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Abréviations

a2-AP :a2-antiplasmine,

a2-M : a2-macroglobuline,

EA.hy926 : cellule endothéliale en lignée

issue de la fusion des cellules endothéliale

AMM : autorisation de mise sur le marché, primaire (HUVEC) avec des cellules

Ang-I : angiotensine-I,

Ang-Il : angiotensine-Il,

AO : angioedéeme,

AOH: angioedéme héréditaire,
APM : aminopeptidase M,

APP : aminopeptidase P,

ATP : adénosine triphosphate,
ATIII : antithrombine III,

BHE: barriere hémato-encéphalique,
BK : bradykinine,

Clinh : C1 inhibiteur,

Ca: calcium,

CK1 : cytokeratine 1,

CPN/M : carboxypeptidase N/M,
DAG : diacylglycérol,
dedArg®-BK : desArg®-Bradykinin,

DMEM

d’adénocarcinome de poumon,
ECA: enzyme de conversion de
I'angiotensine-I,

FGF : facteur de croissance des
fibroblastes,

FXI : facteur XI,

FXII : factor XII ou facteur de Hageman,
FXlla : facteur Xll activé,

gC1qgR : récepteur de la téte globulaire de la
protéine C1g du complément,

GPI : glycosylphosphatidylinositol,

HK : kininogene de haut poids moléculaire,
HOE-140 : Firazy?, icatibant,

HSP90 : protéine du choc thermique

HTA : hypertension artérielle,

HUVEC : cellule endothéliale humaine

Dulbecco's modified eagle'srecouvrant la veine du cordon ombilical,

medium ou milieu Eagle modifié delEC : inhibiteur de I'enzyme de conversion

Dulbecco,

DPPIV : dipeptidyl peptidase IV,

de I'angiotensine-I,
IP3: 1,2,5-triphosphate,

I.V.: intraveineux



KD : kallidine,
KK : kallicréine,

Km : constante de Michaelis,

RNM : résonnance magnétique,
SAB : albumine de sérum bovin,

S.C. : sous-cutané,

LK : kininogene de bas poids moléculaire, SNC : systeme nerveux central,

NA : neurokinine A,

NB : neurokinine B,

Sub P : substance P,

SVF : sérum de veau foetal,

NEP : endopeptidase neutre ou néprilysineTBS : tris buffered salin ou tampon tris

NO : oxyde nitrique,

pKK : prékallicréine,

PG : prostaglandine,

PLAZ2 : phospholipase A2,

PLC : phospholipase C,

PRCP : prolylcarboxypeptidase,
RB2 : récepteur B2,

RB1 : récepteur B1,

ROS : espéce réactive de I'oxygéne,

salin,

tPA : activateur tissulaire du plasminogene,

uPA : activateur du plasminogene de type
urokinase,

UPAR : récepteur de [lactivateur du

plasminogene de type urokinase,

VEGF : facteur de croissance des cellules

endothéliales vasculaires.



Introduction :

L’intérét pour le systeme kallicréine-kinine esaugdissant. L'implication de ce systéeme
dans la vasodilatation et la perméabilité vascell&ui confere un réle clé dans un bon
nombre de pathologie tel que I'hypertension adiériéHTA), le diabéte, la maladie
d’Alzheimer.... C’est pourquoi les investisseurs eitil ce systeme pour identifier de
nouvelles stratégies thérapeutiques. La récente suisle marché par le laboratoire Shire
de licatibant, Firazyt indiqué dans le traitement des crises d’angioed@&meest
lillustration. D’autres inhibiteurs du systeme lkaiéine-kinine sont en cours de
développement notamment des inhibiteurs de kaiieréecallantide, KalbitS.

La démarche des laboratoires pour obtenir 'auatine de mise sur le marché (AMM)
débute avec l'obtention d'une AMM pour médicamemphelin, avec les difficultés
associées a cette caractéristique (nombre redwttlent, difficulté de recrutement pour
les essais cliniquestc) mais bénéficie d’incitation au développement dephart des
agences du médicament. Néanmoins compte-tenundglitiation du systeme kallicréine-
kinine dans des pathologies a forts potentielsest raisonnable de penser que les
indications de ce médicament pourraient étre éemdud’autres pathologies.

Ce travail a pour but de mettre en paralléle lemndes acquises sur le systeme kallicréine-
kinine dans le contexte de la pathologie rare alegioedéme a kinines et de les transposer
aux autres situations physiopathologiques ou lemé&s sont impliquées, pour comprendre

les possibles extensions des indications de I'amigte du récepteur B2.
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Revue générale de la littérature

1. La formation des kinines et son controle

Le systeme kallicréine-kinine a été découvert €d0l®ar Abelous et Barbier [1]. Ces deux
physiologistes francais découvrirent les propriélggotensives de l'urine humaine

injectée chez le chien. En 1928, Frey et Kraut tiflerent la substance hypotensive
responsable et la nommeérent «facteur H» [2]. B801 Kraut retrouva de fortes

concentrations de cette substance au niveau dugaamnet la rebaptisa kallicréine (du grec
kallikras, pancréas). En 1949, Rocha e Silva isola et @éaisatcette substance protéique
de courte demi-vie [3].

Aujourd’hui le terme kinine regroupe différents fidps ayant des propriétés de
vasodilatation et de vasoperméation : BradykinBi€)( Kallidine (KD) substance P (sub

P), Kininogéne de haut poids moléculaire (HK) et ls poids moléculaire (LK),

Eledoisin, kassinin, Neurokinine A (NA), NeurokiriB (NB), Physalaemin.

1.1 Formation de la Bradykinine (BK) et de la Kallidine (KD)

BK et KD sont générém situ a partir de leurs précurseurs (HK et LK) soustitat

d’enzymes activées appelées kininogénases.

1.11 Production de BK ou activation de la phase contact

BK est un nonapeptide libéré classiquement pativage du kininogene de haut poids
moléculaire (HK, 120 kDa) sous l'action de la kakfine plasmatique (KK) issue elle-
méme de l'activation du proenzyme prékallicréin&Kp Figure 1) [4]. pKK et HK

circulent dans le plasma sous la forme d’'un conlgxi peut se fixer a la surface des

cellules endothéliales par I'intermédiaire de l#okgratine 1 (CK1), du récepteur gC1gR
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(récepteur de la téte globulaire de la protéine @lgomplément) ou du récepteur uPAR
(récepteur de I'activateur du plasminogene de typ&inase) [5] (Figure 1). La formation

de ce complexe augmente l'efficacité catalytique.

Compartiment
vasculaire

0 10k
i 55
o5 g A e\
"fﬁﬁ‘i;i ) P!

=S A S
e X X V= O Cellule
‘*L_Q" “ﬁ“; endothéliale
* amp =
= SR

Figure 1 : Mécanisme de libération de bradykinine BK).

HK : kininogéne de haut poids moléculaire ; pKKrékallicréine ; KK : kallicréine ;

FXII: Facteur Xll; FXlla: FXIl activé; -: chas négative; PRCP:
prolylcarboxypeptidase ; HSP90 : protéine du choermique ; CK1 : cytokeratine 1 ;
gC1gR : récepteur de la téte globulaire de la pretdC1q du complément; uPAR :
Récepteur activateur du plasminogene de type uaskin

pKK (proenzyme) est activeée en KK (forme activeisdaction du Facteur XlII activé
(FXlla) principalement et minoritairement sous tlao d’autres enzymes tels que la
prolylcarboxypeptidase (PRCP) [6] ou les protéideshoc thermique comme HSP9O0 [7].
FXlla est lui-méme issu de l'activation du proeneyfacteur XIlI (FXII ou facteur de
Hageman) [8] selon 2 mécanismes. Le premier méranidépend de I'auto-activation
lente du FXII au contact de surfaces chargées ivégagnt, d’ou I'origine de I'appellation

« phase contact ». Ces surfaces peuvent étre ilerexogéne comme le verre, le dextran,
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des biomatériaux (membranes de dialyse) ou d’aigimdogene tel que I'héparine [9], les
polyphosphates [10], les cristaux d’acide uriqué].[1le second mécanisme dépend de
I'activation du FXII par des enzymes protéolytiggmmme KK (formation d’'une boucle

d’amplification) et la plasmine [12].

1.1.2 Production de Kallidine (KD)

KD est le peptide tissulaire homologue de BK, cosgmb plasmatique. Ainsi KD (ou Lys-
BK) est un décapeptide (un acide aminé de plus RKieFigure 2) libéré a partir du
kininogéne de bas poids moléculaire (LK, 64 kDaK ldt LK sont le résultat de
I'expression par épissage alternatif d'un méme gEhS1 et différent par la longueur de
leurs chaines Iégéres (respectivement 56 et 4 KI343)

LK est clivé par une kallicréine tissulaire hK1dée par le géneKLK1 et sécrétée sous

forme de prokallicréine et activée par des enzyayesit une fonction kallicréine [14].

IO OO OO O
desiarg!®-kD) (1) v (o) ) ) e ) ) (o))

HOOOOOOOO
destargp-BK (o (v () () () (s ) oo ) )

Figure 2 : Séquence peptidique des kinines.
KD (Kallidine) ; BK (Bradykinine).

18/89



1.1.3 Conversion de KD en BK

KD peut étre converti en BK sous l'action de I'aopeptidase M (APM). De méme, le
métabolite actif de KDdesArg'-KD, peut étre converti par 'APM, ededrg®-BK, le

métabolite actif de BK [15].

1.2 Le contrble de la phase contact

Les enzymes formant BK et KD sont sécrétées soumef® de proenzymes, dont les
activations et les activités sont contrélées. FEKK, FXlla et KK sont sous le contréle
principal de C1 Inhibiteur (C1Inh), un inhibiteuesiprotéases a Sérine (Serpine) agissant
comme un substrat suicide [16].ak*antiplasmine d,-AP) contrble principalement KK.
L’antithrombine 111 (ATIII) et I'a;-macroglobuline d2-M) sont des contréles minoritaires

de FXlla et de KK [17] (Tableau ).

Inhibition relative | opivion relative
de Facteur XIlI ..
n de Kallicréine
activé
C1 Inhibiteur 91,3 % 52 %
I’ a2-antiplasmine 3,0% 35 %
antithrombine Il 1,5% 8 %
ap-macroglobuline 4,3 % 1,1%

Tableau I: Effets relatifs des différents inhibiteus de la phase contact [17].

Sur le plan tissulaire, hK1 est inhibée principaetn par la kallistatin [18] et

minoritairement par t;-antitrypsine [19].
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2. Le catabolisme de BK et KD

Les kinines BK, KD et leurs métabolites actifs patent des demi-vies courtes (27 + 10 s ;
19,2 s ; 643 + 436 s et 32 + 6 s respectivement B8U[20], KD [21], desArg®-BK [20],
desArg'®-KD [22]). La dégradation rapide des kinines cdnstiun moyen supplémentaire
de contréler leurs actions et permet d’expliquardeactivités limitées au niveau autocrine
ou paracrine.

Les principales enzymes intervenant dans le catabel des kinines sont des
métalloprotéases a zinc. Ces enzymes sont appalésspeptidases car elles sont douées
d’'une faible spécificité de substrat ; c’est aiqge leur activité varie (1) selon le substrat
peptidique, (2) selon I'espece considérée, (3)nsédo milieu biologique exploré. Les

données décrites ci-dessous concernent le plasmaiiu

21 Enzyme de Conversion de I'Angiotensine-l (ECA, EC .3.15.1)

L’ECA est une ecto-enzyme transmembranaire possdéhbanx isoformes I'une exprimée
au niveau des cellules germinales masculines etréassomatique exprimée a la surface
des cellules endothéliales, épithéliales et imnain@s (macrophages et cellules
dendritiques). A partir de I'isoforme membranairae forme soluble plasmatique peut étre
libérée sous I'action d’une enzyme de type séoeé&tate clivage de la partie C-terminale.
L’'ECA représente I'enzyme majoritaire pour la dégtgon de BK, transformée en B,
elle est une enzyme secondaire pour le catabolisndesArg’-BK, qu’elle transforme en
un métabolite inactif, BKs) (Figure 3 et 4). L'ECA dégrade également KDdegArg™®-

KD en KDyg (Figure 3) [23]. Elle convertit aussi I'Angiotens+l (Ang-1) en
Angiotensine-1l (Ang-Il), mais la constante de Maghis (K.) est en faveur de BK (K=

0,18 uM pour BK et ik = 16 uM pour I'Ang-1) [24]. C’est en patrticulieropr cibler la
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transformation de I'Ang-l en Ang-ll que des inhéats puissants de I'ECA (IEC) sont

utilisés pour traiter 'HTA.

2.2 Aminopeptidase P (APP, EC 3.4.11.9)

L’APP est exprimée sous deux formes. La premierenesnbranaire, ancrée par un motif
glycosylphosphatidylinositol (GPI) a la surface eere des cellules endothéliales,
épithéliales et des cellules mononuclées sanguktlks.est codée par le gexdNPEP2
situé sur le chromosome X. Elle peut étre clivéenateau du motif GPI par une
phospholipase pour étre libérée dans le plasmaektande forme est cytoplasmique et
codée par le genéPNPEP1situé sur le chromosome 10 [25].

L’APP libere a partir d’'un peptide un a trois acgdaminés liés a une Proline du coté N
terminal [25] (Figure 3). Elle représente la premiénzyme du catabolisme desrg®-
BK (environ 65 %) et la seconde en importance malui de BK, gu’elle transforme en
meétabolites inactifs, respectivement Bif et BKp.q (Figure 4) [26] ; alors qu'elle ne
posséde aucune action directe sur KDdetArg'%KD [27]. Cette enzyme devient
prépondérante pour le catabolismed#mArg®-BK lorsque 'ECA est inhibée (traitement
antihypertenseur IEC par exemple). Des polymorpbssdu gen&XPNPEP2sont associés
a une faible activité de 'APP [28] et représent@mffacteur de risque pour 'accumulation

des kinines et la survenue d’angioedemes iatrogenes

2.3 Carboxypeptidase M (EC 3.4.17.12) et Carboxypeptidze N (EC

3.4.17.3, CPN/M)

CPM et CPN possédent 41 % d’homologie de strucifN est un tétramére plasmatique
composé de 2 fois 2 sous unités, I'une régulagtdéautre catalytique, synthétisées par le

foie. Alors que CPM est une enzyme membranaireggerng la surface des cellules souches
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hématopoiétiques, des monocytes/macrophages, klidssépithéliales et endothéliales, a
I'aide d’'un motif GPI.

CPN/M clivent I'acide aminé C-terminal (Arginine dwysine) de BK et KD transformant
les peptides agonistes du récepteur B2 (BK et KkDpeptides agonistes du récepteur Bl
(deArg®-BK et desirg'®-KD, Figure 3 et 4). CPN/M participent égalementla
dégradation des anaphylatoxines (C3a, C4a et C5a).

CPN/M constituent la voie kininase-I, voie minepaur le catabolisme de BK d’un point
de vue quantitatif lorsque les autres enzymes dtabodsme sont pleinement
fonctionnelles mais qui devient importante lorstpgeautres enzymes font défaut ou sont

inhibées par un médicament, IEC par exemple [20].

APM ECA ECA CPNM

Figure 3 : Site d’action des enzymes du catabolisnakes kinines.

APM : Aminopeptidase M ; APP : Aminopeptidase PK BBradykinine ; CPN/M :
Carboxypeptidase N/M dedrg®BK : desArg®-Bradykinine ; de#Arg™®KD : dedrg*
Kallidine ; ECA : Enzyme de Conversion de I'Anginsgne-1 ; KD : Kallidine.
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2.4 Dipeptidyl-Peptidase IV (DPPIV, EC 3.4.14.5)

Cette enzyme est impliquée de facon secondaire ldacatabolisme des kinines par son

implication dans la dégradation des metabolitestifsa BK».g) et BKj2.g (Figure 4).

Elle est également en charge du catabolisme deétimes. C’est dans ce cadre que ses
inhibiteurs ont été développeés, représentant uneatie classe d’antidiabétiques oraux,

appelés gliptine.

<Z N 7T >
DPPIV DPPIV
BK [1_7] BK [1_4] BK inactive
DPPIV <A (E /4\\ (:\E
CPN/CPM
BK . BK » des-Arg’BK
N —
APP APP

Figure 4 : Catabolisme de bradykinine (BK) et dedesArg °-BK.
ECA : Enzyme de conversion de I'angiotensine-1 NOCEPM : Carboxypeptidase N/M ;
APP : Aminopeptidase P ; DPPIV : Dipeptidyl pepsedV.

2.5 Endopeptidase Neutre ou Néprilysine (NEP, EC 3.4.241)
NEP est une ecto-enzyme transmembranaire qui veaBK et KD de la méme facon que
'ECA mais dont l'effet au niveau plasmatique estgligeable en comparaison de

I'efficacité de 'ECA. A linverse au niveau rénabu son expression est forte, son role

devient prépondérant.

3. Les récepteurs B1 et B2 des kinines

Les kinines exercent leurs effeiga deux récepteurs a 7 domaines transmembranaires

couplés a une protéine G, les récepteurs B1 (RBBR2 ¢RB2, Figure 5).
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Les gene88DKBR1et BDKBR2 codant respectivement pour RB1 et RB2, sont paite
tandem par le chromosome 14 et possedent unehfamelogie (> 40 %, Figure 5).

Ces récepteurs sont exprimés a la surface des méelledes, incluant les cellules
endothéliales et épithéliales, les cellules mus@ddisses, les fibroblastes, les neurones,

les cellules tumorales et les cellules mononudéeguine$29].

3.1 Le récepteur B2 (RB2)

RB2 est exprimé constitutivement a la surface @disles ou il est capable de former des
oligomeres. Lorsque les récepteurs s’associente estix, la fixation d’une molécule
d’agoniste sur I'une des sous-unités diminue Fetii des autres sous-unités pour cet
agoniste selon le principe de la coopération (oliatlestérie) négative [30].

La protéine G de RB2 peut étre couplée a diffésestris-unités alphai oi, os, 01219
selon les cellules, ce qui conduit a des mécanistaesgnalisation différents. La fixation
de I'agoniste sur RB2 entraine principalement Raation de la phospholipase C et la
mobilisation du calcium (Ca) permettant I'activatiole la protéine kinase C et de la
phospholipase A Les conséquences en sont la production de madsatasodilatateurs
comme I'oxyde nitrique (NO), les prostaglandine&)Ft les prostacyclines, la libération
de médiateurs tel que I'activateur tissulaire dasplinogene (tPA) au niveau endothéliale
ou le glutamate dans les neurones, l'activationfat#eurs de croissance (facteur de
croissance épidermique), la translocation de fastée transcription (NkB), I'expression
de molécules d’adhésion (paxilline), la réorgamnisatie la membrane cytoplasmique et
des filaments d’actines (Figure 6). En résumé ivatibon de RB2 participe a la
vasodilatation, la synthése de cytokines ainsi da’aprolifération, I'adhésion et la

migration cellulaire.
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Human B, Receptor

N terminus

C terminus

Human B, Receptor

C terminus

Figure 5 : Représentation de la séquence peptidiquies récepteurs Bl et B2.

Sont signalées en rouge les zones impliquées daesdnnaissance des agonistes, en bleu
celles pour les antagonistes et en orange cellpignées dans la reconnaissance des
agonistes et des antagonistes. Les étoiles indidasracides aminés susceptibles d’étre

phosphorylées et impliquées dans la désensibdisati récepteur B2 [29].
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Une fois activé, RB2 est rapidement désensibilesélg phosphorylation de résidus Sérine
et Thréonine portée sur le domaine C-terminal [R0Ohternalisation du récepteur fait
intervenir le recrutement de [aarrestine, la mobilisation de la protéine dynamahda

polymérisation des clathrines [31].

3.2 Le récepteur B1 (RB1)

Contrairement a RB2, I'expression de RB1 a la searfeellulaire n’est pas constitutive
mais induite dans des situations pro-inflammatotedtes que I'ischémie, les infections
bactériennes, le diabéte, la consommation de ta&oaleen avec la production de cytokines
comme IL-B, TNF-u, IFNy et I'activation du facteur de transcription XB-[29]. RB1 est
également capable de former des oligomeéres ddotrzation semble étre nécessaire a la
migration de la protéine depuis le réticulum endsplique vers la membrane
cytoplasmique.

La protéine G de RB1 est couplée aux sous umiies;. L'activation de RB1 conduit
comme celle de RB2 a la mobilisation du Ca, lass¢ de NOvia la NO synthétase
inductible), de PG et de prostacycline et a I'aation de la prolifération cellulaire (Figure
6).

Malgré leur grande homologie RB1 et RB2 possedestptopriétés de phosphorylation
différentes. Pour conséquence RB1 ne subit pagskendibilisation lors de la fixation des
agonistes. La demi-vie prolongée des agonistesBle Rabsence de désensibilisation du
récepteur et la stimulation de la NO synthétaseudtidle conferent au RB1 un effet

vasodilatateur supérieur a celui de RB2.
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cAMP

Figure 6 : Voies de signalisations et transductiodes signaux associés a I'activation
des récepteurs B1 et B2 [32].

4, Les agonistes des récepteurs Bl et B2

BK et KD sont les agonistes naturels de RB2, pequél ils possedent de fortes affinités
(Tableau I1) [33]. Le clivage des résidus Argini@germinaux sur KD et BK (Figure 3)
diminue considérablement I'affinité des produlesArg'®-KD et desArg®-BK pour RB2 et
augmente fortement I'affinité de ces métabolitegrg®B1 (Tableau II) [34].

Des agonistes peptidiques synthétiques de RB2 téndé&eloppés, comme [HypThi’,
Chd]-BK [35] et [Hyp®, Thi®, 4-Me-TyP ¥(CH,-NH)Arg®-BK. Ces molécules possédent
une affinitéin vitro équivalente ou supérieure a BK. Leurs demi-viedgmgées leurs
conférent un certain potentiel thérapeutique [36].

Quelques agonistes synthétiques de RB1 ont étdoppés tel que Sar-[D-PHeesArg®-

BK (ICs0= 60 nM) [29] mais leurs utilisations semblent &xé¢rémement limitées.
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Constantes d’affinités (K) des kinines pour
les récepteurs Bl et B2 (nM)
Récepteur B1[34] Récepteur B2[33]
BK > 10 000 0,54
KD 2,54 0,63
desArg®-BK 1930 8 100
desArg %KD 0,12 > 30 000
HOE-_14O ou 437 0.41
Icatibant

Tableau Il : Affinités des kinines et de l'icatibart pour les récepteurs B1 et B2.

Les valeurs des constantes d’affinités sont déte¥es par la méthode de compétition
([*H]Lys-desArg®-BK 0,1 & 5 nM pour le récepteur B1 &{[BK 100 pM pour le récepteur
B2).

5. Les effets physiopathologiques des kinines

Les récepteurs Bl et B2 sont impligués dans lesm@hénes de vasodilatation, de

perméabilité vasculaire et de la douleur miserjeardans de nombreuses situations.

51 Les kinines médiateurs de l'inflammation et de I'immunité

Les kinines participent au processus de linflanomat L'injection de BK conduit aux 4

signes cardinaux de linflammation. La rougeur at dhaleur conséquences de la
vasodilatation (Figure 7). L'oedeme suite a I'exésion du plasma du compartiment
vasculaire vers le compartiment tissulaire [37]. I&tdouleur par deux mécanismes
distincts, I'un de compression lié a I'edeme, Faupart action direct sur les fibres
nerveuses en synergie avec la substance P (suB8PJHigure 10). Ces données sont
illustrées par I'augmentation des concentrationsBéeet KD au cours de pathologies
inflammatoires telles que l'arthrite rhumatoide J[3%stéo-arthrite [40], la cirrhose [41]

ou la pancréatite [42].
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Figure 7 : Avant-bras d’un volontaire sain avant (mage a gauche) et apres (image a
droite) 'administration intra artérielle de bradyk inine [43].

Les cellules de I'immunité innée comme les masext des basophiles, lors de leurs
dégranulations, libérent des polysaccharides ssifatomme [I'héparine [44] ou des
protéases telle que la tryptase, capables d'indeirelivage de HK et de produire des
kinines [45]. Et réciproquement les analogues de 8bht capables d'activer les
mastocytes et d'induire leur dégranulation, ce @eut constituer une boucle
d’amplification locale pour la production des kieg[46].

Les kinines participent également au recrutemestlei@cocytes [47], a leurs activations
[48] et a la synthése des cytokines et des médsatmgidiques [49]. Par conséquent les
kinines sont des médiateurs importants de I'imnéuimnhée mais possédent également un

r6le dans la mise en place et le maintien de I'imitéuacquise.

5.2 Les kinines et le systéme cardiovasculaire

L’endothélium vasculaire représente un lieu de petidn et un site d’action privilégié des

kinines plasmatiques BK desArg®-BK.
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521 Tension artérielle

En 1934, l'implication des kinines dans I'HTA étd#éja décrite. Dans les années 70, des
études épidémiologiques rapportaient une relativarse entre le niveau de KK urinaire et
la pression artérielle chez des patients souffribd [50]. Plus tard, l'infusion de BK
démontrera ses effets antihypertenseurs (vasdiblatet augmentation locale du flux
sanguin) [51] qui lui conférent un réle protecteig-a-vis des organes sensibles a 'HTA
tels que le cceur (diminution de I'hypertrophie etld fibrose cardiaque, atténuation de
I'épaississement de la paroi artérielle [52]) osl teins (diminution de la fibrose rénale
[51]). BK inhibe également la prolifération deslokds musculaires lisses recouvrant la
paroi vasculaire protégeant ainsi l'intégrité dussaau sanguin de fagon indépendante a
I'effet vasopresseur [53].

Les médicaments antihypertenseurs, IEC et sartaingi@ initialement identifiés pour
inhiber les effets de I’Ang-Il. Progressivementa iété démontré que les bénéfices apportés
par ces médicaments étaient portés par l'actionki@ses [54][55], démontrant ainsi

I'importance des kinines dans le contr6le de Iagion artérielle.

5.2.2 Artériosclérose et thrombose

L'interconnexion du systeme kallicréine-kinine avéx systéme de I'hémostase est
complexe.

Le systeme kallicréine-kinine est impliqué dangyiégation des plaquettaires par deux
phénomenes. D’une part la kininoformation, part€émimédiaire de FXII, peut étre activée
par les polyphosphates libérés lors de I'activatdes thrombocytes [56]. D’autre part HK
possede des propriétés anti-agrégantes car ile@nkilfixation de la thrombine sur les
plaquettes [57].

La nature du lien reliant l'activation de FXII etle de la voie intrinseque de la

coagulation est soumise a discussion. Historiguémiénest reconnu que FXlla est
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I'activateur du facteur XI (FXI) de la coagulatifgB8]. Néanmoins les individus présentant
un déficit pour FXIlI [59], HK [60] ou pKK [61] ne @/eloppent pas de phénotype
hémorragique, suggérant que ces protéines ne sgningdispensables a ’hémostase. De
plus il a été montré que l'activation du FXI etldevoie intrinseque de la coagulation peut
étre indépendante de FXlla [58]. L’action du FXHavient alors non nécessaire pour
I’'hémostase mais prépondérante pour la stabilitdcmbus [62].

Le systeme kallicréine-kinine est également en deec la fibrinolyse, (1) par I'activation
du plasminogene par FXII [63] et KK [64] et (2) damnfusion de BK stimule la libération

de tPA [65] (Figure 8).
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Figure 8 : Interconnexions entre le systeme kalli&ine-kinine, la coagulation, le
complément et la fibrinolyse [17].
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523 Ischémie-reperfusion

Le systeme Kkallicréine-kinine développe toute saombigalence dans les phénomenes
d’ischémie-reperfusion.

En effet, BKvia RB2 développe, dans divers modélesitro, un effet protecteur alors que
I'activation du RB1 abolit la totalité des effetérigfiques de BK [66][67]. L'effet de RB1
ne doit pas étre négligé dans lischémie-reperfusiar, in vivo, ces situations sont
apparentées a un processus pro-inflammatoire gyamt conséquence l'induction de
I'expression de RB1 [68].

In vivo, les effets des kinines sont, selon les organes)srévidents. Au niveau cardiaque
les agonistes de RB2 semblent avoir un effet cguthtecteur, indépendant de la
vasodilatation, conséquence d'une réduction deibeode et d’'une amélioration de
I'utilisation du glucose [69] alors que les agoesstle RB1 semblent avoir un effet néfaste
[70]. Les études sont plus contradictoires dansittBa organes. Par exemple, dans des
modeles d’ischémies cérébrales chez le rat, I'tjaade BK deux jours apres I'ischémie-
reperfusion permet un effet protecteur [71] alote d'administration immédiate d’un
antagoniste de RB2 apporte le méme bénéfice [72]cdntroverse est équivalente dans
des modéles d’ischémie rénale [73] ou mésentélitdiechez le rat. Néanmoins, I'étude
des médicaments IEC démontre, que chez I'humaikiteses ont un effet bénéfique au
préalable a I'ischémie [75].

Les divergences observées mettent en évidence demmptres déterminant pour la
compréhension du systeme kallicréine-kinine qut ¢bnle délai entre I'apport des kinines
et la lésion, (2) le niveau d’expression de RB1],[18) le degré de conversion des

agonistes de RB2 en agonistes de RB1 [66], (4)doe cible et (5) la dose [77].
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5.24 Angiogenese

Les kinines favorisent la formation des vaisseangsins. En effets, les agonistes de RB1
augmentent la synthése du facteur de croissancdiltteblastes (FGIB) [78] et les
agonistes de RB2 induisent la libération du factiucroissance des cellules endothéliales
vasculaires (VEGF) [79].

HKa (issu du clivage de HK) quant a lui, interrontjrtteraction entre I'activateur du
plasminogéne de type urokinase (UPA) et son régepfeAR, ayant pour conségquence un
effet inhibiteur de I'angiogenese [80].

Néanmoins, I'activation du systeme Kkallicréine-kimi semble étre en faveur de

I'angiogenese et la formation de nouveaux vaisseaux

53 Les kinines et les cellules musculaires lisses

BK induit la contraction des cellules musculainssds, cet effet pouvant s’exercer a tous
les niveaux et induisant entre autre la motilitéestinale, la bronchoconstriction, la

contraction utérine

5.4 Les kinines au niveau pulmonaire

Au niveau pulmonaire, BK et KD sont produits dediagmmeédiate apres un challenge
antigénique [81]. BK induit la contraction des alds musculaires lisses, la synthese de la
chimiokine IL-8 et une augmentation de la sécrétlarmucus [82] et I'activation du RB1
stimule la synthése du collagéne par les fibrobtas€Ces propriétés conférent un role
pathogénique aux kinines dans l'inflammation defesv@ériennes et en particulier au

cours de I'asthme.
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55 Les kinines et leur rbéle rénale

Les études chez l'animal ont montré la sensibdit@cte du rein vis-a-vis du systéme
kallicréine-kinine avec un effet bénéfigue de BKr $a néphropathie diabétique et la
fibrose rénale [77]. Ces données expérimentaleiscamiortées par des données observées
chez I'homme, par exemple, plusieurs polymorphisndes genes lies au systeme
kallicréine-kinine ACE [83], BDKBR2[84]) ont été identifiés comme facteurs de risques
pour des pathologies rénales.

D’autre part les kinines semblent étre impliquéassdle contréle de I'excrétion rénale de
'eau et des électrolytes, effet contribuant autdda du volume plasmatique et au
maintien de la pression artérielle [85]. L'actiaati du systeme Kkallicréine kinine

aboutissant a une augmentation de la natriuréde latdiurése [86].

5.6 Le r6le des kinines dans le domaine de la cancérgie [87]

Une des caractéristiques communes aux tumeursesobdt la réaction inflammatoire
associée a la tumeur. BK étant un médiateur digatinimation, de la vasoperméabilité et
un facteur de croissance, il n‘est pas surprendittsgit impliqué dans les phénomenes de

croissance et de migration des tumeurs (Figure 9).

Tumor cells

Plasminogen activation |(Plasminogen activator)
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Tumor oells
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Enhanced permeability
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Figure 9 : Schéma de l'implication de bradykinine BK) dans les tumeurs [88].
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La plupart des cellules cancéreuses sont capal@egratiuire des protéases a Sérine
pouvant libérer BK et KD [89] et d’exprimer a lesurface RB1 et RB2 [88][90]. Par
conséquent les tumeurs peuvent étre autonomeswsselu systeme kallicréine-kinine, ce
qui leur permet d’augmenter I'afflux sanguin asstitas apports en oxygene et nutriments
nécessaires a leur survie et participant a la foomades métastases (activation des

métalloprotéases et des molécules d’adhésion albelare) [79].

5.7 Les kinines et leurs interconnections avec le métabbisme des

lipides et des glucides

Les kinines sont impliquées dans le processus mkgae. En effet, sur les cellules

adipocytaires BK est capable de potentialiser deffle l'insuline et d’augmenter

I'assimilation du glucose par les cellules [91] mypour conséquence un rétrocontréle
négatif sur la sécrétion d’insuline. Ces donnéed sohérentes avec I'amélioration des
effets de I'insuline associées a la prise des mnaéadnts IEC [92] et les concentrations BK
augmentées en cas de diabéete [93].

Les kinines sont également impliquées dans le roksabe des lipides avec un réle dans
les phénomenes pro-inflammatoire et les désordrégbuliques associés a I'obésité

[94][95].

5.8 Le systeme kallicréine-kinine au niveau du systémgerveux

central (SNC)

Tous les constituants du systeme Kkallicréine-kin{péasmatique et tissulaire) sont
abondamment présents au niveau du SNC (FigureLHi)ministration de BK au niveau
du SNC entraine une excitation initiale puis ungasién [96] et une désynchronisation de

I'électroencéphalogramme [97].
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5.8.1 Lésions cérébrales

Les lésions cérébrales, regroupant les lésiondi@es post traumatique, les Iésions de la
moelle épiniére et de la barriere hémato-encépimal{HE), conduisent a I'activation de
la phase contact et & I'induction de I'expressierRiB1. L’action de BK au niveau du SNC
conduit a la rupture de la BHE, a I'extravasionpiasma vers les tissus et a la formation
d'un cedéme d’'une part et d’autre part a la libératie neuromédiateurs comme le

glutamate [98].

5.8.2 Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est identifiee pour étre unaladie neuro inflammatoire. Les
plaques amyloides caractéristiques de cette pafieosmnt capabled vitro, d’activer les
proenzymes de la kininoformation et de conduirelauage de HK [99]. De plugx vivo
I'activité de KK est retrouvée augmentée dans htegades patients atteints par la maladie
[100]. Ces données indiquent que le systeme kailtierkinine pourrait étre un candidat
pour l'identification de bio-marqueurs de la maeét/ou une source de nouvelles cibles

thérapeutiques [100].

5.8.3 Douleur

Les kinines au niveau du SNC sont également im@équdans I'émergence et la
signalisation du message douloureux. Dans un tiskétat basal, représentant la phase
aigue de la douleur, c’est I'action de BK sur RBR gst mise en jeu dans I'émergence du
signal [101]. Sur ce tissu non sensibilisé, litiec de desArg®-BK, agoniste de RB1,
n'est pas capable d’induire un message doulourd@?]] A l'inverse, dans un tissu
sensibilisé par un stimulus pro-inflammatoire (ghatardive de la douleur ou
sensibilisation paMycobacterium bovis bacillys’est I'action dedesArg®-BK sur le RB1

qui devient prépondérante [103]. L'action des kasirsur les fibres nerveuses peut étre
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directe [104] mais également indirecte car lesnani sont capables de sensibiliser les

neurones a I'action d’autres stimulus et d’indléréibération d’autres nocicepteurs [105].

Endothelial Cell

==
l Blood Vessel
| EDEMA

Figure 10 : Représentation de I'effet des kininesus le systéme nerveux central [98].

BK : bradykinine; SP : substance P; NKA : neurok&iA; NK1 : récepteur de
tachykinine-1; B1 : récepteur B1; B2 : récepteur B2 protéine G; PLC : phospholipase
C; DAG : diacylglycérol; IP3 : 1,2,5-triphosphaté:a2*]i . calcium intracellulaire; PLA2 :
phospholipase A2; PG : prostaglandine; ROS : espéaetive de I'oxygene; ATP :
adénosine triphosphate; cAMP : adénosine monopladspatyclique; cGMP : guanosine
monophosphate cyclique; AC : adenylate cyclase;:@Qanylate cyclase; NO : oxyde
nitrique, NOS : NO synthétase.

5.9 Les kinines et leurs implications dans I'angioedem@\O)

L’AO a kinines est caractérisé par I'accumulatias d&inines sur I'endothélium vasculaire

conduisant a la formation d’cedémes sous-cutanéswosrmuqueux [106]. Ces AO sont
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classiquement décrits comme blancs, non prurigirsans urticaire (par opposition aux
AO histaminiques qui sont accompagneés d’urticaireles prurit). Ils surviennent sous
forme de crises spontanées et récurrentes. llstaffepréférentiellement la face, la sphere
ORL et les extrémités, ou ils sont déformants sgdicieux, les tissus sous-muqueux du
systeme digestif, ou ils entrainent des douleuntenies, et le larynx, présentant alors un
risque d’asphyxie.

Différentes étiologies, héréditaires (AOH) ou asgsi avec ou

sans déficit pour Clinh,

peuvent étre a I'origine des AO (Tableau III) [107]

OMIM Gene
Type | Def%“Jrqé‘f{‘rfga“f 106100, SERPING1
Héréditaire P nombreuses
[108] Défaut qualitatif mutations
AO avec décrites
A Type Il pour C1Inh 606860
(?ﬁurh Maladie
: . lympho- .
Acquis proliférative Consommation de aucune
[109] : : Clinh
Anticorps anti
C1 inhibiteur
F12
610619 mutation
. . 983C>A
Surproduction des kinines
[31]
Non
A SEVE Héréditaire 610618 . cnifice
fonction
normale Défaut du Aminopeptidase P 21207OXFElN1PO?P2
de Clinh catabolisme des
kinines Carboxypeptidase N 603103CPN1[111]
Acquis ou Médicament de la classe des IEC 106180 XPNPEP2
iatrogene | [112], sartan [113] et gliptine [114] [115]

Tableau 1l : Classification étiologiques des angiedémes (AO).
C1 inhibiteur (C1Inh) ; Inhibiteur de 'Enzyme d@@ersion de I’Angiotensine-| (IEC).
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Les schémas thérapeutiques des AO reposent sumitentent prophylactique et le
traitement de crises. Actuellement le traitemenppylactique a long terme des AO repose
sur l'utilisation (en dehors de l'autorisation desensur le marché appelée AMM), des
traitements anti fibrinolytiques (tel que I'acidanexamique, Exacy). Ces médicaments
se fixent au plasminogene et inhibent l'action afigaitrice de la plasmine sur la
kininoformation [116]. L'application prophylactiqug#es concentrés de Clinh est limitée
du fait de la difficulté de I'administration intrawneuse (I.V.), cette thérapeutique est
préférentiellement utilisée en traitement des srjgd7].

Récemment de nouvelles approches thérapeutiquetédeveloppées pour répondre aux
besoins d'un traitement efficace en situation damge avec auto-administration,
notamment un antagoniste du récepteur B2 : Icatitiarazy®. Ce nouveau médicament
dispose de I'AMM depuis 2008 pour le traitement dases aigues d’AOH avec déficit

pour Clinh de l'adulte.
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Les kinines sont impliguées dans la physiologie dembreux organes et la
physiopathologie de différentes maladies. Des ssdaiiques et précliniques tentent de
démontrer 'intérét de I'utilisation des antagoagstle RB2. Ce travail propose d’établir le
lien entre la bibliographie existante, les conraises acquises a partir de la maladie de
'AOH et le modéle de perméabilité endothéliale eléppé au laboratoire avec la
pharmacologie du récepteur B2 afin d’envisager fesires applications de ces

meédicaments antagonistes de RB2.
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Partie | : Revue bibliographie des études précliniges et cliniques

concernant I'lcatibant comme antagoniste du récepig B2

Le développement des antagonistes des récepteues B2 débute dans les années 1970
[118]. La découverte d’antagonistes sélectifs auatélément déterminant pour démontrer
I'existence de récepteurs distincts, identifiés &1 B2, et comprendre I'implication

respective des kinines BK éeArg’-BK dans la physiopathologie de différentes makdie

1. Développement des antagonistes du récepteur B2

1.1 Premiéere génération

Les premiers antagonistes de RB2 ont été obtenumn@dification de la séquence de BK.
La substitution de la Proline en position 7 parrésidu D-Phe modifie I'orientation des
résidus PHeArg® C-terminaux et permet d’obtenir [D-PHBK un agoniste partiel de RB2
[119]. L’ajout d’'un résidu D-Arg en N-terminal e remplacement du résidu Proline en
position 3 par une Hydroxyproline permet d’augmefitdfet antagoniste du peptide vis-
a-vis du ligan naturel. Le remplacement d'un résmhomatique Phénylalanine aux
positions 5 et 8 par un acide aminé non natureliéfijhalanine), aux propriétés
aromatiques supérieures, apporte une résistanea-wss des enzymes du catabolisme.
Néanmoins ces peptides manquent de sélectivité GRaN/M les convertissent en

métabolitesdedArg interagissant avec RB1.

1.2 Deuxieme génération

La sélectivitée et I'affinité pour RB2 ont été anodéées par l'insertion de résidus aux
propriétés hydrophobes supérieures, D-Tic en posili et Oic en position 8. Ce dernier

confere également une résistance a I'action de RPN/
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from APP antagonism B2R |from ACE change: from CPN
activity affinity Increase B2ZR
affinity

Figure 11 : Molécule HOE-140, Icatibant, Firazyf.

A : Structure de la molécule.
B : Comparaison entre la séquence de l'icatibanek de Bradykinine (BK).

Le résidu Arginine en position N terminal est née@® au maintien de I'affinité pour RB2
mais confére une susceptibilité a la dégradationI’d®P. Il a donc été modifié par
'isomere D-Arg apportant la résistance a 'APPpat conséquent I'augmentation de la
demi-vie tout en conservant l'affinité pour RB2ékblution des antagonistes de seconde
génération a abouti au développement du peptidelernent nommé HOE-140 par la
société HoechSt puis commercialisé sous la dénomination commurterriationale
d’Icatibant et de nom commercial FiraZypar la société Shife(Figure 11). Ce peptide

présente une sélectivité et une haute affinité RRR2 (Tableau II).
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1.3 Antagonistes non peptidiques

Afin de surmonter les difficultés liees a 'admimétion des peptides susceptibles aux
métabolismes naturels et a leurs faibles biodidplitéis, des antagonistes non peptidiques
ont été développés. Des études structurales panagse magnétique (RMN) et de
dynamique moléculaire ont pu déterminer que leaguomtistes de RB2 devaient comporter
deux charges positives séparées par une régioroftyaloe rigide mesurant 10 A. Ces
études ont abouti au développement de la moléculd ¥A338 [120] (Figure 12),

sélective de RB2 relativement a RB1 mais non sjgg@fdes récepteurs aux kinines car

elle se fixe également sur les récepteurs musgaesi

: P*(C4Ha)s

4

I
1]
Iz

Figure 12 : Structure de la molécule WIN 64338.

A partir du pharmacophore représenté Figure 13][12% modifications aboutirent aux
molécules FR 167344 et FR 173657 dont l'efficapéé voie orale a été montrée chez
'animal [122].

Bien que la séquence peptidigue de RB2 présentdonmteechomologie entre les espéces,
plusieurs antagonistes comme WIN 64338 et FR 173863entent des affinités 10 fois
plus faibles pour les récepteurs humains que pesirrécepteurs animaux [123]. C'est
pourquoi d’autres molécules ont été dérivées arpdet la structure quinoléine de FR

173657, notamment la molécule LF 16.0335 [124}eidtibant [125].
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Figure 13 : Modele de pharmacophore pour les antagistes du récepteur B2 [121].

Et enfin d’autres molécules antagonistes non pigpied ont été développées a partir d’'un

motif cyclique le 1,4 pipérazine (Figure 14) corgduit & la molécule Bradyzide [126].

Figure 14 : Antagoniste non peptidique de RB2 ayanin motif 1,4 pipérazine :
Bradyzide

2. Etudes précliniques et cliniques de HOE-140,

Icatibant, Firazyr ®

Bien que de nombreuses molécules antagonistes 8ealRBt été développées, a ce jour,

seul I'lcatibant dispose d’'une AMM.
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La fixation de HOE-140 sur RB2 est décrite commésentant une haute affinité pour RB2
(Tableau Il). La liaison est saturable [127], paattplusieurs études sont en désaccord sur

la nature de linteraction qui lie HOE-140 et BKrdRB2. Certains auteurs relévent une

2.1

211

Etudes in vitro

Modéles animaux

2.1.1.1 Fixation aux récepteurs

interaction de type compétition et d’autres un mégsae non compétitif [128]. Une

expérience de mutagénése dirigée sur les siteB8eeR interaction avec BK et HOE-140

révéle une relation de compétition et explique téquilibre est lent a s’établir ce qui

pourrait expliquer les résultats contradictoires éeides antérieures [129].

2.1.1.2 Signalisation cellulaire

Dans des modeéelesn vitro utilisant des cellules animales, HOE-140 démorges

propriétés antagonistes vis-a-vis de BK concertaltibération de NO et de PG ainsi que

sur la mobilisation du Ca intracellulaire (Tabld%)L

Concentration| Concentration Effet de
Modeéle cellulaire de BK de HOE-140
-1 -1 HOE‘14O
(nmolel™) (nmolel™)
Libération de 30 10 :EE:E:I:EE
NO 100 a 1000 N
Porc compléte
Aorte Cellules Calcium

endothéliales| . . 1 0,014 1000 Inhibition
intracellulaire

Beeuf PG 104 1x16 100 Inhibition

compléte

Tableau IV: Effets de HOE-140 sur la signalisatiorcellulaire [127].
PGI2 : Prostaglandine 12 ; NO : oxyde nitrique.
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Des études a partir d’'organes isolés d’animaux aamtfirmé que HOE-140 était un

2.1.1.3 Organes isolés

puissant antagoniste de BK (Tableau V).

Modeéle animalin vitro de BK de HOE-140 | Effet de HOE-140
(nmolsl?) (nmolsl™)
Uterus 10 3a 100
Rat 1,6 0,25a25
Duodénum 3 1,25a5
pu?ratggzire 200 1250
Cochon ((j:ontra;lztllo ) 1a1x10 25100 Antagoniste
d’inde lléon es cellu e‘i 73
musculaires 2
Trachée lisses 81 7,3x 10
Hamster Vessie
Veine 0,2 aixid 0,3a10 Antagoniste non
jugulaire 4 7,3x 10° compeétitif
Aorte 202 7,3 10 Aucun effet
Débit 15
veineux 5a15
Lapin Libération 20
Tissus de| de PGE2 .
loreile | Stmulation 0,1 Antagoniste
 des 1,5a15
récepteurs|
nociceptifs

Tableau V: Effet antagoniste de HOE-140 sur Bradykiine (BK) dans des modelem
vitro animaux [123][127][130][131].

L’absence d’effet dans le modele de contraction’alate de lapin est cohérente avec
I'effet sélectif de HOE-140 pour RB2 car l'aorte dapin représente un modele
d’activation de RB1 (Tableau V). En effet HOE-140@ntre une grande sélectivité pour

RB2 et BK (Tableau VI).
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Concentration | Concentration Effet de
Modeéle animalin vitro agoniste de I'agoniste | de HOE-140
1 a HOE-140
(nmolel™) (nmolel™)
Cochon lléon Substance P 3,3
dinde | Trachée Neurokinine A 22 7,3x10°
Contraction Acétylcholine 550
' 300 100
des cellules desArg®-BK od
Aorte | musculaires —
0 ) Neurokinine A 12,2
lisses - -
. Angiotensine-I| 9,6 7,3x 10°
Lapin - - . Aucun
Veine Angiotensine-I 9,6 offet
jugulaire Substance P 8,06
. Angiotensine-ll| 0,03 nmol .
Oreille FIOt gio - I. 8 ° 15a15
veineux |Noradrénaline 0,1 nmol
Contraction| Neurokinine A 22
.| des cellules
Hamstern Vessie . 3 . 7,3x 10
musculaires Acétylcholine 550 *
lisses

Tableau VI : Etudes de la sélectivité de HOE-140 po le récepteur B2, a partir de
modeles utilisant des organes isolés d’animaux [1JBD31].

HOE-140 présente néanmoins une activité agonistel@ dans certains modeles lorsque

sa concentration est élevée (Tableau VII).

Concentration
Modeéle animalin vitro Test de HOE-140 | Effet de HOE-140
(nmolel™)
, 1x10 Agoniste partiel
lléon
Cochon 7,3x 10° Aucun effet
. Trachée 7,% 10 Aucun effet
dinde Artére
pulmonaire Cellule 1x10 Agoniste partiel
Rat Utérus musculaire | Contraction 10 Aucun effet
. lisse A ist tiel
Hamster Vessie 7810 gomsI € partie
faible
. . Velng 7,3x 10 Aucun effet
Lapin jugulaire
Aorte 7,3x 10° Aucun effet

Tableau VIl : Effets agonistes de HOE-140 dans desodélesin vitro animaux
[130][131].
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2.1.2

Modélesex vivohumains

Connaissant la difficulté de modéliser le systerakidcéine-kinine humain chez I'animal,

il était important de démontrer les effets de HGB-tlans un modélkex-vivohumain. Ces

études ont confirmé les effets observés chez I'ahimontrant I'effet antagoniste (Tableau

VIII) et sélectif de HOE-140 vis-a-vis de BK pouBR (Tableau IX). Ces études relévent a

nouveau le désaccord sur le mécanisme de l'inbibifcompétitive ou non) de HOE-140

(Tableau VIII).

Concentration| Concentration
Modele cellulaire de BK de HOE-140 Effet de HOE-140
(nmolel™) (nmolel™)
Veines ou Artéres
de cordons 0,1a1x16 1a1x10 | Antagoniste compétitif
ombilicaux Contraction
lléon &iiﬁ:ﬁii 8 7,3x 10° Antagoniste
Vessie lisses 4 7,% 10 Antagoniste
Bronchg 13 1x16 13 1x18 Antagonllst.e.: non
pulmonaire compétitif
Artére pulmonaire 0,1a1x16 10 a 1x16

Antagoniste compétitif

Tableau VIl : Effet antagoniste de HOE-140 sur Bralykinine (BK) dans des modeles
in vitro humains [123][130][132].

Concentration | Concentration Effet de
Modele cellulaire Agoniste de l'agoniste | de HOE-140
-1 4 HOE-140
(nmolel™) (nmolel™)
lléon .
. .| Acétylcholine 550 7,310
Vessie Contraction
Veine ou | des cellules Sérotonine 1a1x%o 1x10 Aucun
artére de | musculaires effet
cordon lisses Histamine 14 1x10 1x1d
ombilical

Tableau IX : Etudes de la sélectivité de HOE-140 po le récepteur B2 dans des
modelesin vitro humains [130][132].

Dans les modélesx-vivohumain, une activité agoniste partielle a égaldrééhn observée

lorsque HOE-140 est appliqué a forte concentrdfiableau X).
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Concentration

Modéele cellulaire de HOE-140 | Effet de HOE-140
(nmolel™)
lléon L S :
Vessie Contraction des cellules 1x1¢f Legere activite agonise

Veine ou artére de
cordon ombilical

musculaires lisses

1x10°

Aucun effet

Tableau X : Effets agonistes de HOE-140 dans des d&esin vitro humains [130].

2.2

Etudes invivo : modeles animaux

Les données préliminaires acquises dans les modéldso ont donné lieu a des étudas

vivo, d’abord chez l'animal, pour (1) confirmer l'effeintagoniste et (2) établir les

premieres estimations pharmacocinétiques. Les gtcidez I'animal ont pu confirmer les

effets antagonistes de HOE-140 vis-a-vis de BK [@al XI).

dose et voie HOE-140 (dose en
Modeéle animal , - . nmolekg et voie Effet de HOE-140
d’administration de BK , o X
d’administration)
R 0,001a1 V.
0.3a06nmal 20 S.C.
15 nmol<kg
191 - 100
Broncho- 1 nmolel Inhalée V.
constriction 0,3a0,6 LV 0,001a1
Cochon nmolkg" - 124100 Inhalé
235 kg I >
35 nmokkg nnaiee 0,1 Inhalée
Perméabilité
de la micro- 1 .
vasculature 1 nmolel Inhalée 100 ™
pulmonaire
Hypotension| 15 nmoleky LV.
int 0,075 nmol Intra
. ntra £ _— .
Hypotension| 100 pmol | _ <., | 0,75 nmol artérielle |Inhibition compléte
20 S.C.
Rat | Bdemedeld g .. Injection 760 Inhibition
patte dans la patte
Extravation I.V.
des protéines 500 nmolekg' V. 500 Inhibition compléte
du plasma

Tableau Xl : Effet antagoniste de HOE-140 sur Bradkinine (BK) dans des modéles
animaux in vivo [133][134][135][136].

I.V. : intraveineux ; S.C. : sous cutané.
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De méme la sélectivité de HOE-140 vis-a-vis de BMurpRB2 a été confirmée chez
I'animal (Tableau XII), puisque HOE-140 contrares leffets des activateurs de la phase
contact, comme le carraghénane ou les cristauxddagerique sans modifier les effets

d’activateurs du complément, comme le zymosan.

Agoniste HOE-140
Modeéle animal (dose et voie (dose et voie Sifet gjOHOE'
d’administration) d’administration)
Acety | \p. | ND. | ND. | ND.
choline
Histamine 10 1 Intraveiny N.D. N.D.
Broncho- nmoll eux
constriction| 5-nydroxy) 5 | Np | ND. | ND.
tryptamine
Cochor
. Aucun effet
d’'inde
FPNTT Facteur
Zerlmeqbnne activateur 3 Inhalé 100
ela rlnlfro- des  |mmolel* nmolekg*
vascuiature plaguettes|
pulmonaire
Hypotension
0,1 ml & 0,01a1
Polysac- | 0,5 % mg *kg"
charide : 380 o
Carra- nmolskg® Inhibition
ghénane | 1 MJ 760
.| nmolekg*
(Edéme de |a . Injection 760 ou | Intra-
Rat 30sa| dansla .
patte Brulure . 380 |veineux| Aucun effet
55°C | patte 4
nmolekg
Cristaux
d'acide | 10Y8 760 Inhibition
. mg nmolekg
urique
760
Zymosan| 1mg nmolekg? Aucun effet

Tableau XII : Etudes de la sélectivité de HOE-140qur le récepteur B2 dans des
modelesin vivo animaux [130][131].

Chez I'animal, la tolérance d’'HOE-140 a dose faisé correcte. Cependant a forte dose,
la molécule présente une activité agoniste pagtigls-a-vis de RB2 [131][133][136]

(Tableau XIlI).
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HOE-140
Modéle animal ) Voi Effet de HOE-140
Dose (umol-kg) d’admin(i)s?ration
0,008 a 0,08 Aucun effet
Diminution de la
Chien 08 Intraveineux pression artérielle,
' douleur, agitation, hyper-
salivation
1 Inhalé Aucun effet
Cochon d'inde. _ Effet agoniste faible et
1 Intraveineux o
transitoire
_ _ Effet agoniste équivalent
Rat 5 intraveineux 20,5 umolekg de BK

Tableau XIllI : Effets agonistes de HOE-140 dans dasodeéles animauxn vivo
[131][133][136].

Les études précliniques montrent que HOE-140 esandagoniste compétitif hautement
sélectif du récepteur B2 a faible dose, tandis muweffet agoniste partiel pourrait étre

observé a forte dose.

2.3 Etudes cliniques de HOE-140, Icatibant, Firazy?

2.3.1 Paramétres pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

L’icatibant a tout d’abord été étudié pour une adstiation par voie I.V. mais les risques
liés a l'exposition d'une forte concentration onbnduit & modifier la stratégie
d’administration. La voie S.C. a donc été préfécae elle expose a une concentration
maximale inférieure et rend l'auto-administratioligpaccessible. La voie intranasale a
également été utilisée dans certains essais afbitehiir une action locale de l'icatibant.

A partir des caractéristiques pharmacocinétiquedicktibant (Tableau XIV), on peut
déduire quelques principes pour l'utilisation theatique. (1) L'absorption rapide du
produit par voie S.C. permet l'utilisation en teaitent aigie. (2) La vitesse d’élimination
indépendante de la dose initiale, permet de préeonies administrations répétées plutdt
gu’une augmentation de la dose lorsque I'effet d’umection est insuffisant. (3) Le risque

d’accumulation du produit est faible car le volurde distribution est large, sans
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accumulation au niveau adipeux et sans passageRieH, ce qui permet de recommander
'administration répétée plutét que 'augmentata la dose. (4) Néanmoins l'icatibant
traverse la barriere placentaire, le médicamentpestent dans le lait maternel, ce qui

conduit aux précautions d’'usage en cas de groseasdallaitement.

Voie d’administration
. Sous-
Intraveineuse .
cutanée
Deml-we o5 84
(min)
Biodisponibilité 100 96
(%)
AUCq_,
(hengemL) 3208 3114
Crmax 2071 1429
(ngemL")
Tmax
(min) 30
Clairance p_la_llsmathue 245
(mLemin™)
Fixation aux protéines 44
(%)
Volume d(?_)dlstrlbutlon 20 — 25

Tableau XIV : Parametres pharmacocinétiques de I'latibant [43].

Les données pharmacocinétiques permettent de @rédinombre restreint d’interactions
médicamenteuses puisque licatibant possede umefaibgré de fixation aux protéines
plasmatiques et un métabolisme indépendant du lugoe P450. L’élimination sous
forme active étant minoritaire (10 %), elle est pefluencée par l'insuffisance rénale ou
hépatique.

L’activité antagoniste de l'icatibant (20, 50 ou0ldgekg" par voie 1.V.) vis-a-vis de BK a

éete démontrée chez 8 volontaires sains [137]. Aeicaadification de I'afflux sanguin, de

la frequence cardiaque ou de la tension artemedledté observée chez les 8 sujets [65]. Un
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autre essai rapporte une augmentation des presai@mlles, systolique et diastolique, et
une diminution de la fréquence cardiaque dans less@ivant 'administration 1.V. de 10
mg d’icatibant sans qu’il n'y ait d'impact sur I@adté du systeme rénine-angiotensine
[138]. Ces effets hémodynamiques de l'icatibantr@oant étre dus a I'implication de BK
dans I’homéostasie de la pression sanguine oufatlagoniste partiel de I'icatibant déja

mentionné.

2.3.2 Traitement des crises d’AO

Les premiers essais d'application de l'icatibamtdes crises d’AO (n=20) montrérent une
réduction de la durée des crises lorsque l'icatiégait appliqué par voie I.V. (0,4 mgskg
perfusé sur 2 ou 0,5 h ou 0,8 mgékuerfusé sur 0,5 h) ou S.C (30 ou 45 mg) [139].

Ont ensuite été conduits 3 essais cliniques rargfamét en double aveugle. Ces essais
avaient pour but d’évaluer I'efficacité de licadift vis-a-vis du délai d’amélioration des
symptomes chez des patients développant une cA€eHdavec déficit pour Clinh. Le
premier essai, FAST-1 comparant I'efficacité dedtibant (n=27) vis-a-vis d’'un placebo
(n=29), n'a pas montré d’amélioration significatide ce délai (2,5 ks 4,6 hp = 0,14)
[140]. Le second essai, FAST-2, a montré la supéide l'icatibant (n=36) vis-a-vis de
I'acide tranexamique (n=38) pour diminuer le déla@mélioration des symptémes (2/h

12 hp < 0,001). Néanmoins il faut souligner la faiblesd@ laquelle I'acide tranexamique
a été utilisée lors de cet essai, 3 g par joursaloe la dose recommandée par les experts
internationaux est de 4 a 6 g par jour [141]. Lende essai, FAST-3, a repris sur une
cohorte plus large, le comparatif de icatibantaAgs du placebo ; il a mis en évidence
I'effet bénéfique du médicament (2 h vs 19,8+ 0,001) [142].

Ces essais ont montré que l'icatibant présentathamne tolérance. L'effet indésirable le
plus fréquemment rapporté était une aggravationraurécurrence de la crise d’AO dans

les 48 h suivant la premiere administration, affettll a 25 % des crises traitées par
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I'icatibant dans les différents essais clinique39]{140][142]. De méme une grande partie
des patients signalent une réaction locale (cedpruet, douleur ou érytheme) lors de
I'injection. Cette réaction habituellement peu séyéransitoire et de résolution spontanée
[130], semble étre due a l'effet activateur deslanaes de BK sur les mastocytes
lorsqu’ils sont présents a forte concentration [4]e serait donc la conséquence de la
libération d’histamine par les mastocytes induidée la forte concentration d’icatibant au

niveau du site d’injection [143].

2.33 Autres applications

L’AMM de licatibant, & ce jour, restreint son usiation aux crises d’AO modérées a
séveres chez les adultes déficitaires pour Clirdurtnt d’autres utilisations sont

envisagées dans le cadre des AO d’'une part mass darss d’autres indications.

2.3.3.1 Autres applications dans le cadres des AO
L’application de licatibant a tout d’abord été &agée pour le traitement des crises AO a
BK chez des patients n’ayant pas un AOH avec dg¢fmir C1linh, comme par exemple les
AO acquis [144], les AOH avec fonction normale dein® [145] et les AO iatrogénes
[146].
Du fait de la courte demi-vie de licatibant, sofilisation en prophylaxie semble peu
envisageable ; cependant certains cas rapport&hesjuapplicable en prophylaxie a court
terme avant une chirurgie [147][148].
A ce jour, ni la tolérance ni I'efficacité, de latibant n’ont été évaluées dans la population
pédiatrique. C’est pourquoi I'application du médimmt est restreinte aux adultes.
Néanmoins un essai clinique (NCT01386658) est aimrscpour évaluer les données
pharmacocinétiques nécessaire a I'obtention de KApEdiatrique.
L’AO affecte la qualité de vie des patients avecfam impact négatif. Pour diminuer cet

impact certains centres essaient de développendatmn a I'auto-administration [149].
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Ce qui assurerait un traitement plus rapide desesrd’AO et sans doute une meilleure

efficacité de l'icatibant [150].

2.3.3.2 Chirurgie cardiague

Les interventions par chirurgie cardiaque nécassitan pontage cardiopulmonaire
induisent l'activation du systeme kallicréine-kieifil51]. Dans cette hypothese, et parce
que I'infusion de BK conduit a la libération de tP@%5], I'impact de l'icatibant (n=40) sur
la fibrinolyse et I'inflammation lors du pontagerdmpulmonaire a été éetudié lors d’'un
essai randomisé. Cet effet a été comparé a celnedimolécule de référence anti-
fibrinolytique (I'acide e-aminocaproique, n=37) ou d’'un placebo (n=38). dtiltant et
I'anti-fibrinolytique ont diminué la fibrinolyse pepératoire mais seul lacide-
aminocaproique a montré un impact sur la concemtraies D-dimeres et sur les
saignements post-opératoires. Ni l'une, ni l'autte ces molécules n'a modifié la

proportion de patient transfusé [152].

2.3.3.3 Ischémie-reperfusion
Dans un essai cliniqgue randomisé et en double #&weligatibant a été évalué pour son
réle protecteur dans les phénomenes d’ischémigftegien. Les lésions d'ischémie-
reperfusion ont été induites, au niveau du brag @@evolontaires, par le gonflement d’un
brassard précédé ou non par un pré-conditionnensehEmique. Dans ce modele,

licatibant (100 pgekd) n'a pas montré d’effet majeur sur la préventies tésions [153].
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2.3.3.4 Ostéo-arthrite
Au niveau articulaire, BK est connu pour étre imgpée dans I’homéostasie du cartilage,
I'inflammation, la douleur, I'activation des synoeytes et des chondrocytes [40]. C’est a
partir de ces observations que licatibant a &#tdans le traitement de I'ostéo-arthrite du
genou. Une seule injection intra articulaire dlilbaht (90 pg, n=58) a montré un effet

antalgique [154] sans avoir d’effet anti-inflammegcsur I'articulation [155].

2.3.3.5 Rhinite allergique
L’administration intra-nasale d’'icatibant (10 a 50) inhibe les effets locaux de BK (100
g, n=36) avec une bonne tolérance locale et sygtéendu médicament [156].
Lorsque la rhinite allergique est induite par utr&k d’acarien, l'icatibant démontre son
efficacité vis-a-vis de I'obstruction nasale sawgiad’impact sur la rhinorrhée, le prurit et
les éternuements [157]. Lorsque la rhinite est pgoée par un extrait de pollen, on ne
retrouve aucun effet de l'icatibant sur les sym@énPar contre I'icatibant parait diminuer

hypersensibilité et I'nyper-éosinophilie associaéa rhinite allergique [158].

2.3.3.6 Asthme chronique

Chez les patients souffrant d’asthme, [linhalatiade BK induit une forte
bronchoconstriction alors qu’elle n’a pas d’'impabez les sujets normaux [159]. C'est a
partir de cette observation que licatibant a ésété& pour le traitement de I'asthme
chronique. Au cours d'un essai clinique randonmesédouble aveugle et contre placebo, il
a été administré sous forme de nébulisat aux dies@s9 et 3 mg, 3 fois par jour pendant 4
semaines chez des patients asthmatiques chronijuette occasion I'administration de
I'icatibant a permis une amélioration dose-dépetaldes tests fonctionnels pulmonaires
sans avoir d'impact sur la sévérité des symptoneeikadthme. Les résultats de ces essais
suggerent que BK est un médiateur pro-inflammatomgliqué dans I'asthme, sans effet

broncho-constricteur majeur pour I'apparition dgsigtomes [160].
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2.3.3.7 Syndrome de fuite capillaire systémique
Le syndrome de fuite capillaire se caractérise geg épisodes associant hypotension,
hémoconcentration, hypoalbuminémie sans albuminetrieedemes généralisés pouvant
aller jusqu'a la défaillance cardiaque. Ills sont &an avec des phénomenes
d'hyperperméabilité capillaire et peuvent étre dese diverses : infections par des virus
[161], maladie de Clarkson [162]. La physiopath@og'est pas encore €lucidée mais
I'implication de BK est fortement suggérée [161R16C’est dans cette hypotheése que
I'icatibant a été appliqué avec efficacité chezpatient présentant un choc hémorragique

sévere [161], démontrant ainsi I'implication de B&ns le processus pathologique.
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3. Discussion

L'icatibant est donc un puissant antagoniste séldet RB2. La démonstration de cette
propriété s’est initialement heurtée aux difficaltde I'étude du systeme Kkallicréine-
kinine : variabilité inter-espéce, caractérisataes modeéles d’expression des récepteurs
Bl et/ou B2, spécificité vis-a-vis des récepteimgortance des enzymes du catabolisme
et de la conversion des agonistes de RB2 en agerdstRB1.

A partir des rapports des études précliniques,eart poter que les doses utilisées varient
de quelques nano-moles par kilo (soit environ 2&gt a 7300 nmol+kd (soit environ 1
mgekg?). Alors que la posologie administrée chez I'honstiescrit dans la frange haute
de cet intervalle (30 mg représente une dose dem@gkg" pour un adulte de 60 kg).
L’administration de 30 mg S.C. a été retenue af@émonstration de son équivalence
avec la dose 1.V de 0,4 mgskgNéanmoins 30 mg d'icatibant (ou 23 pmol) représen
une quantité trés supérieure a la quantité maxirdald8K pouvant étre libérée. Dans
I'hypothése ou l'intégralité de HK serait clivé (@@emiY), il y aurait au maximum une
libération de 4 umol de BK. Il y a donc 7 fois pldiscatibant que de BK pouvant étre
libérée. De plus, les études précliniqgues ont néogtra forte dose, l'icatibant possédait
des propriétés agonistes partielles. Ces effets &galement rapportés chez I’'homme au
niveau de la réaction locale au point d'injecti@et effet agoniste partiel est suspecté
d’étre la cause des réactions de récurrence owidagtion des crises d’AO dans les 48 h
suivant I'application de l'icatibant.

D’autre part, I'effet de I'icatibant sur le déplacent de BK fixé au récepteur n'a pas été
étudié. En complément la question peut étre poseelavenir des molécules de BK
déplacées. Pourront-elles étre convertiesdesirg®BK et interagir avec RB1 ? Cette

question émerge dans la logique de plusieurs ggors de récurrence des crises d’AO
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lorsque le médicament a été appliqué dans un centefectieux avec I'hypothese que
I'induction de I'expression de RB1 favorise la ré&gence de la crise initiale.

En dehors du contexte de I'AO les antagonistes B2, fcluant licatibant, représentent
une possible option thérapeutique de pathologigsnimatoires. Les antagonistes de RB2
ont été évalués, chez 'animal, pour le traitementre autres, des douleurs neuropathique
[163], de la maladie d’Alzheimer [164], des septies [165], des traumatismes craniens
[98], de la goutte [166], de la pancreatite [1@7igure 15). Au cours des essais cliniques
chez 'homme, licatibant n’a pas réussi a démangon efficacité dans la prévention des
lésions ischémiques [153], du traitement de I'asthit60] ou des rhinites [157][158],
malgré les démonstrations de I'implication de BKsléétiopathogénie de ces pathologies.
Ceci suggere que BK est un médiateur pro-inflammatparmi d’autres et que les
processus inflammatoires sont plus complexes. IBitibn d’'une seule voie d’activation
(i.e. voir RB2) ne s’associe pas a une améeliorationigulie significative, méme si cette
manceuvre résout certains parametres associés netdnfmologiques. C’est pourquoi,
pour ce qui releve du systeme kallicréine-kiniregfains auteurs proposent d’examiner des
antagonistes non sélectifs des récepteurs B1 et@2me la molécule CP-0364 [168]. De
méme, concernant 'AQ, il est évoqué que I'ajoutrdantagoniste de RB1 a l'icatibant

pourrait avoir un effet bénéfique [169].
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Post-traumatic brain injury
(neuroprotective)

Allergic rhinitis
(attenuates inflammatory
changes)

Bronchial asthma
(attenuates chronic
inflammatory changes)

Angicedema
(reduces local oedema
and discomfort)

Cirrhosis
(improves salt/water loss
in refractory ascites)

Pancreatitis
(reduces oedema)

\

o 1h

Figure 15 : Applications potentielles des antagortiss des kinines [43].

Pain
(via primary unmyelinated
sSensory neurones)

Thermal injury/burns
(reduces oedema/fluid loss)

Les traitements antihypertenseur IEC apportenéhaahstration que BK exerce des effets
bénéfiques a long terme. Quelles seraient les coes&es d'une utilisation d'un
antagoniste de RB2 dans la durée ? Bien que l'adtration répétée de licatibant n’ait
pas présenté d’'effets adverses majeurs [170], éatoun peut étre posée de l'effet a long
terme de ces médicaments. Notamment lorsque l@gifmin de I'antagoniste n’est plus
envisagée comme un traitement de la phase aigge (EAO), mais comme un traitement

chronique (douleur neuropathique par exemple).
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Partie Il : Données expérimentales

Afin de valider expérimentalement I'impact diffétieh des kinines et de l'icatibant sur la
perméabilité endothéliale en fonction du contextégammatoire, un modéle vitro de
perméabilité endothéliale a été adapté a partia deéthode décrite par Bosdial. [171].

Ce modéle s'appuie sur le systéme Transali chambre de Boyden qui représente deux
chambres de cultures séparées par une membrangs@dfegure 16). Ce dispositif est
habituellement appliqué a I'étude des phénoméniesedactions cellulaires (co-culture),
de mobilité cellulaire et de chimiotactisme. Damgr@ application, la membrane poreuse
séparant les deux chambres sert de support pawitlae des cellules endothéliales qui
vont former a sa surface une monocouche de celimpsrméable modélisant la paroi de
I'endothélium vasculaire.

L’objectif est d’appliquer les kinines et l'icatibasur la monocouche cellulaire a I'état
basal et en condition sensibilisée par une cytokireinflammatoire, et de suivre la
perméabilité de I'endothélium a I'aide du transf#cin fluorochrome d’'un compartiment a

I'autre.

1. Matériel et Méthodes

1.1 Modeéles cellulaires

1.1.1 Les cellules EA.hy926

Les cellules de la lignée cellulaire EA.hy926 (ATTIC72] sont cultivées dans le milieu
DMEM (Milieu d’Eagle modifié par Dulbecco, Gib&contenant 10 % (v/v) de sérum de
veau feetal (SVF, Gib&), supplémenté en antibiotique (100 Umule pénicilline et 100
pgemi* de streptomycine, Gib& et en acide aminée L-Glutamine 100 rig¢Gibcd)

formant le milieu DMEM complet.
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Les cellules sont maintenues a 37°C en atmosplbatertant 5 % de C(et saturée en eau
(étuve Heraeus, Kendfp Les cellules EA.hy926 sont subdivisées aprésiragté

détachées du support par la trypsine-EDTA 0,05 #qd5).

1.1.2 Perméabilité de la monocouche endothéliale payde&me

Transwelf

1.1.2.1 Préparation des inserts

Les inserts (pores de 8 um, Thermo Fischer, Fifj8jesont recouverts avec de la gélatine
(2 % m/v, 60 min, 37°C) puis lavés avec du tampB®& Btérile (1 x ; 137 mM NaCl ; 2,7
mM KCI ; 8 mM NaHPCO', 2 mM KH,PC, pH 7,5, Gibc8) qui est ensuite éliminé par
décantation.

La concentration de la suspension cellulaire (cagtpar le test d’exclusion au bleu de
Trypan, en cellule de Malassez) est ajustée a éb@lessul* et 200 pl de suspension (soit
20 000 cellules) sont déposés sur les inserts (Eibd). Les cellules sont cultivées pendant

7 jours, avec un renouvellement quotidien jusqedadg 100 pl de milieu de culture.

Figure 16 : Systéme Transwefl.
A droite, image d’'une plaque 24 puits équipés dagerts. A gauche, détail d’'un insert.

1.1.2.2 Evaluation de la qualité de la monocouche endatteéli
Pour mettre en jeu I'expérience de perméabilijéue J, 100 ul de milieu sont retirés et 10

ul d’une solution BSA-FITC (10 mgem] Sigm&) sont déposés sur chaque inserts (7 min,
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37°C, 5 % CO2), avant de lire la fluorescence duitie contenu dans le compartiment
inférieur . excitation= 485 nm & émission= 535 nm, BMG Labtech Fluo$tarSi la
quantité du traceur BSA-FITC transféré est néghieed< 0,5 %), on considere que les
cellules forment une monocouche confluente impebbe¢aalidant ainsi la fonctionnalité

du systeme expérimental.

1.1.2.3 Evaluation de la perméabilité
Une fois vérifiée la confluence du support endo#thétlifférents stimulus sont appliqués :
BK (Bachenf); desArg®-BK (polypeptid€); HOE-140 (Firazy?, Shiré®) 1x10° M
(concentrations finales). La permeéabilité endotiélest suivie en cinétique par la mesure
de la fluorescence dans le compartiment infériqares 5, 15, 30 et 60 minutes. La
concentration du traceur dans le compartiment igdiér est calculée sur la courbe
d’étalonnage de BSA-FITC (équation de la droiteréigression linéaire). La quantité

relative de traceur évalue la perméabilité endateel

1.2 Expression des récepteurs B1 et B2 :

L’expression du RB1 est induite par I'incubatiors @ellules en présence de TMF173].
Les cellules EA.hy926 sont cultivées jusqu’a coerfice (milieu DMEM complet) puis

incubées 24 h avec différentes concentration de-@TXF; 2 ; 5 et 10 ngeritl, Sigm&).

121 Mise en évidence des récepteurs par immunoblot

1.2.1.1 Extraction cellulaire
Les cellules adhérentes sont lavées avec du talB®) puis détachées a l'aide d’'un
mélange PBS (1 x), EDTA (1 mM). La suspension taite est centrifugée (10 min, 400
g), le culot cellulaire est mis en suspension @ahntampon de lyse (25 mM Tris-HCI, pH
7,5;5 mM EDTA ; 1 % Triton X-100) contenant debibiteurs de protéases (Leupeptine

1,8 uM ; Pepstatine 1,5 puM et TLCK10 pM), 30 mim Buglace. Le lysat cellulaire est

63 /89



centrifugé (12 000 x rpm, 5 min, 4°C) et le surraageest aliquoté (100 pL) et conserveé a -

80°C.

1.2.1.2 Immunoblot anti-récepteur Blet B2 :
Les échantillons de surnageant (35 ul) sont changésn gel de polyacrylamide (12 %) en
présence de laurylsulfate de sodium (SDS-PAGE)cenlitons dénaturantes. Le gel est
ensuite soumis au transfert sur une membrane deceliulose (minitransblot cell,
Biorad®, 100 V, 60 min). Aprés transfert, la membranergstée 5 min dans le tampon

TBS 1 x (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) puis séeiune nuit a 4°C (TBS 1x, Tween
20 0,1 %, albumine de sérum bovin [SJAB %). La membrane est ensuite incubée 1 h a

température ambiante avec les anticorps primaitg-gonale anti-RB1 (anticorps de
chévre, sc-15043, Santa Cruz Biotechnofdgyu anti-RB2 (anticorps de chévre, sc-
15050, Santa Cruz Biotechnol&gy dilués au 1/500™ Aprés 3 lavages (TBS+ [Tris 20
mM, NaCl 500 mM, pH 7,5] 1 x, Tween 20 0,1 %) lamiane est incubée 1 h avec
I'anticorps secondaire anti-chévre conjugué avec PHRsc-2020, Santa Cruz
Biotechnolog$) dilué au 1/5008™ La membrane est lavée 3 fois (TBS+ 1 x, Tween 20
0,1 %) puis un dernier lavage avec TBS 1 x. Latidxades anticorps sur leurs cibles est
ensuite révélée par chimiluminescence (caméra tewapphotographique, CCD, Biorad

ChemiDoc XRS+).

121 Mise en évidence des récepteurs par RT-PCR :

1.2.1.1 Extraction de 'ARN
Les ARN totaux sont extraits a partir du culot aiire par la méthode trizol-choloroforme
et précipités par I'isopropanol. L’ADN contaminagdt éliminé par I'action de la DNAse
(Invitroger). La quantité d’ARN extrait est dosée par spedtadpmétrie (Nanodrdh

Thermo Fischer).
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1.2.1.2 RT-PCR
L’ARN extrait (2 pug) est retranscris en ADN souaction de la transcriptase inverse
(maximakinine reverse transcriptase, Invitrdjeret en présence d'amorce poly(T)
(Invitroger). Les génes d'intérét sont ensuite amplifiés staction de I'enzyme Taq
polymérase (Invitrogét), & I'aide des amorces (Invitrog®ndécrites Tableaux XV. Les
amorces ont été dessinées a l'aide des logicielaSBE et Primer Express.V3(PE
Applied Biosystems, USA) sur la base des séquethéestes dans la banque de données

GenBank (URLwww.ncbi.nlm.nih.gov/irx/genbank

Les fragments d’amplification sont ensuite examipgsmigration sur gel d’agarose (1 %)

et bromure d'éthidium (1/10889.

Cible Séquence de I'amorce
BDKBR1codant  S€NS 5 AAATGCTACGGCCTGTGACAATGC 3’
pour RBL | Anti-sens 5 GACCAGGAAGGCAACCACGA 3

BDKBR2codant  SENS 5 GCCTCACTCACATCCCACTCT 3
pourRB2 | Apii sens 5 CCCCAAAGAGCCAGTCGAAG 3
ACTBcodant | Sens 5 TCACCCACATGTGCCCATCTACGA 3’

pour actine’
(géne controle) | Anti-sens| 5 CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG 3

Tableau XV : Séquences des amorces utilisées poarréaction d’amplification (PCR)
des génes codants pour les récepteurs B1 et B2'atline.

1.3 Statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne etrtdgpe. Les données sont comparées
entre elles par le test de Mann-Whitney pour legsabbées non paramétriques et non

appariées. Les valeurs denférieures a 0,05 sont considérées comme sighivies.
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2. Résultats

2.1 Expression des récepteurs Bl et B2 par les cellules.hy926

211 Impact du TNFe sur I'expression du récepteur B1 par les
cellules EA.hy926 :

L'incubation avec le TNFt (24 h ; 2 ou 10 ngerit) induit I'expression de RB1 de facon

dose dépendante (Figure 17).

Lysat total de cellule EA hy926

A TNF-a 24h
10 ngoml 1 2 ngoml 1
i S s
34’-...' ‘? 'J:'t.‘; ."
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Figure 17 : Expression du récepteur B1 par WesterBlot.

A : Image d’'un western blot obtenue apres migrasiongel de polyacrylamide (12 %) du
lysat totale de cellules EA.hy926, stimulées peh@arh par TNFe 10 ou 2 ngemt et en
absence de stimulation par TNF-

B : Evaluation relative de la quantité de récep®licalculée a partir du western blot (%
de la totalité du signal ECL).
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2.1.2 Expression du récepteur B2 par les cellules EA.By92

Le récepteur B2 est constitutivement exprimé pardidaée de cellule endothéliale,

EA.hy926 (Figure 18).

Lysat total de cellule EA hy926

TNF-a 24h

2 10
ngeml! ngeml!

44KDa —> s

Figure 18 : Expression du récepteur B2 par WesterBlot.

2.2 Evaluation de la perméabilité endothéliale induitgar des

agonistes et antagonistes de RB1 et RB2

2.2.1 Endothélium a I'état basal

A I'état de repos, BK, I'agoniste de RB2deArg®-BK, I'agoniste de RB1 induisent une
perméabilité endothéliale significative par rappartcontrole négatif avec respectivement
8,320 %p<0,001), 2,4 + 1,4 %p(< 0,05) et 0,4 £ 0,2 % de traceur transférée au
travers de la monocouche endothéliale (Figure ll'@ntagoniste du récepteur B2, HOE-
140, induit également une perméabilité, avec unsteat de 3,7 £ 1,4 % du traceur au
travers de la monocouche, perméabilité signifieatient augmentée par rapport au témoin
négatif p < 0,001). L’effet de BK est inhibé par I'ajout dé&iH-140 avec 4,3 £ 1,5 % K
0,05). Alors que la perméabilité induite pdesirg®-BK n'est pas significativement

modifiée (1,7 + 1,2 %p = 0,3 ; Figure 19).
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2.2.2 Endothélium sensibilisé par le TNF-

Les cellules sensibilisées par le TMFet sous l'influence de BK et diesArg®-BK sont
perméables au traceur : transfert de 5,1 % + 3(828) et de 6,0 % + 1,9 % (n=5), pour
BK etdesArg®-BK, respectivement. L'activation de I'endothéliyrar le TNFe ne modifie
pas la perméabilité induite par BK, HOE-140 oud@sation BK/HOE-140. Par contre la
sensibilisation de I'endothélium par le TNFinduit une augmentation de l'effet de
desArg®-BK sur le passage du traceur au travers de la otormhie endothéliale & 0,05).
Cette perméabilité n’'est pas modifiée par l'ajodti@E-140 (5,3 + 2,3 % de BSA

transférée au travers de la monocouche ; Figure 19)

N
1

% %k %k

~10.0
=~ @ Sans TNFa
‘; ;
\Q |
=
54
= B TNFa
g 10 ng/ml
-
75!
=]
w

Figure 19 : Perméabilité de I'endothélium : mesuralu transfert du traceur par le
systéme Transwelfl.

Mesure de I'impact de Bradykinine (BK, agoniste dicepteur B2), deledArg’BK
(agoniste du récepteur B1l) et de HOE-140 (antagoniki récepteur B2) sur la
perméabilité d'une monocouche confluente de cellafelothéliale (EA.hy926). La
perméabilité est évaluée par le pourcentage deurg®BSA-FITC) transféré au travers de
la monocouche endothélialex31 Test de Mann-Whitney. f < 0,05 ; *p < 0,01 ; ** p

< 0,001 : perméabilité comparée entre le blaneks nduite par le peptide sans activation
de I'endothélium par TN T p < 0,05 : perméabilité comparée entre le blanceée c
induite par le peptide avec sensibilisation de d@hélium par TNFe; t p < 0,05:
perméabilité comparée entre le peptide seul etd@ation peptide + HOE-140.

68 /89



3. Discussion

A partir du modéle de perméabilité endothélialeeligepé dans nos expériences et en
accord avec les données de la littérature, BK progoune augmentation rapide de la
perméabilité endothéliale. Celle-ci est inhibéepranins en partie, par l'icatibant [169]. En
effet, on retrouve dans ce modéle I'activité agenjsartielle de I'icatibant, observée par
ailleurs [130]. D’autre part I'icatibant confirma sélectivité pour RB2 car il n'affecte pas
la perméabilité induite patesirg®-BK.

D’autre part, dans la situation de sensibilisatis I'endothélium par le TNE- qui
reproduit une condition inflammatoire, I'ajout desArg®-BK développe une importante
perméabilité, indépendante de RB2, qui peut dorstisggouter a celle déja induite par BK.
Ceci consolide I'nypothése que I'état de sensiitilisn de I'endothélium est un paramétre
décisionnel pour I'importance de la perméabilitédahéliale en réponse aux kinines. Ces
résultats montrent I'importance du RB1 dans le ph@&ne de perméabilité. lls posent en
outre les questions du devenir de lI'agoniste de B&aacé par le médicament : Quelle
importance quantitative de molécules déplacées 2l @uétabolisme appliqué aux
molécules déplacées ? Quelle importance du ligandRIiL néoformé et de 'activation qui

s’ensuit du RB1 ?
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Discussion générale

L’icatibant est un médicament efficace pour antaggmBKin vitro etin vivo. Les limites

de ses effets, observées dans certains essaissatnoute en lien avec le fait que les
kinines peuvent agivia 2 récepteurs. C’est pourquoi I'association d’'umaganiste de
RB1 et de RB2 pourrait étre envisagée pour uneicgin thérapeutique. De méme les
kinines sont impliqguées dans le phénomene complexginflammation ce qui pourrait
suggérer d’évaluer I'effet des antagonistes de B&dcié a d’'autres thérapeutiques anti-
inflammatoires.

D’autre part la comparaison entre la concentratlerBK potentiellement produite et la
dose d'icatibant appliquée présente un large exctéstefaveur du médicament. Il semble
logique de se poser la question de I'impact d’'un@rdition de la posologie sur I'efficacité
du médicament.

Néanmoins a l'observation des effets protecteurs klaines, illustrés par les effets
bénéfiques des médicaments IEC, I'application aéagonistes de RB2 au long cours doit
étre envisagée avec préecaution car il existe ddstsefindésirables potentiels,
cardiovasculaire notamment.

Dans le contexte de I'AO la prescription d’icatibansubit une forte hausse ces dernieres
annees. Toutefois de nombreuses prescriptions rdaehfrs AMM, car l'indication de
I'icatibant est restreinte aux adultes souffrari@H avec déficit pour Clinh. Les autres
formes d’AO, possédant une fonction normale de R 1me disposent pas de thérapeutique
autorisée. Un essai clinique pour appliquer l'icatit dans les AO avec fonction normale
de Clinh a été initié mais l'efficacité du médicame’a pu étre démontrée, posant la
question d’'une responsabilité hors du RB2, ou d’'dégnition de ’'AOH avec fonction

normale de Clinh inconsistante. La difficulté ded@gnostic a souvent été évoqueée, cette
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classe d’AO regroupe un certain nombre d’étiologigierentes dont les AO iatrogenes,
les AO associées a une surproduction des kininas esssi les AO avec déficit du
catabolisme des kinines. La définition des poporetia I'intérieur de la classe des d’AO
avec fonction normale de Clinh semble étre détemmén pour I'application des

thérapeutiques ciblées et souligne ainsi I'imparade I'investigation biologique.
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Conclusion

THESE SOUTENUE PAR : Delphine Charignon

TITRE : Icatibant, Firazyr® : indications actuelles et utilisations potentielles.
L’icatibant est le premier antagoniste de RB2 a obtenir une autorisaﬁon de_ mis¢ sur le
marché. A I’heure actuelle son indication est limitée au traitement des crises d’angioedéme
héréditaire avec déficit pour Cllnh. Néanmoins son utilisation a été envisagée dans
d’autres pathologies telles que I’ischémie-reperfusion, des pathologies inﬂammatoires
chroniques comme 1’asthme, la rhinite allergiqueyou l’ésté{;)-arthrite'~ﬁ::tf-les -syndromes de- -
fuites capillaires. Pour ces indications, les essais cliniqﬁes n’ontpas réuési ‘2‘1 démontrer
Iefficacité du médicament. Les données conjointes de la littérature existante, des
connaissances acquises au travers de la pathologie d’AOH et des résultats expérimefltaux
obtenus a partir du modele de perméabilité endothélial in vitro montrent que (1) I’icatibant
est un antagoniste de BK qui posseéde une activité agoniste partielle intrinseque, (2) le
contexte inflammatoire en relation directe avec le statut d’expression du récepteur B1 doit
étre considéré pour connaitre I’impact des kinines et le(s) antagoniste(s) a appliquer.
D’autre part les applications futures des antagonistes de RB2 devront intégrer les notions
de doses. Ceci pour limiter les risques d’effets adverses liés aux propfiétés agonistes
partielles de I’icatibant. Il pourrait étre ainsi envisagé une diminution cie la posologie
actuelle. Enfin il ne faut pas perdre de vue les effets bénéfiques a long terme des kinines
sur leur impact cardio-vasculaire et par conséquent distinguer les applications chroniques

et aigiie des antagonistes des kinines.
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THESE SOUTENUE PAR : Delphine CHARIGNON

TITRE : Icatibant, Firazyr® : indications actuelles et utilisations potentielles

Résumé

Licatibant, développé sous le nom de HOE-140 ehroercialisé sous la désignation de
Firazyl®, est le premier antagoniste du récepteur B2 (RB&)oir obtenu une autorisation
de mise sur le marché. Le RB2 est la cible de tiadthe (BK), un peptide vasodilatateur
et vasoperméant produit lors de I'activation delt@se contact. Ce peptide est impliqué
dans la régulation de la vasodilatation et de lampabilité endothéliale avec des
responsabilités dans les phénoménes inflammatdireggulation de la pression artérielle
et la formation des cedemes.

A I'heure actuelle l'icatibant possede comme uniogication le traitement d’'une maladie
rare, I'angioedeme héréditaire avec déficit pouri@ibiteur. Néanmoins son utilisation a
été envisagée dans d’autres pathologies (isché@pgrfusion, pathologies inflammatoires
chroniques comme l'asthme, syndromes de fuitedlamps) sans que les essais cliniques
démontrent son efficacité. Pour comprendre pourdlcatibant n'’a pas été montré
efficace dans ces essais, et pour envisager dsaudpplications il est important
d’appréhender les interactions entre BK, l'icatibanRB2 dans la physiopathologie de la

perméabilité vasculaire.

Mot clés : Icatibant, Récepteur B2, Bradykininestgyne kallicréine-kinine, Angioedeme

héréditaire, Antagoniste du récepteurs B2
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