tude qu’un seul patient au lieu des trente-six patients initialement prévus!! Cette
impossibilité de procéder au recrutement de patients dérive probablement essentiellement
du caracteére rigide des critéres d’inclusion et d’exclusion appliqués dans notre étude et de
la difficulté a obtenir une collaboration enthousiaste de I’ensemble des collegues sollicités

au CHUM pour effectuer le recrutement de patients.

Nous regrettons d’autant plus cette situation que notre étude était pionnieére dans le
domaine et se distinguait par le fait qu'elle constituait le seul essai controlé randomisé a
double insu qui devait permettre de mieux connaitre 1’effet des bloqueurs des récepteurs de

P’ET-1 sur ’inflammation rénale.

Heureusement, le seul patient randomis¢ dans 1’étude a regu le traitement
expérimental, le bosentan, pendant 16 semaines. Nous présentons sous forme de rapport de
cas clinique les résultats intéressants sur le plan anti-inflammatoire et néphroprotecteur

obtenus chez ce sujet.

1.1 Présentation du cas clinique

Il s’agit d’un patient, de sexe male agé de 58 ans, présentant les antécédents médicaux
suivants : Diabete de type 2 avec ND depuis 10 ans, hypertension artérielle ancienne et
dyslipidémie sous traitement. La fonction rénale de ce patient est stable avec une créatinine
plasmatique de 93umol/ml, une clairance de la créatinine plasmatique de 80ml/min. Sa
fonction cardiaque est normale avec une fraction d’éjection a 66%. Ce patient est traité par
1) des antidiabétiques (Insuline Levemir 36 unit depuis 2008, glucophage 500 mg
(Metformine) et gluconorm 2 mg (Répaglinide)), ii) des antihypertenseurs (Micardis
80/12.5 mg (Telmisartan+Hydrochlorothiazide), Monocor 5 mg (Bisoprolol), Norvasc 10
mg (Amlodipine) et Hydrodiuril 12.5 mg (Hydrochlorothiazide) et iii) par un
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hypolipémiant (Lipitor 40 mg (Atorvastatin)). A noter que le patient est sous BRA
(Telmisartan 80 mg) depuis 2008.

1.2 Evolution des parameétres cliniques et biologiques du patient
au cours de I’étude

A son entrée dans I’étude (V1) le patient présente les paramétres cliniques et
biologiques suivants : une TA a 146/68 mmHg avec un poids de 78.8 kg. Sa protéinurie est
a 851.7 mg/jour, sa clairance de la créatinine est de 1.6 ml/sec avec une créatinine
plasmatique a 102 umol/L et une natriurése a 150 mmol/L. Son bilan hépatique est normal,

son Hb est a 135 g/L (Tableau III).

Quatre semaines plus tard, soit a V2 (temps 0 de 1’étude), il recoit le bosentan a la
dose de 62.5 mg, 2 fois par jour, et ce, pendant 4 semaines. Les données cliniques et
biologiques du patient avant la prise du bosentan sont présentées dans le Tableau III. Ces
données ne montrent pas de variations significatives d’un point de vue clinique par rapport
a celles enregistrées lors de V1, a I’exception d’une diminution de la natriurése. La
protéinurie est stable a 906.8 mg/jour. On note un bilan lipidique et hépatique normal, une

glycémie a 4.8 mmol/L avec un Hb1AC a 0.079%.

Quatre semaines plus tard, soit a la V3, le patient regoit le bosentan a la dose
maximale soit 125 mg, 2 fois par jour. Cette dose sera maintenue pendant les 12 semaines
suivantes, soit jusqu’a la fin de I’étude. Ses paramétres cliniques et biologiques a V3, soit
apres 4 semaines de traitement par le bosentan a la dose de 62.5 mg, sont stables malgré

une baisse du taux d’Hb a 125 g/L et une augmentation de la glycémie a 12.4 mmol/L

(Tableau III).

Les parametres cliniques et biologiques mesurés aux V4 et V5, soit quatre et huit

semaines apres la prise de bosentan a la dose de 125 mg sont présentés au tableau III. Parmi
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les parameétres montrant des variations a V4 par rapport a V3, on note une baisse importante
de la protéinurie de 24H a 615.6 mg/jour, un léger gain pondéral de 1.6 kg et une glycémie
a 10.1 mmol/L. A V5, on observe une élévation du taux d’Hb, une réduction pondérale de

lkg et une baisse de la glycémie a 8.8 mmol/L.

Les paramétres cliniques et biologiques mesurés a la fin de I’étude (V6), soit 12
semaines apres la prise de bosentan a la dose de 125 mg montrent une réduction de la

protéinurie de 24h a 585 mg/jour, sans altération concomitante de la TA (142/70 mmHg) et

de la filtration glomérulaire (clairance de la créatinine a 1.5 ml/sec). On note également un

poids a 81 kg vs 78.4 kg a V1, une trace d’cedéme aux membres inférieurs, une Hb a 126
g/L, un sodium urinaire a 108 mmol/L et une glycémie a 7 mmol/L. Le bilan glycémique

(HbA1C=0.076%) et hépatique est normal.

Au cours de 1’étude, le patient a donc présenté une 1égere prise de poids, une élévation
de sa glycémie sans élévation de ’HbA1C, une baisse de 0.9 g/dl de I’Hb probablement par
dilution et enfin une congestion nasale transitoire dans les 6 premiers jours suivants
I’administration du bosentan, avec possibilit¢ d’infection des voies respiratoires
supérieures. Ces événements pourraient étre reliés a 1’administration du bosentan. A noter
qu’aucune complication clinique découlant de la rétention hydrique n’a été observée. Nous

n’avons pas objectivé de baisse de la natriurése ni d’altérations des enzymes hépatiques.
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Tableau III : Evolution des paramétres cliniques et biologiques du patient au cours de
I’étude

Parameétres Cliniques et Biologiques Jan-09 Feb-09 Mar-09 Apr-09 May-09 Jun-09
V1 V2 V3 V4 V5 V6
TA (mmHg) 146/68 130/64 132/68 130/62 132/58 142/70
FC (Battements/minute) 60 58 58 56 60 58
Poids (Kg) 78.4 78.8 78.7 80.3 79.2 81
Volume urinaire (L/24H) 1.7 1.67 1.35 1.5
UAE (mg/d) 851.7 906.8 615.6 585
CrU (mmol/L) 13.5 12.4 12.3 12.3
Na Urinaire (mmol/L) 150 93 119 108
Cl de creatinine 24H (mL/s) 1.6 1.5 1.5 1.5
Hb (g/L) 135 133 125 128 136 126
Plaquettes X10° 350 313 336 280 390 285
Créatinine (umol/L) 102 91 103 99 99 94
Na (mmoL/L) 141 141 143 141 135 138
Bicarbonate (mmoL/L) 25 22 23 28
Albumine (g/L) 42 41 42 44 43
AST (UL) 20 21 26 21 26 27
ALT (UL) 23 23 32 25 41 38
Bil total (umol/L) 9 10 8 7 13
ALP (UL) 90 82 71 66 84 68
Chol (mmol/L) 3.08 3.19
Trig (mmol/L) 1.8 1.52
LDL (mmol/L) 1.26 1.45
HDL (mmol/L) 3.1 3.1
Glucose (mmol/L) 4.8 12.4 10.1 8.8 7
Hb A1C (%) 0.079 0.076

TA : Tension artérielle; FC : Fréquence cardiaque; UAE : Excrétion urinaire d’albumine; CrU : Créatinine urinaire; Na : Sodium; AST :
Aspartate aminotransférase; ALT : Alanine aminotransférase; Bil: Bilirubine; ALP : Phosphatase alcaline; Chol: Cholestérol; Trig :
Triglycérides; LDL : Lipoprotéines de faible densité; HDL : Lipoprotéines de haute densité; HbA1C : Hémoglobine glyquée.

1.3 Evolution des marqueurs inflammatoires sériques et

urinaires au cours de I’étude

Les marqueurs inflammatoires sériques et urinaires ont ¢été analysés dans notre
laboratoire par technique "Enzyme linked immunosorbent assay" (ELISA), ainsi que par
méthodes radio-immunologiques (RIA) et Luminex. Pour la mesure de I’ET urinaire, nous
avons fait appel a la collaboration de Dr Neeraj Dhaun, du "Queen's Medical Research

Institute" de 1’Universit¢ d’Edinburgh. L’analyse du TNF-a urinaire par ELISA ultra-
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sensible a été pour sa part faite par le Dr Juan F. Navarro-Gonzalez, néphrologue de

I’Université de Nuestra Sefiora de Candelaria en Espagne.

Nos résultats démontrent une réduction des niveaux urinaires de VCAM-1, ICAM-
1, IL-6, TNF-a et ET-1 au cours de 1’¢tude. (Figure 6, A et B). Une réduction des niveaux
sériques de TNF-a et d’ICAM-1 est en outre observée (Figure 7, A et B).

Figure 6 : Niveaux des marqueurs inflammatoires urinaires au cours de I’étude
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Figure 7 : Niveaux des marqueurs inflammatoires sériques au cours de I’étude
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Chez notre sujet, I’administration du bosentan induit une réduction substantielle de
I’ordre de 35% de la protéinurie. Les niveaux de protéinurie et des divers marqueurs

inflammatoires urinaires et sériques au cours de 1’é¢tude sont présentés dans les tableaux ci-
dessous (Tableau IV et V).



Tableau IV : Protéinurie et marqueurs inflammatoires urinaires.

Urine (pg/mL)

Visites |UAE (mg/24h)l VCAM-1| MCP-1 | ICAM-1 IL-6 TNF-a ET-1
V2 906.80 660.51 539.14 566.08 3.69 2.90 5.50
V4 615.60 456.46 | 539.86 | 500.96 3.60 2.20 3.06
V6 585.00 544.60 520.57 424.41 2.85 1.80 3.68
Tableau V : Protéinurie et marqueurs inflammatoires sériques.
Sérum (pg/mL)
Visites |UAE (mg/24h)| VCAM-1| MCP-1 | ICAM-1| 116 | TNF-a | ET-1
V2 906.80 561.82 164.00 426.20 1.17 1.95 2.48
V4 615.60 599.09 149.45 278.30 2.22 1.12 5.37
V6 585.00 600.00 176.73 | 359.82 2.17 0.84 3.31

Nos résultats démontrent une corrélation positive entre la réduction de la

protéinurie et les changements des niveaux urinaires de VCAM-1 (r=0.86) et d’ ICAM-1
(r=0.88) (Figure 8).

Figure 8 : Corrélation entre la protéinurie et les niveaux urinaires de VCAM-1 et ’ICAM-1
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Une corrélation est aussi observée entre la réduction de la protéinurie et la

diminution des niveaux urinaires de TNF-a (r=0.96) et d "IL-6 (r=0.65). (Figure 9).

Figure 9: Corrélation entre la protéinurie et les niveaux urinaires de TNF-a et d’IL-6
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La réduction de la protéinurie est aussi positivement corrélée au changement des
niveaux urinaires de I’ET-1 (r=0.94) et négativement corrélée au changement des niveaux

sériques de ’ET-1 (r=-0.65) (Figure 10).

Figure 10: Corrélation entre la protéinurie et les niveaux urinaires et sériques de I’ET-1
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La réduction de la protéinurie est enfin positivement corrélée au changement du

niveau sérique de TNF-a (r=0.98) et ’ICAM-1(r=0.78) (Figure 11).

Figure 11: Corrélation entre la protéinurie et les niveaux sériques de TNF-a et ’ICAM-1
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La reconnaissance du role joué par I’activation du systéme inné et 1’inflammation
chronique a bas bruit dans la pathogenése du diabéte de type 2 a profondément modifié
notre regard sur cette maladie. Aujourd’hui, le diabéte de type 2 est de plus en plus
largement reconnu comme une maladie inflammatoire, et I’inflammation, par ses effets sur
divers facteurs métaboliques et hémodynamiques tels 1’insulinorésistance, 1’hyperglycémie
et la DE, a récemment été proposée comme mécanisme pathogénique de la ND. Supportant
ce concept, de nombreuses études expérimentales et cliniques ont démontré le réle de
diverses molécules inflammatoires dans la pathogenese de la ND et, de maniere encore plus
intéressante, des études menées chez 1’animal ont permis de démontrer que 1’effet
bénéfique de diverses stratégies thérapeutiques sur la fonction rénale était associé a des

effets anti-inflammatoires (Utimura 2003; Wu X 2006; Yozai 2005; Tone 2005).

Au cours des dernieres années, il a ét¢ démontré que les patients avec ND de type 2
présentaient une élévation des niveaux sériques, urinaires ou de I’expression rénale de
divers marqueurs inflammatoires incluant le TNF-a (Navarro 2003), I’IL-6 (Suzuki 1995),
I’ICAM-1 (Clausen 2000; Guler 2002, Rubio-Vallera 2007), le VCAM-1 (Schmidt 1996;
Stehouwer 2002; Rubio-Vallera 2007) et le MCP-1 (Morii 2003; Takebayashi 2006,
Chiarelli 2002; Tashiro 2002). L’ accroissement de ces facteurs était observé au cours de la
phase précoce de la maladie et, fait intéressant, était associ¢ de maniere indépendante a la
protéinurie (Navarro 2003; Wu 2010; Rubio-Guerra. 2009). Chez les sujets diabétiques de
type 2, un role des marqueurs inflammatoires comme facteur de prédiction de la protéinurie
(Hartner 2005) et de progression de la ND (Navarro 2006; Persson 2008; Tam 2009) a aussi
¢été proposé. Prises dans leur ensemble, ces données identifient I’inflammation comme un
¢lément clé du développement et de la progression de la ND. De maniere encore plus
spécifique, les données démontrant que 1’accroissement de divers parametres
inflammatoires dans 1’urine, tels le TNF-a et le MCP-1, prédit 'UAE chez les patients avec
ND (Navarro 2003; Wu 2010) et que I’augmentation d’expression rénale du MCP-1 correle
avec I’importance de la protéinurie chez ces sujets (Morii 2003) supportent un role de

I’inflammation rénale dans la pathogenése de la ND.
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Parmi les mécanismes pouvant contribuer au développement de I’inflammation
rénale, I’activation des systémes RAS et de ’ET a regu un intérét particulier en raison 1) de
I’augmentation de production locale de I’All et de ’ET dans la ND (Mezzano 2003; Lee
1994); i1) des effets pro-inflammatoires de I’All et de I’ET au niveau rénal (Ruiz-Ortega
2000, 2001, 2003, 2006; Sasser 2007, Edwards 1990); iii) de I’effet anti-inflammatoire
exercé au niveau rénal par blocage pharmacologique de ces 2 systémes chez 1’animal (Wolf
1998; Chade 2003; Sasser 2007; Muller 2000; Benigni 1996) et enfin de la réduction des
niveaux urinaires de MCP-1 et d’IL-6 lors de 1’administration de BRA chez des sujets
diabétiques de type 2 avec ND (Ogawa 2009). De manicre importante, un effet anti-
protéinurique cliniquement significatif des bloqueurs des récepteurs de I’ET a aussi été
observé chez les patients avec ND traités par IECA ou BRA (Wenzel 2009; Mann 2010),
indiquant un effet rénoprotecteur additif de ces médicaments par rapport au traitement
standard. Les mécanismes responsables de cet effet sont inconnus, mais ne semblent pas
impliquer de changements hémodynamiques ou glomérulaires (Wenzel 2009; Mann 2010).
Au vu des propriétés pro-inflammatoires de I’All et de I’ET-1 et du rdle pathogénique de
I’inflammation dans les effets déléteéres exercés par ces peptides au niveau rénal, il est
possible, sinon vraisemblable, que les effets rénoprotecteurs des bloqueurs de récepteurs de
I’ET puissent étre reliés a leur effet anti-inflammatoire au niveau rénal. Cette possibilité est
appuyée par de récentes études démontrant que des bloqueurs de récepteurs A de I’ET,
réduisent 1’inflammation rénale chez 1’animal (Sasser 2007) et exercent des effets anti-
protéinuriques dans un mode¢le expérimental de néphrite proliférative caractérisée par des

Iésions inflammatoires au niveau glomérulaire (Gomez-Garre 1996).

Notre étude démontre pour la premiére fois que 1’administration d’un bloqueur non
spécifique des récepteurs de ’ET-1 a un sujet diabétique avec néphropathie clinique traité
par BRA, réduit divers marqueurs inflammatoires sériques et urinaires. Cet effet anti-
inflammatoire s’accompagne d’une réduction cliniquement significative de la protéinurie
de I’ordre de 35%. Ces résultats confirment ceux de deux études antérieures démontrant

que I’avosentan, un bloqueur non-sélectif des récepteurs de ’ET, réduit 1’albuminurie de
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I’ordre de 40% chez des sujets diabétiques avec néphropathie clinique traités par IECA ou

BRA (Wenzel 2009; Mann 2010).

Une notion largement véhiculée dans la littérature est que I’effet des bloqueurs des
récepteurs de I’ET sur I’albuminurie s’opere par inhibition du récepteur rénal ETA et que
les antagonistes non-spécifiques de I’ET exercent des effets rénoprotecteurs moindres que
les antagonistes sélectifs. Ce concept, issu d’études expérimentales (Ding 2003) et trés
controversé (Benigni 1996, 1998; Watson 2010) se doit cependant d’étre réexaminé au vu
des différences de distribution des récepteurs de I’ET chez I’homme et I’animal, et des
¢tudes cliniques sont donc essentielles pour identifier le type de récepteurs impliqués dans
cet effet. L’avosentan et le bosentan étant tous deux des bloqueurs non sélectifs des
récepteurs de ’ET, des études prospectives utilisant des agents ciblant sélectivement les
ETA ou ETB sont requises pour €lucider si, et jusqu’a quel point, le récepteur de type B est
important pour les effets néphroprotecteurs exercés par les antagonistes de I’ET. Nous
attendons, a cet effet, le résultat de plusieurs études cliniques évaluant les effets anti-
protéinuriques d’antagonistes sélectifs des récepteurs A de ’ET comme [’atrasentan, le

darusentan et le sitaxentan (Barton 2010).

Les variations de divers facteurs, dépendamment ou indépendamment du traitement,
sont susceptibles d’influencer la protéinurie. En accord avec les études de Wenzel et Mann
(Wenzel 2009; Mann 2010), nos résultats indiquent que I’effet anti-protéinurique des
bloqueurs des récepteurs de ’ET dans la ND se produit indépendamment de changements
hémodynamiques, tel que reflété par 1’absence de fluctuations de la TA et du TFG durant

notre étude.

La réduction des niveaux de cholestérol constitue un autre facteur pouvant
diminuer la protéinurie (Bianchi 2003; Keech 2005) et il a été suggéré par Wenzel et coll.

que I’effet anti-protéinurique de 1’avosentan puisse étre, au moins en partie, relié a 1’effet
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hypocholestérolémiant de cette drogue. Cette hypothése n’est pas appuyée par nos résultats

qui démontrent I’absence d’effet hypocholestérolémiant du bosentan durant notre étude.

L’apport sodé et I’apport protéique sont d’autres variables pouvant avoir influencé
la protéinurie indépendamment du traitement par le bosentan. Nos données montrant
I’absence de fluctuation importante de la natriurése au cours du traitement par le bosentan
indiquent que ’effet anti-protéinurique observé n’est probablement pas attribuable a une

réduction de I’apport sodé.

Tel que mentionné précédemment, les antagonistes des récepteurs de I’ET ont des
effets anti-inflammatoires (Dhaun 2006) et un réle de I’inflammation dans la pathogenése
des maladies rénales protéinuriques est bien démontré. Nos résultats démontrent pour la
premiére fois que 1’effet anti-protéinurique du bosentan s’accompagne chez le sujet avec
ND d’une réduction des niveaux systémiques et urinaires de divers facteurs inflammatoires
incriminés dans le développement ou la progression de la ND. La diminution de la
protéinurie est positivement associée a la réduction de ces marqueurs, suggérant que le
bosentan puisse exercer des effets rénoprotecteurs par ses propriétés anti-inflammatoires.
Cette hypothese est appuyée par 1’observation que 1’administration du bosentan dans un
modele expérimental d’insuffisance rénale inhibe [’activation rénale du NF-xB, réduit

I’infiltration monocytaire et exerce un effet rénoprotecteur (Muller 2000).

De toutes les molécules inflammatoires potentiellement impliquées dans la
pathogen¢se de la ND, le TNF-a a été le plus étudi¢. Le TNF-a exerce au niveau rénal
divers effets déléteres pouvant étre pertinents a la pathogenése de la ND. Ainsi, il contribue
a la rétention sodée et I’hypertrophie rénale, stimule la production rénale de ROS,
augmente la production de facteurs chémoattractants par les cellules tubulaires épithéliales
et altére la fonction de barriére de la paroi capillaire glomérulaire, induisant en conséquence
une augmentation de la perméabilité a 1’albumine (MaCarthy 1998; Dipetrillo 2003;
Navarro 1999, 2003, 2006, 2008; Kalantarinia 2003).
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Il a été démontré par Navarro et coll. que les sujets atteints de ND avaient une
augmentation des niveaux sériques et urinaires de TNF-a ainsi qu’une augmentation de son
expression rénale (Navarro 2006). Une association positive entre niveaux urinaires et
sériques du TNF-a et protéinurie, ainsi qu’une corrélation de ces parametres avec la
sévérité de la maladie, a aussi ét¢ documentée chez ces sujets. Fait intéressant, il a aussi été
démontré dans un modele expérimental de diabéte induit par injection de streptozotocine
(STZ) que I’augmentation d’excrétion urinaire de TNF-o précédait le développement de
I'albuminurie (Kalantarinia 2003) et que cette augmentation d’UAE ¢était positivement

corrélée a une augmentation d’expression rénale de TNF-a.

En accord avec un role pathogénique du TNF-a dans la ND, nos résultats
démontrent que 1’effet anti-protéinurique du bosentan est associé¢ a une réduction marquée,
de 'ordre de 40%, des niveaux sériques et de I’excrétion urinaire du TNF-a. Au vu des
effets déléteres de cette cytokine sur la fonction rénale, ces résultats suggerent que la
modulation du TNF-a puisse représenter dans le futur une stratégie intéressante dans la
prévention et le traitement de la ND. Cette vision est supportée par 1’observation que
I’administration de pentoxifylline, un agent prévenant 1’augmentation d’expression rénale
et d’excrétion urinaire du TNF-a réduit efficacement la protéinurie chez des sujets

diabétiques traités par IECA ou BRA (Harmankaya 2003; Navarro 2005).

Bien que nos résultats démontrent de maniére évidente une réduction des niveaux
sériques et urinaires de TNF-a, il est intéressant de mentionner les trés faibles
concentrations sériques et urinaires de TNF-a mesurées chez notre patient par rapport aux
valeurs documentées par Navarro et coll. chez les sujets diabétiques avec ND (Navarro
2005, 2008). Si 20% des patients diabétiques semblent avoir des niveaux de TNF-a
urinaires inférieurs a 5 pg/ml, I’influence potentiellement bénéfique de la réduction de ces

faibles niveaux sur la fonction rénale reste cependant inconnue.
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Si les monocytes et les macrophages sont les principales sources de TNF-a, cette
cytokine est aussi synthétisée au niveau rénal par les cellules endothéliales, mésangiales,
glomérulaires et tubulaires épithéliales. Alors que les niveaux sériques de TNF-a sont
essentiellement déterminés par sa production systémique, les concentrations urinaires de
TNF-a semblent résulter de la production locale de cette cytokine dans le rein.
Contrairement aux résultats obtenus par Navarro (Navarro 2008), nous avons observé que
les niveaux de TNF-a urinaires chez notre patient corrélaient de maniére étroite avec les
niveaux s€riques de cette cytokine. Ces données, si elles étaient reproduites dans une large
population, pourraient suggérer une contribution de la production systémique de cette
cytokine a I’excrétion urinaire de TNF-a. Cette hypothése pourrait expliquer la relation
récemment établie entre I’augmentation d’expression génique du TNF-a par les cellules
mononuclées sanguines périphériques et ’'UAE chez les sujets diabétiques de type 2

(Navarro 2008).

Marqueur prédictif bien documenté de la mortalité cardiovasculaire (Ridker 2001),
I’IL-6 est une cytokine reconnue pour ses effets déléteéres au niveau rénal. En effet, I’'IL-6
stimule la prolifération cellulaire au niveau mésangial, augmente 1’expression de la
fibronectine, altére la production de la matrice extracellulaire au niveau du mésangium et
des podocytes, active le systéeme rénal RAS et augmente la perméabilité endothéliale
(Rivero 2009). D’un point de vue clinique, I'IL-6 apparait comme un facteur
potentiellement impliqué dans la progression de la ND. En effet, il a été documenté que les
niveaux sériques et urinaires de cette cytokine augmentaient lors de la progression de la ND
(Shikano 2000; Dalla Vestra 2005) et qu’il y avait une association significative entre leurs
niveaux et 'UAE chez les patients diabétiques de type 2. L’IL-6 est exprimée par les
cellules glomérulaires et interstitielles chez les sujets avec ND (Suzuki 1995) et, chez le rat
STZ, son niveau d’expression rénale est augmenté. Cette augmentation d’expression est

significativement associée a une augmentation d’'UAE (Navarro 2006).
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Il a été rapporté récemment par Ogawa et coll. que ’administration des BRA
réduisait les concentrations urinaires d’IL-6 chez les patients diabétiques de type 2 (Ogawa
2009). Nos résultats qui documentent une réduction additionnelle de ce paramétre suite a
I’administration de bosentan a un patient diabétique traité par BRA suggérent un effet anti-
inflammatoire suboptimal des BRA chez les patients avec ND et 'utilité potentielle d’une
thérapie combinée par BRA et bloqueurs du systéme ET pour réduire 1’inflammation dans

cette population.

Appuyant le concept d’un role physiopathologique de I’'IL-6 dans la ND, nos
résultats démontrent une réduction du niveau urinaire d’IL-6 de 23% et une corrélation
positive de ce paramétre avec la protéinurie de 24h (r=0.65). Cette réduction, ajoutée a celle
du TNF-a urinaire, identifie I’inflammation rénale comme médiatrice possible des effets
délétéres de I’ET dans la ND. Sachant que 1’expression rénale de TNF-a est un déterminant
de I’excrétion urinaire d’IL-6 (Navarro 2006), il est tentant de postuler que le bosentan
puisse réduire 1’excrétion urinaire d’IL-6 en réduisant la production rénale de TNF-a. Cette

hypothése reste cependant a évaluer.

En accord avec les données par Navarro et coll. (Navarro 2006), nous n’avons pas
pu établir de corrélation entre les niveaux urinaires et sériques d’IL-6 et une augmentation
des niveaux sériques d’IL-6 a méme ¢été observée au cours de I’étude. Les facteurs

responsables de cette augmentation sont inconnus.

Plusieurs évidences indiquent que le recrutement de cellules inflammatoires, en
particulier des lymphocytes T et des monocytes activés, dans le tissu rénal joue un role
critique dans le développement de diverses maladies rénales. Des études tant in vitro que in
vivo ont démontré que 1’expression différentielle de diverses chémokines, telles VCAM-1,

ICAM-1 et MCP-1, est a la base et coordonne de maniére précise ce processus.
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Comme mentionné précédemment, VCAM-1 est surexprimée dans les reins de
souris diabétiques (Ina 1999) et une augmentation des niveaux sériques de cette molécule
d’adhésion est rapportée chez les sujets avec ND (Schmidt 1996; Matsumoto 2002).
VCAM-1, un marqueur de DE, est associée aux niveaux d’UAE (Stehouwer 2002, Rubio-
Guerra 2007, 2009), a la sévérité de la ND (Wong 2007) et inversement associée au TFG
(Lin 2006) suggérant que la mesure de ce marqueur, puisse avoir une valeur prédictive de
développement et/ou de progression de la ND (Persson 2008; Lopes-Virella 2008). En
accord avec ces données, nos résultats démontrent une réduction des concentrations
urinaires de VCAM-1 de I’ordre de 20% apres 16 semaines de traitement par le bosentan
avec une forte corrélation entre les niveaux urinaires de VCAM-1 et 'UAE. Ces résultats,
en I’absence de corrélation entre les niveaux sériques de VCAM-1 et la protéinurie,
suggerent un réle pathogénique de I’expression rénale de VCAM-1 dans le développement

et/ou la progression de la 1ésion rénale chez les sujets diabétiques de type 2.

Comme VCAM-1, ICAM-1 est exprimée dans les reins d’animaux diabétiques et
est associée, dans ces modeles, a une progression de la 1ésion rénale (Matsui 1996, Coimbra
2000). Ses niveaux sériques sont aussi plus élevés chez les sujets diabétiques avec
néphropathie que chez ceux ne présentant pas de 1ésion rénale (Guler 2002; Ulbrich 2003).
Indépendamment de la protéinurie, ICAM-1 constitue un marqueur de déclin de la fonction
rénale et est associée a un risque accru de morbidité et de mortalité cardiovasculaire chez
les patients avec ND (Camilla 2010). Nos résultats démontrent que la diminution de
protéinurie secondaire a I’administration du bosentan chez notre patient est associée a une
réduction de 1’ordre de 20% des niveaux urinaires et sériques d’ICAM-1 supportant encore
une fois le role des molécules d’adhésion dans la pathogenése de la ND. Ces données
concordent avec celles générées par Muller et coll. dans un modéle expérimental
d’insuffisance rénale, démontrant 1’efficacité du bosentan a réduire I’expression rénale
d’ICAM-1 et la protéinurie ainsi qu’a diminuer de maniere significative les lésions et

I’infiltrat inflammatoire au niveau rénal (Muller 2000; De Block 2005).
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Le MCP-1 est produit dans le rein par les cellules tubulaires épithéliales et est
impliqué dans les processus inflammatoires et fibrotiques au niveau rénal. Il a été proposé
par plusieurs chercheurs que les effets du MCP-1 sur I’activation et 1’accumulation
macrophagique au niveau rénal puissent contribuer au développement et a la progression de
la ND (Morii 2003; Banba 2000; Guijarro 2001; Tam 2009) et diverses études, dont nous
avons dé¢ja discuté dans I’introduction, ont appuyé la possibilit¢ que la modulation de
I’activité du MCP-1 puisse devenir dans 1’avenir une cible thérapeutique dans le traitement

de la ND.

Nos données qui démontrent chez notre patient la présence de MCP-1 dans 1’urine a
des concentrations 4 fois plus élevées que dans le sérum appuient le concept d’une
expression accrue de cette chémokine dans le rein diabétique (Tashiro 2002; Chiarelli 2002;
Morii 2003; Takebayashi 2006). De maniére surprenante, nos résultats ne font cependant
pas état d’une quelconque modulation de ce parametre par le bosentan en dépit de I’effet
anti-protéinurique de cet agent, Ces résultats sont particuliérement surprenants considérant
la corrélation documentée entre niveaux urinaires de MCP-1, UAE (Wu 2010; Wang 2009)
et déclin de la fonction rénale chez les sujets diabétiques (Tam 2009). Au vu des effets
inhibiteurs des BRA sur les niveaux urinaires de MCP-1 (Ogawa 2009), nous ne pouvons
exclure qu’un degré d’inhibition maximale de la production rénale de MCP-1 puisse avoir
résulté, chez notre sujet, de la thérapie par BRA. De plus amples recherches cliniques sont

nécessaires pour clarifier cette possibilité (Goldberg 2009).

Les résultats de diverses études expérimentales et cliniques appuient fortement un
role pathogénique de I’ET dans les maladies rénales chroniques protéinuriques (Benigni
2001; Kohan 2010; Barton 2008, 2010; Richter 2006). Chez I’animal comme chez
I’humain, une activation, au niveau rénal, du systéme de ’ET est documentée dans ces
maladies, incluant la ND, activation reflétée par une augmentation des niveaux
plasmatiques (Koyama 1989; Karakitsos 2007; Bruno 2002; Zanatta 2008) et urinaires de
I’ET-1 (Ohta 1991; Takeda 1994; Lee 1994; Peppa-Patrikiou 1998; Dhaun 2009) ainsi que
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par une augmentation d’expression des genes codants pour les récepteurs ETA et ETB
(Benigni 2001). Fait intéressant, il a ét¢é documenté que chez les sujets avec maladies
rénales chroniques, la production rénale d’ET-1 augmentait lors du déclin de la fonction
rénale (Dhaun 2009; Goddard 2007; Bruno 2002; Lehrke 2001). Ces données et les
résultats générés chez 1’animal montrant que la surexpression rénale d’ET-1 est suffisante
pour reproduire les altérations morphologiques et fonctionnelles typiques des maladies
rénales chroniques (Hocher 1997, 1996) indiquent, sans équivoque, le role de I’ET-1 rénale
dans la pathogenése des maladies rénales chroniques et 1’utilité potentielle de ce paramétre

comme marqueur de maladies rénales.

Le role pathogénique de la production excessive d’ET-1 au niveau rénal semble
pouvoir €tre aisément expliqué par ses propriétés hémodynamiques vasoconstrictives ainsi
que par les effets pro-fibrotiques et pro-inflammatoires de ce peptide (Barton 2010). Ainsi,
une hypothése largement avancée dans la littérature est que 1’accumulation rénale d’ET-1,
secondaire a I’augmentation de production de ce peptide par les cellules glomérulaires ou
tubulaires, puisse induire, via des effets autocrines ou paracrines, des Iésions de
glomérulosclérose avec prolifération des cellules mésangiales et expansion de la matrice
ainsi que des lésions fibrotiques et inflammatoires tubulo-interstitielles. Ces Iésions
pourraient étre reliées, au moins partiellement, a la capacité de I’ET-1 de stimuler le
recrutement de cellules inflammatoires au niveau rénal et a induire la production de

cytokines inflammatoires et de facteurs de croissance par ces cellules.

Une variété impressionnante de facteurs est impliquée dans 1’augmentation de
production rénale d’ET-1 dans la ND. Parmi eux, des conditions communément associées
au diabéte ou au syndrome métabolique comme 1’inflammation, 1’hypertension, 1’obésité,
I’hyperglycémie (Shin 1999), I’hyperinsulinémie, la dyslipidémie et le stress oxydatif ont
¢té associées a une activation de la syntheése d’ET-1 (Barton 2008). Un autre facteur
communément impliqué dans [’augmentation de production rénale de I’ET-1 est

I’augmentation de réabsorption des protéines au niveau des cellules tubulaires (Zoja 2004;
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Kohan 2010) ou des podocytes (Morigi 2005). A ce sujet, il est important de rappeler que
diverses études expérimentales ont pu démontrer, dans les années 90, la capacité de
traitements limitant [’ultrafiltration glomérulaire de protéines a prévenir la formation
excessive d’ET au niveau rénal (Lariviere 1998; Ruiz-Ortega 1997; Zoja 1998). Il a aussi
pu étre démontré que plusieurs agents anti-protéinuriques tels les IECA (Remuzzi 1997),
les BRA, les statines et certains bloqueurs des canaux calciques, inhibaient la formation
d’ET (Barton 2008). Ces données pourraient suggérer que I’excés de production rénale
d’ET-1 soit la conséquence, plutot que la cause de la protéinurie associée aux maladies

rénales chroniques.

Outre les agents mentionnés plus haut, il a ét¢ documenté que I’administration aigué
de bloqueurs non-spécifiques des récepteurs de I’ET a des sujets atteints de maladie rénale
réduisaient les niveaux d’excrétion urinaire de ce peptide (Goddard 2007) et augmentaient
les concentrations sériques d’ET-1 (Weber 1996; Dhaun 2009). En accord avec cette
derniére donnée, nos résultats démontrent que 1’administration du bosentan induit une
augmentation substantielle des niveaux plasmatiques de ’ET-1 chez notre patient. Cet effet
témoigne de I’activité antagoniste du bosentan sur les ETB, responsable d’une diminution
de clairance de ’ET-1. L’impact clinique hémodynamique de I’augmentation des niveaux
plasmatiques de ’ET-1 reste indéterminé. L excrétion urinaire d’ET-1 étant un reflet de la
production rénale d’ET-1, ces données suggerent que I’administration pendant 16 semaines
du bosentan puisse avoir réduit la synthése de I’ET par les cellules rénales tel que proposé
par Suga et coll. (Suga 2003). Compte tenu de 1’administration au long cours du bosentan
dans notre étude, il est peu probable que cet agent puisse avoir altéré I’excrétion rénale
tubulaire de ’ET-1, ce phénoméne n’étant observé que de maniére extrémement fugace

apres infusion d’un bloqueur de ETB (Goddard 2007).

Supportant un role du systéme de ’ET-1 comme promoteur des maladies rénales
protéinuriques, nos données confirment en outre I’existence d’une relation étroite entre

concentrations urinaires d’ET-1 et protéinurie (Tharaux 2005; Vlachojannis 1997; Lehrke
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2001). Si ces résultats ne permettent pas d’établir de relation de cause a effet entre ces deux
parametres, ils suggerent néanmoins I’utilité¢ possible de la mesure de I’excrétion urinaire

de ’ET-1 comme paramétre d’activité de la maladie et d’efficacité thérapeutique.

Une question souvent soulevée dans la littérature concerne le type d’antagonistes
des récepteurs de I’ET a utiliser avec prédilection afin d’assurer un effet rénoprotecteur
optimal tout en minimisant les effets secondaires potentiels. Pour y répondre, il faut se
rappeler que les ETA ont essentiellement des fonctions vasoconstrictives et prolifératives,
alors que D’activation des ETB induit principalement des effets vasodilatateurs, anti-
prolifératifs et anti-inflammatoires. Donc, de mani¢re schématique, les ETB paraissent
antagoniser les effets de I’activation des ETA. Les effets hémodynamiques et rénaux
néfastes de I’ET-1 étant reliés de maniére primaire a 1’activation des récepteurs ETA, la
plupart des études ont été menées avec des bloqueurs spécifiques de ETA ou avec des
antagonistes non-spécifiques de ETA et ETB (Barton 2008). Si les résultats de ces études
paraissent, selon certains auteurs, favoriser 1’usage des bloqueurs spécifiques de ETA, il
faut cependant rappeler que la plupart d’entre elles ont ét¢ menées chez 1’animal et ne
permettent donc pas de tirer de conclusions définitives sur le type d’antagonistes a utiliser

chez les sujets atteints de maladies rénales chroniques.

Avant de tirer toute conclusion a ce sujet il est particuliérement important de tenir
compte des considérations suivantes 1) aucune étude clinique n’a comparé jusqu’a présent
les effets des antagonistes spécifiques des ETA avec les antagonistes non-spécifiques ii)
une distribution différente des ETA et ETB est documentée chez ’animal et I’homme iii)
I’activation de ETB au niveau des cellules musculaires lisses induit des effets
vasoconstricteurs (Nazzareno 2004) et I’'impact du blocage de ce récepteur dans 1’effet
rénoprotecteur des antagonistes de I’ET est totalement inconnu iv) I’effet inhibiteur d’un
bloqueur de I’ET sur ETA et/ou ETB varie en fonction de la dose a laquelle il est
administré v) en présence d’une inhibition maximale de ETA, I’activation de ETB peut

médier des effets classiquement attribués aux ETA.
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Plusieurs ¢tudes ont pu démontrer que le bosentan exercait des effets anti-
protéinuriques et rénoprotecteurs dans divers modéles d’insuffisance rénale expérimentale
(Benigni 1996; Gomez-Garre 1996). Au meilleur de notre connaissance, 1’é¢tude présentée
dans ce mémoire constitue le premier et le seul essai controlé randomisé démontrant 1’effet
anti-protéinique du bosentan, un bloqueur non-spécifique des récepteurs ETA et ETB, chez
un patient avec ND. D’autres études menées dans la méme population et utilisant
I’avosentan, un bloqueur relativement spécifique des récepteurs ETA (Wenzel 2009;
Andress 2009, Mann 2010) ont obtenu des effets anti-protéinuriques similaires a ceux que
nous avons documenté et n’établissent donc pas a priori la supériorité de bloqueurs plus
sélectifs en terme de rénoprotection. Pour ce faire, il nous faut attendre d’autres études,
dont certaines sont actuellement en cours, utilisant des bloqueurs totalement sélectifs pour

les récepteurs ETA.

Un des arguments souvent avancé en faveur de 1’usage d’antagonistes des
récepteurs ETA chez les patients avec maladies rénales chronique est que ces agents
n’interférent pas avec les effets diurétiques, natriurétiques et de clairance de I’ET-1 médiés
par I’activation des récepteurs ETB. Cet argument contraste avec les résultats de récentes
¢tudes démontrant que [’administration d’avosentan, un bloqueur préférentiel des
récepteurs ETA, a des sujets sains réduit I’excrétion urinaire de sodium (Smolander 2009)
et que le traitement de sujets atteints de ND par ce méme agent induit des problémes
majeurs de rétention liquidienne (Mann 2010). Bien que notre étude ne porte que sur un
seul patient, nous n’avons pu mettre en évidence, chez ce sujet, ni d’effet anti-natriurétique
important, ni de probléme clinique relatif & une rétention liquidienne. A noter qu’une
diminution du taux d'Hb a été observé au cours du traitement par le bosentan. Cette
diminution du taux d'Hb probablement dilutionnelle, est maximale aprés 4 semaines de

traitement et tend a se normaliser par la suite.
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Au vu des critéres d’inclusion stricts appliqués dans notre étude, il est tentant de
postuler que la sélection d’une population cible idéale (sans insuffisance rénale importante
ni défaillance cardiaque préalable) et non le type d’antagonistes utilisés puisse constituer le
déterminant majeur de la survenue d’effets secondaires reliés a 1’administration de

bloqueurs de I’ET-1.

L’administration des inhibiteurs du RAS représente une des options thérapeutiques
disponibles pour les patients avec ND. Toutefois, ce traitement présente des risques
d’hyperkaliémie, et administré seul, se voit le plus souvent insuffisant a arréter la
progression de la maladie. Ceci rend compte de la nécessité de mise en place de stratégies

complémentaires.

Selon plusieurs experts, les BRA constituent le premier choix en matiere de
rénoprotection dans le diabéte de type 2, leurs effets rénoprotecteurs ayant été, dans cette
population, plus amplement documentés dans la littérature que ceux des IECA. De manicre
intéressante, ces drogues lors de I’¢laboration de notre projet, ne démontraient pas d’effet
anti-inflammatoire alors que les IECA, et plus spécifiquement [’énapril, réduisait
I’expression rénale du TNF-o chez le rat diabétique et I’excrétion urinaire de cette cytokine
chez I’homme (Navarro et al, 2006), propriétés susceptibles d’exercer un effet confondant
sur I’effet anti-inflammatoire postulé du bosentan. Pour ces raisons, nous avons sélectionné

dans notre étude des patients traités exclusivement par BRA.

Les études faites chez 1’animal ont suggéré que le blocage concomitant du systeme
RAS et de ’ET puisse permettre 1’obtention d’effets anti-protéinurique et rénoprotecteur
plus importants que le blocage de chaque systéme individuellement (Benigni 1998;
Gagliardini 2009), un synergisme basé¢ sur les interactions entre I’All et ’ET-1 au niveau
moléculaire. Comme discuté au cours de ce travail, nous ne disposons a ce jour que d’un
nombre restreint d’études cliniques montrant un effet rénoprotecteur additif des bloqueurs

des récepteurs de ET-1 chez les sujets diabétiques de type 2 traités par IECA ou BRA. Les



66

é¢tudes menées chez I’animal suggérent que les antagonistes de I’ET réduisent les
conséquences néfastes reliées a la production rénale excessive d’ET-1 en réponse a
I’augmentation de réabsorption tubulaire de protéines. Cette action, combinée aux effets
bénéfiques des inhibiteurs du RAS (restauration des propriétés de perméabilité de la
barriére glomérulaire et effets hémodynamiques intra-rénales favorables) rend compte de
I’efficacité en terme de rénoprotection d’un traitement combiné par ces deux types
d’agents. Notre étude, démontrant un effet anti-inflammatoire additif des bloqueurs des
récepteurs de ET-1 chez un patient diabétique de type 2 traité par BRA, identifie
I’inflammation rénale comme un médiateur clé¢ des effets néfastes de I’ET sur la
progression de la maladie et comme un mécanisme permettant d’expliquer les effets anti-

protéinuriques additifs d’un traitement combiné par inhibiteurs de I’All et de ’ET-1.

Des études cliniques bien faites et menées dans des populations soigneusement
sélectionnées sont maintenant requises pour déterminer le dosage optimal, la durée
d’administration et les effets secondaires des antagonistes de I’ET-1. Des études sont aussi
requises pour évaluer en quoi differe 1’effet anti-protéinurique de ces drogues par rapport
aux inhibiteurs de I’ AlI et les principaux mécanismes présidant a I’effet anti-protéinurique
additif observé lors d’un traitement combiné par inhibiteurs de I’All et de ’ET-1. Certains
sous-groupes de patients pourraient bénéficier plus que d’autres de I’administration des
antagonistes de I’ET-1 et doivent étre identifiés. Des études prospectives a long terme sont
aussi nécessaires pour évaluer la capacité des bloqueurs des récepteurs de I’ET a ralentir le
développement et la progression de la ND. Enfin, des études sont requises pour évaluer la
mortalité cardiovasculaire suite a ce traitement afin de déterminer si D’effet anti-
protéinurique exercé par ces agents confére une protection cardiovasculaire chez les

patients avec maladies rénales chroniques.
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Administré avec précaution a des sous-groupes de patients bien sélectionnés, il est
possible que les antagonistes de ’ET constituent une innovation dans la prise en charge

thérapeutique et préventive de la ND.

En conclusion, si les résultats de cette étude, présentés sous forme de rapport de cas
clinique, suggerent un intérét clinique potentiel des bloqueurs de I’ET-1 dans la
néphropathie diabétique, ils ne concernent qu’un seul patient et ne permettent donc pas de
tirer de conclusions sur 1’efficacité additionnelle du bosentan chez les patients diabétiques
de type 2 avec néphropathie et traités par BRA. La validation de ces résultats sur le plan
statistique aurait nécessité 1’inclusion d’un nombre minimal de 36 patients, ce qui n’a

malheureusement pu étre réalisé dans cette étude.
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