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Les leucotriénes sont les métabolites de 1’acide arachidonique formés via la voie de la
S-lipoxygénase. Comme de nombreux autres eicosanoides, ils sont, de par leurs propriétés

pharmacologiques, impliqués en physiopathologie cardiovasculaire.

Historiquement, les leucotriénes ont dans un premier temps été mis en cause dans
I’inflammation et la bronchoconstriction associées a 1’asthme et aux pathologies
bronchopulmonaires, ainsi que dans les mécanismes de 1’allergie. Cependant, depuis quelques
années, la recherche scientifique s’est tournée vers les implications des leucotriénes dans les
pathologies cardiovasculaires. De nouvelles données concernant la biochimie des
leucotriénes, 1’identification et le clonage de récepteurs ainsi que les observations issues des
¢tudes pharmacologiques et génétiques ont renouvellé 1’intérét pour les leucotriénes en tant
qu’acteurs de I’inflammation et des pathologies cardiovasculaires. Les leucotriénes et les
enzymes de leur voie de synthése pourraient constituer a ce titre de nouvelles cibles
pharmacologiques dans la prise en charge et le traitement de la premiére cause de mortalité

dans les pays occidentaux.

Dans cette thése, une partie bibliographique est consacrée a la pharmacologie
cardiovasculaire des leucotriénes. Leurs implications dans les pathologies cardiovasculaires
sont ensuite abordées, plus particuliérement, dans le cadre du diabéte et de 1’hypertension
artérielle. Les effets propres des leucotriénes sont détaillés ainsi que leur role modulateur des
effets vasculaires de 1’angiotensine II et de la noradrénaline, médiateurs également impliqués

dans I’initiation et le développement des pathologies cardiovasculaires.
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Premiere partie : Données de la litterature
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1 Chapitre : Pharmacologie des leucotriénes
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I. Voie métabolique des leucotriénes

I.1. Métabolisme général des eicosanoides

Les eicosanoides constituent une famille de molécules a 20 atomes de carbone dérivées de
I’acide arachidonique (acide eicosatétraénoique) par voie enzymatique (Figure 1, page 14).
L’acide arachidonique est un acide gras polyinsaturé présent surtout sous forme estérifée au
glycérol dans les membranes cellulaires. L’acide arachidonique est formé par désaturation de
I’acide linoléique, un acide gras essentiel, et dans une moindre proportion a partir des
phospholipides (PLs) alimentaires. L’hydrolyse des PLs par des phospholipases A,, C et D

induisent la libération d’acide arachidonique.

Les eicosanoides sont issus de trois grandes voies enzymatiques :

- les cyclooxygénases (COX) 1 et 2 sont a 1’origine de la formation des prostaglandines
(PGD;, PGE,, PGF,, PGI,) et du thromboxane B, (TXB,). La COX-1 est exprimée de fagon
constitutive dans la plupart des cellules tandis que la COX-2 est habituellement exprimée a
des niveaux trés faibles ou indétectables mais peut étre significativement induite par des
stimuli tels que des facteurs de croissance et des cytokines (Vane ef al., 1998).

- les 5-, 12-, et 15-lipoxygénases (LOX) donnent naissance aux acides 5-, 12- et 15-
hydroperoxy-eicosatétraénoiques (HPETE).

- les cytochromes P-450 catalysent la formation d’acides époxyeicosatriénoiques (EETs) et

d’acides hydroxyeicosatétraénoiques (HETESs).

Les cyclooxygénases et les lipoxygénases sont des enzymes qui catalysent [’insertion

stéréospécifique de I’oxygene moléculaire a différents niveaux de I’acide arachidonique.

13
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Les lipoxygénases forment une famille d’enzymes de peroxydation lipidique que I’on retrouve
chez les végétaux comme chez les animaux (Kuhn et al, 1999). Selon la nomenclature
actuelle, c’est le site d’oxygénation sur I’acide arachidonique qui est utilisé pour nommer les
enzymes. Il existe chez I’homme une homologie de séquence d’environ 70 % entre la 12-LOX

et la 15-LOX et d’environ 40 % entre la 5-LOX et les 12- et 15-LOX.

Phospholipides
membranaires
Phospholipase A, [ *» EETs
/
P Cytochrome P450
Acide arachidonique
HETE
| | | |
Cyclooxygénase S-lipoxygénase 12-lipoxygénase 15-lipoxygénase
PGG; 5-HPETE 12-HPETE 15-HPETE
PGH; l l l
LTA4 12-HETE 15-HETE
TTAz PGI, l
LTB4
TXB, PGE, LTC,
PGFy, l
LTD4
PGD, l
LTE,

Figure 1 : Métabolisme général des eicosanoides.
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1.2. Les phospholipases A,

Il existe plusieurs sortes de phospholipases A, (PLA): les PLA; sécrétées, les PLA;

cytosoliques (cPLA;) et les PLA; calcium-indépendantes. Leurs caractéristiques en terme de

poids moléculaire, localisation, substrat, concentration optimale de calcium et mécanisme de

régulation sont détaillées dans le tableau 1.

Poids Localisation Spécificit¢ de  Calcium Régulation

moléculaire substrat

PLA, sécrétées

Groupe [ 14 kDa Pancréas Non um-mM  Post-traduction

PLs alimentaires

Groupe I 14 kDa  Ubiquitaire PLs contenant de uM-mM Transcription

Plaquettes, I’éthanolamine

Liquide synovial

PLA; cytosolique
85kDa  Ubiquitaire PL contenant de nM-uM  Phosphorylation
I’AA Translocation
Transcription
PLA; calcium-indépendante
40 kDa  Myocarde PL contenant de Non Formation d’un
CML I’AA complexe avec la
(sarcoleme) phosphofructokinase
ATP
80 kDa Macrophage Non ATP
28 kDa  Reins PL contenant de Non
I’AA
(plasmalogene)

Tableau 1 : Caractéristiques des phospholipases A, d’apres Gijon et al. (Gijon et al., 1997).

AA, acide arachidonique.

15
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La cPLA,; est spécifique des PLs contenant 1’acide arachidonique, et est considérée comme
¢tant I’enzyme clé de la libération de I’acide arachidonique pour la syntheése des eicosanoides.
La cPLA,; est présente dans le cytoplasme des cellules inactivées. Son activation est calcium-
dépendante et fait intervenir la phosphorylation d’un ou plusieurs sites (Ser-505, Ser-727, Ser-
515) et la fixation du calcium sur un domaine « calcium-dependent lipid binding » (Gijon et
al., 1997). La cPLA; subit alors une redistribution vers les membranes cellulaires (Channon et
al., 1990) : golgi, reticulum endoplasmique et membrane nucléaire. L’acide arachidonique
libéré par I’action de la cPLA; est préférentiellement issu des PLs de la membrane nucléaire

(Peters-Golden ef al., 1996).

Les PLA, sécrétées du groupe I sont issues du pancréas et sont impliquées dans I’hydrolyse
des PLs alimentaires, tandis que les PLA, sécrétées du groupe II (non-pancréatiques)
possédent une distribution ubiquitaire avec une prédominance pour les plaquettes et les
exudats inflammatoires. Bien que leur role physiologique soit encore méconnu, les PLA;
sécrétées du groupe II pourraient étre a 1I’origine de la libération d’acide arachidonique et de la
production d’eicosanoides dans certains types cellulaires tels que les mastocytes.

Les PLA, calcium-indépendantes pourraient quant a elles jouer un réle dans le turnover des

acides gras et la régulation de I’estérification de I’acide arachidonique dans les PL.
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[.3. Voie de la 5-lipoxygénase

[.3.1. Synthese des leucotriénes

Les leucotrienes (LTs) sont les métabolites issus de la voie de la 5-LOX (Figure 2, page 18).
La 5-LOX catalyse dans un premier temps I’oxygénation de 1’acide arachidonique en acide
5(S)-hydroperoxy-6,8,11,14-(E,Z,Z,Z)-eicosatétraénoique (5-HPETE) puis dans un deuxiéme
temps la déshydratation du 5-HPETE en acide 5(S),6(S)-oxido-7,9,11,15-(E,E,Z,Z)-

eicosatétraénoique, appelé leucotriene A4 (LTA,).

Le LTA4 est un métabolite électrophile instable qui est rapidement converti selon deux voies
enzymatiques :

1/ la voie de la LTA4 hydrolase conduit a la formation de I’acide 5(S),12(R)-dihydroxy-
6,8,10,14-(Z,E,E,Z)-¢eicosatétraénoique ou leucotriéne B4 (LTB4) par addition d’une molécule
d’eau.

2/ la voie de la LTC4 synthase (ou glutathion S-transférase II) convertit le LTA4 en acide
5(S)-hydroxy-6(R)-glutathionyl-7,9,11,14-(E,E,Z,Z)-eicosatétraénoique ou leucotricne Cy
(LTC,) par ajout d’un glutathion.

Le clivage du glutathion peut, par la suite, étre effectué via D’action d’une vy-
glutamyltransférase pour conduire a la formation du leucotriene D4 (LTD4). Le métabolite
final, le leucotriecne E4 (LTE4), est obtenu par perte de la glycine sous 1’action d’une
dipeptidase.

Les leucotriénes Cs4, D4, et E4 ont en commun une cystéine, acide aminé apporté par le
glutathion, et trois doubles liaisons conjuguées. Ils sont regroupés sous le terme général de

cystéinyl leucotrienes (CysLTs).
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Figure 2 : Voie de synthese des leucotrienes d’apres Brink et al. (Brink ef al., 2003).

1.3.2. La 5-lipoxygénase

1.3.2.1. Structure

La protéine 5-LOX comporte 673 acides aminés et un atome de fer. Son poids moléculaire est
de 77,839 kDa (Dixon et al., 1988; Matsumoto et al., 1988). La 5-LOX n’a pas été
critallographiée a I’heure actuelle, mais les travaux entrepris sur les lipoxygénases végétales

et animales ont identifi€ deux domaines communs : une structure en cylindre (« B-barrel »)
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sur la partie amino-terminale et une structure en hélices a sur la partie carboxy-terminale. La

figure 3 illustre un exemple de structure secondaire, celui de la 15-LOX de lapin.

catalytic domain

Figure 3 : Structure secondaire de la 15-LOX de lapin d’apres Perters-Golden et al. (Peters-

Golden et al., 2003).

Le motif « B-barrel » peut lier le calcium et est nécessaire a la fixation de la 5-LOX a la
membranaire. La partie carboxy-terminale contient 1’atome de fer essentiel a 1’activité
catalytique, ainsi que des sites nécessaires a la migration vers le noyau, la fixation de I’ATP et

la phosphorylation par les kinases.

Le geéne codant pour la 5-LOX a été isolé et cloné dans les années 80. Il a une taille d’environ
82 kb et est composé de 14 exons de 82 a 613 pb tandis que les introns ont une taille plus
importante, de 200 pb a plus de 26 kb (Funk ez al., 1989). Le géne a par la suite été localisé
sur le chromosome 10 en position 10q11.12 (Funk et al., 1989). L’¢tude des ADNc de la 5-
LOX de diverses especes animales indique une grande conservation entre les espéces, surtout

au niveau carboxy-terminal.
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1.3.2.2. Polymorphisme génétique de la 5-lipoxygénase

Lors de la caractérisation du promoteur du géne de la 5-LOX (Hoshiko et al., 1990), des
régions de régulation positive et négative ont été¢ identifiées, ainsi que des régions d’ancrage
de facteurs de régulation de la transcription (type Spl et Egr-1). C’est a ce niveau qu’ont
ensuite ¢té identifiés plusieurs mutants. Cette région en amont de I’initiation de la traduction
(-212 pb a —88 pb) présente en temps normal 5 motifs GGGCGG en série, et on a pu observer
dans certains cas la délétion d’un motif (- 6 pb) ou de deux motifs (- 12 pb) ou encore
I’addition d’un motif (+ 6 pb) (In et al., 1997) (Figure 4).

Selon des études sur des constructions geéne-rapporteur in vitro, chacun de ces mutants
induirait une diminution de la transcription du géne codant pour la 5-LOX par diminution de

la fixation des facteurs de régulation de la transcription (In et al., 1997).

Wild Type |:> Mutant Type

deletion addition

Figure 4 : Représentation schématique de la région promotrice du géne de la 5-lipoxygénase
d’apreés Fowler et al. (Fowler et al., 2002). Le type sauvage possede 5 motifs de liaison des

facteurs de transcription Sp1/Egr-1. Les mutants en possedent 3, 4 ou 6.
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Ces mutations sont relativement courantes mais leur prévalence est variable en fonction des
groupes ethniques : 19,4 % de porteurs de 2 alleles mutés chez les asiatiques, 24 % chez les
sujets noirs, 3,6 % chez les hispaniques et 3,1 % chez les sujets blancs non-hispaniques selon

une ¢tude américaine (Dwyer ef al., 2004).
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1.3.2.3. Localisation

La 5-LOX est une enzyme soluble qui, dans les cellules inactivées, est localisée dans le

cytoplasme et le noyau. Elle a été caractérisée chez plusieurs especes animales, et dans un

premier temps dans un nombre restreint de cellules : polynucléaire neutrophile, macrophage,

monocyte, lymphocyte. La présence de la 5-LOX a ensuite été étendue a d’autres types

cellulaires (Tableau 2).

Type cellulaire ou origine tissulaire ~ Espece Référence

Macrophage péritonéal Rat (Peters-Golden et al., 1993)
Macrophage alvéolaire Homme (Woods et al., 1995)
Monocyte Homme (Riddick et al., 1997)
Polynucléaires neutrophiles Homme (Rouzer et al., 1988)
Polynucléaires éosinophiles Homme (Brock et al., 1999)
Polynucléaires basophiles Rat (Brock et al., 1994)
Lymphocytes B Homme (Jakobsson et al., 1995)
Cellules épithéliales Homme (Luo et al., 2003)
Mastocytes Souris (Chen et al., 1995)

Systéme nerveux central Rat (Lindgren et al., 1984)
Veines et artéres intrapulmonaires Agneau (Ibe et al., 1997)
Kératinocytes de la peau Homme (Janssen-Timmen et al., 1995)
Cellules musculaires lisses en culture Lapin (Larrue et al., 1983)
Cellules endothéliales d’artere Homme (Zhang et al., 2002)

pulmonaire*

Tableau 2 : Types cellulaires dans lesquels la 5-lipoxygénase a été localisée. * Localisation

contestée par certains auteurs.
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La 5-LOX peut étre activée par différents signaux tels que I’ATP, la phosphatidylcholine et le
calcium. L’activation de I’enzyme nécessite une translocation depuis le cytosol et le noyau
vers la membrane nucléaire (Figure 5, page 24), ou elle interagit avec une protéine
membranaire appelée Five Lipoxygenase Activating Protein (FLAP). Cette translocation a été
mise en évidence sur des leucocytes humains stimulés par le ionophore calcique A23187
(Rouzer et al., 1988). Le complexe formé avec la FLAP facilite le transfert de I’acide
arachidonique vers la 5-LOX. Ce phénoméne de translocation calcium-dépendante serait li¢ a
la présence sur la protéine 5-LOX de motifs spécifiques (Peters-Golden et al., 2001) :

- un domaine de liaison du calcium et des lipides dans la région N-terminale

- un domaine en C-terminal qui interagirait avec les protéines du cytosquelette

- des sites de phosphorylation par les kinases
L’activation maximale de la 5-LOX est obtenue avec des concentrations en calcium de I’ordre
de 4 a 10 uM. Sa translocation vers la membrane nucléaire induit d’une part une meilleure
accessibilité du substrat acide arachidonique présenté par la FLAP, et d’autre part, un meilleur

couplage avec les enzymes intervenant par la suite dans la synthése des LTs.

Paradoxalement, des enzymes clés (cPLA,, FLAP, 5-LOX et LTC, synthase) pour la synthése
des LTs sont co-localisées au niveau nucléaire, alors que les LTs sont ensuite excrétés hors de
la cellule (Figure 5, page 24) et ont donc des effets autocrines et paracrines. Cette distribution
subcellaire suggere que les LTs aient d’autres roles, encore inconnus, dans ou aux alentours
du noyau cellulaire. En effet, la 5-LOX a été identifiée au niveau de I’euchromatine (zone de
transcription des geénes) et étroitement associée a la chromatine, suggérant un role de
I’enzyme dans la régulation de la transcription dans le noyau (Peters-Golden et al., 2001). Il a
également été décrit que le LTA4 pouvait se lier de fagon covalente a ’ADN et a I’ARN

(Hankin et al., 2003).
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La 5-LOX est également capable d’aller et venir par les pores nucléaires entre le
compartiment cytoplasmique et le noyau dans certaines conditions (Figure 5, fleche en
pointillée). Ces mouvements sont indépendants de I’activation calcium-dépendante (Peters-
Golden et al., 2001). On a, par exemple, pu observer que le passage de la 5-LOX du
compartiment cytosolique vers le noyau lors de 1’adhésion des monocytes a 1’endothélium
avait pour conséquence une augmentation de la capacité de synthése du LTBy4 par les cellules

(Peters-Golden et al., 2000).

ry

f.-" f/
M!Jﬂﬂf//;
c ol
- ytos
-

Figure 5: Compartimentalisation intracellulaire des étapes successives de la synthése des

leucotrienes d’apres Perters-Golden et al. (Peters-Golden et al., 2001).

Il semble que la localisation subcellulaire de la 5-LOX soit déterminante pour la capacité de la

cellule a synthétiser les leucotriénes. La 5-LOX nucléaire agirait au niveau de la membrane
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nucléaire tandis que la 5-LOX cytosolique agirait au niveau de la membrane cytoplasmique et
périnucléaire. Les travaux de Luo et al. ont montré que la 5-LOX possédait des séquences de
localisation nucléaire et des sites de phosphorylation indispensables pour la synthése de
LTB,, et que leur mutation réduisait de 90 % la synthése de LTB4 (Luo et al., 2003). Ces
séquences correspondent a des séquences riches en résidus basiques vers la région C-
terminale et a des motifs riches en leucine tout au long de la protéine. Ces résultats suggerent

que la localisation nucléaire semblerait prépondérante pour la synthése de LTBa,.

Il existe de plus une voie alternative de synthése des leucotriénes par mécanisme
transcellulaire pour les cellules ne possédant pas la 5-LOX. Il s’agit de I’exportation du LTA4
produit par les leucocytes vers d’autres types cellulaires, tels que les cellules endothéliales, ou
il est converti en LTB4 ou LTCy4 par la LTA4 hydrolase ou la LTC, synthase présentes dans
ces cellules. Ce phénoméne a été mis en évidence in vitro pour les cellules endothéliales
notamment (Feinmark et al., 1986) et in vivo avec des lignées murines déficientes en 5-LOX

et LTA4 hydrolase (Fabre et al., 2002).

[.3.2.4. Régulation

En résumé, plusieurs niveaux de régulation de la synthése des CysLTs peuvent étre proposés
(Peters-Golden et al., 2000) :

1/ les concentrations respectives des enzymes nécessaires a la libération de 1’acide
arachidonique et au métabolisme de la voie de la 5-LOX,

2/ les modifications post-traductionnelles (telles que la phosphorylation) qui peuvent altérer

I’activité catalytique de ces protéines,
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3/ les concentrations des petites molécules ou ions (Ca >, ATP, glutathion) qui servent de
cofacteurs a certaines enzymes (glutathion transférase, 5-LOX,...),

4/ les polymorphismes génétiques des enzymes de la voie de la 5-LOX (5-LOX, FLAP, LTC4
synthase),

5/ la méthylation de I’ADN au niveau du promoteur de la 5-LOX. En effet, le traitement de
lignées de macrophages qui n’exprimaient pas la 5-LOX par un agent déméthylant induit une
augmentation de la synthése d’ARN messagers de la 5-LOX (Uhl et al., 2002),

6/ la compartimentalisation subcellulaire de la 5-LOX.

1.3.2.5. Inhibition

La synthése des CysLTs peut étre inhibée a différents niveaux de la cascade enzymatique, et
plusieurs molécules ont été développées dans ce sens. Outre les inhibiteurs intervenant de
facon non spécifique au niveau de la PLA, (par exemple les corticoides) pour inhiber la
synthése de I’ensemble des eicosanoides, certaines molécules sont plus spécifiques des trois
lipoxygénases (phénidone, baicaléine) ou encore de la 5-LOX (le AA861) (Yoshimoto et al.,
1982). Le zileuton (Zyflo®, Abbott), commercialisé aux Etats Unis depuis 1997, est comme le

AAS861 un inhibiteur direct de la 5-LOX par un mécanisme redox catalysé par le fer.
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1.3.3. La Five-Lipoxygenase Activating Protein

La FLAP est une protéine de 18 kDa localisée au niveau de la membranaire nucléaire (3
domaines transmembranaires) et du réticulum endoplasmique périnucléaire (Woods et al.,
1993). Elle a pour rdle d’« ancrer » 1’acide arachidonique de fagon a faciliter I’action de la 5-
LOX. Elle a été mise en évidence lors de travaux utilisant le MK-886, qui bloquait la synthése
de leucotriénes mais n’avait que peu ou pas d’effet sur les enzymes impliquées dans la
synthese des leucotrienes (Dixon et al., 1990). Le MK-886 (qui peut étre administré par voie
orale) inhibe en effet la FLAP et donc la synthése des LTs. Selon certains auteurs, la FLAP, la
LTC, synthase et la PGE synthase membranaire sont les trois protéines qui composent la
superfamille des MAPEG (« membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione
metabolism ») (Peters-Golden ef al., 2003).

Le geéne codant pour la FLAP (31 kb) est composé de 5 exons de petite taille (71 a 478 pb) et
de 4 grands introns (4,2 a 9 kb).

Des travaux plus récents se sont intéressés a 1’organisation des enzymes de la synthése des
leucotrienes au niveau membranaire et ont mis en évidence la présence de deux multimeres

distincts incluant la FLAP et la LTC,4 synthase (Mandal et al., 2004) (Figure 6, page 28).
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Figure 6 : Modge¢les d’interaction entre la FLAP (F) et la LTC,4 synthase (L) d’aprés Mandal et

al. (Mandal et al., 2004).

L’un des multimeres, correspondant a I’association de la LTCy4 synthase et de la FLAP, serait

dédié a la synthése du LTA4 et du LTC,4, tandis que I’autre multimere, formé de plusieurs

FLAP, serait orienté vers la synthése de LTA4 et de LTBa..
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1.3.4. La LTA4 hydrolase

La LTA4 hydrolase est une protéine monomere soluble dont la distribution est ubiquitaire.
Elle est présente dans le cytosol et le noyau, et posséde deux sites catalytiques : une activité
epoxyde hydrolase zinc-dépendante et une activité aminopeptidase. C’est cette derniére
propriété qui la classe dans la famille des zinc-métallopeptidases (Haeggstrom, 2004).
L’activité aminopeptidase interviendrait dans le clivage de peptides en relation avec
I’inflammation et I'immunité.

L’activité epoxyde hydrolase est hautement spécifique du LTA4. La LTA4 hydrolase catalyse
la synthése de LTB,4 dans les cellules possédant la 5-LOX ou dans les cellules ne possédant
pas de 5-LOX par transfert transcellulaire de LTA4.

Compte tenu du role du LTB4 dans I’inflammation aigué et chronique, la LTA4 hydrolase est
une cible potentielle pour le développement de médicaments anti-inflammatoires. La bestatine
(inhibiteur des aminopeptidases) et le captopril (inhibiteur de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine I) inhibent également la LTA4 hydrolase (Orning et al., 1991). Plusieurs
molécules plus sélectives et plus efficaces ont été développées par la suite. Le SC-57461A est
par exemple capable de bloquer (ICsp = 49 nM) ex vivo la production de LTB4 induite par le
calcium dans le sang total. Un traitement par voie orale chez le rat diminue également

I’cedéme induit par application d’acide archidonique sur I’oreille (Kachur et al., 2002).
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1.3.5. La LTC, synthase

La LTC, synthase est une protéine de la membrane nucléaire spécifiquement responsable de
la conjugaison du LTA4 avec le glutathion pour former le LTC,4. Elle appartient a la famille
des glutathion transférases, qui comprend également deux glutathion S-transférases
microsomales (mGST-II et mGST-III). La LTC, synthase est une enzyme de 18 kDa localisée
dans les cellules hématopoiétiques qui possédent (€osinophiles, basophiles,
macrophages/monocytes) ou pas (plaquettes) de la 5-LOX (Lam, 2003), ainsi que dans les
cellules musculaires lisses (CML) et les cellules endothéliales.
Les glutathion transférases catalysent quant a elles la conjugaison du glutathion avec le LTA4
mais également avec des xénobiotiques dans les cellules ne possédant pas la 5-LOX. Leur
localisation hépatique et la nécessité d’un transfert transcellulaire du LTA4 suggérent un role
dans les mécanismes de détoxification tandis que leur localisation dans les cellules
endothéliales vasculaires et les CML serait dévolue a la conversion du LTA4 en LTC,.
La LTC,4 synthase est une protéine de 18 kDa fonctionnant sous forme d’homodimeére, dont
Iactivité est augmentée par les ions Mg”" et inhibée par les ions Co®". Le géne codant pour la
LTC, synthase se situe sur le chromosome 5 et posséde 5 exons et 4 introns (2,5 kb au total).
Plusieurs ¢léments indiquent une grande homologie entre la LTC,4 synthase et la FLAP :

- les jonctions intron/exon et I’organisation des geénes sont les mémes,

- il existe une homologie de séquence de 31 % sur I’ensemble des acides aminés et de

44% dans la région N-terminale qui inclu un domaine de fixation de I’inhibiteur de la
FLAP,
- leur structure secondaire est similaire : 3 domaines transmembranaires et 2 boucles

hydrophiles,

30



tel-00011539, version 1 - 6 Feb 2006

- le MK-886 inhibe a la fois la LTCy4 synthase (ICsp = 11 uM) et la FLAP (ICso = 100

nM) (Peters-Golden et al., 2003).

Les acides aminés Arg-51 et Tyr-93 sont essentiels a 1’activité de la LTC,4 synthase. Ils sont
impliqués respectivement dans I’ouverture du cycle epoxyde du LTA4 et dans le formation de
I’anion thiolate du glutathion. Le résidu Tyr-93 est présent a la fois chez mGST-II, mGST-III

et la FLAP, tandis que Arg-51 n’est retrouvé que chez les glutathion transférases.

Un polymorphisme génétique au niveau de la région promotrice (-444A—C) a été observé
avec une fréquence augmentée par rapport a la population générale chez des patients polonais
souffrant d’asthme déclenché par 1’aspirine (Sanak et al., 1997), mais pas dans deux études
réalisées aux Etats-Unis (Van Sambeek et al., 2000) et au Japon (Kawagishi et al., 2002). Ces
derniéres n’ont pas observé de conséquences fonctionnelles (niveau de transcription et activité

enzymatique) de ce polymorphisme.
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II. Récepteurs des leucotrieénes

Plusieurs types de récepteurs ont été jusqu’a présent caractérisés chez 1’homme. Il existe deux
récepteurs spécifiques du LTBy4 (les récepteurs BLT,; et BLT),), et trois récepteurs spécifiques
des CysLTs (le CysLTj, le CysLT; et un récepteur « non CysLT;-non CysLT; »). Une
synthése des données de la littérature concernant les récepteurs et les propriétés des

leucotrienes a été publiée dans « Pharmacological Reviews » en 2003 (Brink et al., 2003).

II.1. Récepteurs du LTB4

Les récepteurs BLT; et BLT, sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires, couplés a
une protéine G. Ils sont a l’origine des propriétés de chimiotactisme, d’adhésion des
leucocytes et de dégranulation des polynucléaires neutrophiles. Le BLT; est majoritairement
exprimé au niveau des polynucléaires neutrophiles et eosinophiles, et dans une bien moindre
quantité dans la rate, le thymus, le coeur et le muscle squelettique (Tager et al., 2003). Il a été
cloné en 1997 par Yokomizo et al. (Yokomizo ef al., 1997). 11 est activé a la fois par le LTB4
et par le 12-HETE.

Le BLT; est exprimé de facon beaucoup plus ubiquitaire notamment dans les leucocytes, la
rate et le foie, et dans une moindre quantité dans certains tissus tels que le cceur, le muscle et
le poumon. Il a été cloné en 2000 par Kamohara et al. (Kamohara et al., 2000). Les

principales caractéristiques des récepteurs BLT sont détaillées dans le tableau 3 de la page 34.

I1.2. Récepteurs des cystéinyl leucotriénes

Ce sont également des récepteurs a 7 domaines transmembranaires (Figure 7, page 33). Le

développement d’antagonistes puissants et spécifiques des CysLTs a permis, sur la base
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d’¢tudes fonctionnelles, 1’identification et la classification des récepteurs aux CysLTs. Les
récepteurs CysLT; et CysLT, ont été¢ caractérisés sur des préparations de bronches et de
veines pulmonaires humaines (Labat et al., 1992). Ils sont également couplés a une protéine
G. Ils ont été clonés en 1999 pour le CysLT; (Lynch et al., 1999) et en 2000 pour le CysLT,

(Heise et al., 2000).

@ Conserved in Family 1 GPCRs 320

X0 PK
’ Conserved between CysIT1 and CysLT2 geﬁoe .
; [PKA
330 0
@ s\Ps COOHKC DEEC®EEXLE)PKA

Figure 7: Représentation schématique du récepteur CysLT; humain. Comparaison de la

séquence d’acides aminés avec le récepteur CysL T, d’aprés Brink et al. (Brink et al., 2003).

Les CysLTs ont une affinité trés proche pour le récepteur CysL T, alors que les leucotriénes

C4 et Dy ont une affinité 10 fois supérieure au leucotriene E4 pour le récepteur CysLT,

(Tableau 3, page 34).
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Les récepteurs CysLT; sont localisés notamment au niveau des leucocytes, de la rate, des
CML bronchiques et de D'intestin ainsi qu’au niveau de I’endothélium vasculaire. Les
récepteurs CysLT, ont été caractérisés au niveau des leucocytes, de la rate, des CML et de
I’endothélium des veines et artéres pulmonaires, des CML du cceur, et des CML et de
I’endothélium vasculaire (Walch et al., 2000).

Parmi les antagonistes du récepteur CysLT, seul le montélukast, Singulair® (MSD Chibret)
est commercialisé en France dans I’asthme persistant [éger 4 modéré insuffisamment controlé
par corticothérapie et en traitement préventif de I’asthme induit par I’effort. Le BAY-u9773

est un antagoniste mixte des récepteurs CysLT; et CysLT,.

BLT, BLT, CysLT, CysLT,

Affinit¢ des  LTBy LTB,>12(S)-HETE LTD,>LTCs> LTE, LTD,=LTC,4
ligands > 20(OH)-LTB, >12(S)-HPETE >15(S)- > LTE,

> 12-(R)-HETE HETE >20(OH)-LTB,
Gene et 14q11.2-q12 14q11.2-q12 Xql3-ql2 13q14.2
chromosome
Couplage Gie, Gip Gy-like, Gi-like, G-like  Ggq Gogq
Antagonistes CP105696, U75302, CP195543, ONO4057, Montelukast, zafirlukast, BAY-u9773

CP195543, ZK158252,1.Y244283  pranlukast, BAY-u9773,

ONO4057, pobilukast, ICI 198615,

ZK158252 MKS571
Acides 352 aa 358 aa 337 aa 346 aa
aminés ~ T ~ >~ T -
Homologie 45,2 % 37,3%

Tableau 3: Caractéristiques des récepteurs des leucotrienes d’apres Jala et al. (Jala et al.,

2004).

L’existence d’un troisieme récepteur pour les CysLTs a été suggérée par des études

fonctionnelles sur artére pulmonaire humaine et porcine (Back et al., 2000; Back et al., 2000).
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En effet, ces études montrent que la contraction au LTC4 est résistante au MK571, au BAY-
u9773 ainsi qu’au LTE4 (Figure 8). L’ensemble des études fonctionnelles suggérant
I’existence d’un troisieme récepteur pour les CysLTs a récemment été détaillé par Norel et al.

(Norel et al., 2004).

Figure 8: Représentation schématique des récepteurs CysLT;, CysLT, et d’un troisiéme
récepteur (« novel » CysLT) pour lequel il n’y a pas d’antagoniste connu, d’apres Norel et al.
(Norel et al., 2004). La fixation des LTC4, LTD4 et LTE4 est bloquée par des antagonistes

spécifiques du récepteur CysLT; (A) ou par un antagoniste mixte CysLT;-CysLT, (B).
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III. Propriétés pharmacologiques des leucotrienes

II1.1. Effets vasculaires du leucotriene By

Le LTB4 n’a pas d’effet sur le tonus de base de diverses préparations vasculaires telles que les
veines saphenes et les artéres mammaires internes humaines (Allen et al., 1994). En revanche,
il provoque la contraction de I’artére pulmonaire de cochon d’Inde via la stimulation des
récepteurs BLT; (Sakata et al., 2004).

Ce sont ses propriétés de chimiotactisme envers les leucocytes qui ont été dans un premier
temps mises en évidence (Ford-Hutchinson ef al., 1980). Le LTB, stimule également la
dégranulation des polynucléaires neutrophiles et favorise 1’adhésion des leucocytes a
I’endothélium vasculaire. Il participe ainsi aux phénomenes d’allergie et aux réactions
inflammatoires ainsi qu’a I’initiation du processus d’athérosclérose.

Le LTB4 est, de plus, un ligand des PPARa (Peroxisome proliferator-activated receptors) ;
récepteurs nucléaires hormonaux qui contrélent I’expression de geénes impliqués dans
I’homéostasie lipidique tels que ceux du métabolisme des acides gras (Devchand et al., 1996).
L’activation des PPARa par le LTB4 pourrait activer la réponse inflammatoire, notamment au

niveau des cellules endothéliales ou les PPARa sont fortement exprimés (Lee et al., 2000).

II1.2. Effets vasculaires des cystéinyl leucotriénes in vitro

Les effets vasculaires des CysLTs sont trés variables selon 1’espéce, le territoire vasculaire et

le contexte physiopathologique étudi¢ (Walch et al., 2000; Brink et al., 2003). En fonction de

la concentration et du niveau de pré-contraction du vaisseau, on peut observer 1’absence

d’effet, une contraction ou une relaxation. Les LTC4 et LTD, induisent des contractions
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similaires en terme de puissance et d’efficacité tandis que le LTE4 est moins puissant et se
comporte comme un agoniste partiel des récepteurs CysLT, (Labat ef al., 1992).

Sur le tonus de base des préparations vasculaires animales, les leucotrienes C4 et Dy
n'induisent soit pas d’effet (aorte de rat et de lapin), soit une contraction (aorte de rat
spontanément hypertendu (SHR), veine rénale de lapin, aorte de cobaye). Sur le tonus de base
des préparations humaines, les CysLTs sont susceptibles d’induire une contraction ou pas

d’effet comme résumé dans le tableau 4.

A LTC, LTD, LTE4 Références

vasculaires
Artére pulmonaire Contraction Contraction Contraction (Lalljgtg;t) al.,
Veine pulmonaire Contraction Contraction Contraction (Lall)ggzt) al.,
Veine saphéne Contraction Contraction Contraction faible (Allle9n9it) -
Artére mammaire Pas d’effet Contraction faible Pas d’effet (Allle9n 923 al.,
interne Contraction faible Contraction Pas d’effet

(Stanke-Labesque
et al., 2000)

Artére coronaire saine Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet (Allle9n 9?) al.,
Artére athéromateuse Contraction Contraction Non déterminé (Allle9n 9§t) al.,

Tableau 4 : Effets in vitro des cystéinyl leucotrienes sur le tonus de base de différents

territoires vasculaires chez ’homme.

En revanche, lorsque les préparations vasculaires sont précontractées (par la phényléphrine
par exemple), les CysLTs peuvent provoquer une relaxation suivie d’une contraction
transitoire. Cet effet biphasique a été observé sur des vaisseaux d’origine animale (Walch et
al., 2000) ou humaine (Allen et al., 1992; Stanke-Labesque et al., 2000). Sur artéres rénales

canines précontractées par la phénylephrine, le LTD4 et le LTC4 entrainent une relaxation
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endothélium-dépendante (Secrest et al., 1988). Les résultats de cette étude suggerent que la

relaxation médiée par le LTDj, et le LTC4 pourrait étre due a la libération de NO.

Les LTC4 et LTD4 sont des médiateurs importants de 1’allergie et des réactions
inflammatoires. Ils augmentent la perméabilit¢ vasculaire et participent avec d’autres
médiateurs a la formation de I’cedéme.

Le LTE4 possede des propriétés chimiotactiques pour les €osinophiles et les neutrophiles
(Henrotin et al., 2001).

Plusieurs études in vitro ont montré la capacité des CysLTs a stimuler la prolifération de
divers types cellulaires tels que les CML (Palmberg et al., 1987) et les cellules épithéliales
(Leikauf et al., 1990). Sur les CML en culture de rat, I’effet mitogénique du LTD4 semble
plus puissant que celui du LTC,, tandis que le LTE,4 apparait sans effet sur la prolifération
cellulaire (Porreca et al., 1996). Cet effet sur la prolifération cellulaire est inhibé par le

MKS571, ce qui suggére une médiation via les récepteurs CysL T, (Porreca et al., 1996).

II1.3. Effets vasculaires des cystéinyl leucotriénes in vivo

L’injection intraveineuse de LTC4 ou de LTD4 (0,5-10 pg/kg) chez le rat induisent des
modifications des paramétres hémodynamiques : baisse du débit de perfusion rénal et de la
fréquence cardiaque, accompagnée d’une augmentation des résistances vasculaires
systémiques et rénales ainsi que de la pression artérielle moyenne (Allen et al., 1990).
L’administration chez 1’animal d’antagonistes des récepteurs des CysLTs a mis a jour une
grande variabilité dans la distribution des récepteurs d’une espéce a une autre mais également

dans les différents territoires vasculaires (Brink ez al., 2003).
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Récemment, les travaux de Hui et al. ont conduit a la mise au point d’un mod¢le de souris
transgéniques avec une surexpression au niveau des cellules endothéliales du récepteur
CysLT, des cellules endothéliales humaines. La réponse vasopressive secondaire a
I’administration intraveineuse de LTC, était réduite chez les souris transgéniques en parallele
d’une augmentation de la production de NO. Ces résultats suggérent un role vasorelaxant des
récepteurs CysLT,, via la libération de NO, et un role modulateur de la pression artérielle

systémique (Hui et al., 2004).
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2¢™¢ Chapitre : Leucotriénes et pathologies

cardiovasculaires
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De plus en plus d’arguments sont en faveur d’un réle des LTs dans I’initiation et
I’évolution des pathologies cardiovasculaires, en raison de leurs effets pro-inflammatoires,
vasomoteurs sur les petits et les gros vaisseaux, stimulants de la prolifération cellulaire et de

I’adhésion des leucocytes a I’endothélium vasculaire (Folco ef al., 2000).

1. Athérosclérose et Inflammation

De nombreux travaux indépendants les uns des autres ont mis en exergue depuis ces dernicres

années 1’implication des LTs dans le développement et la progression de 1’athérosclérose.

I.1. Données issues des souris transgéniques

Dans un premier temps, un locus sur le chromosome 6 de la souris a été¢ identifié, qui
conférait une résistance presque totale a [’athérogénése, méme sur un modele
d’hypercholestérolémie, les souris knock-out pour le récepteur aux LDL (LDLR 7).
Mehrabian et al. ont démontré par la suite qu’au sein de ce locus, le gene de la 5-LOX
contribuait de facon majeure a la susceptibilité¢ vis a vis de 1’athérosclérose chez la souris
(Mehrabian et al., 2002). En effet, en croisant des souris knock-out hétérozygotes pour le
gene de la 5-LOX (5-LOX “ ) et des souris LDLR 7, ils ont obtenu des animaux dont les
1ésions aortiques d’athérosclérose étaient considérablement réduites (de 95 %) par rapport aux
souris LDLR 7", et ce malgré le méme régime hypercholestérolémiant que les souris LDLR ”.
Le niveau d’expression de ’ARN messager de la 5-LOX et de la protéine 5-LOX était de
I’ordre de 15 % chez les souris 5-LOX " par rapport aux souris 5-LOX ", et il n’était pas
altéré chez les souris LDLR 7. De plus, I’étude des lésions d’athérosclérose mettait en

évidence I’expression de la 5-LOX, surtout dans les régions riches en macrophages.
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En utilisant les mémes souris LDLR 7 mais aussi un modéle de souris knock-out pour
I’apolipoprotéine E (apoE ’ 7), Aiello et al. ont obtenu une diminution de I’accumulation des
lipides, de D’infiltration des monocytes et de la taille des lésions d’athérosclérose par
traitement par un antagoniste spécifique du récepteur BLT;, le CP-105696 (Aiello et al.,
2002).

L’ensemble de ces travaux suggere que les dérivés de la 5-LOX sont impliqués dans le

développement et la progression des 1ésions d’athérosclérose chez 1’animal.

1.2. Données issues des polymorphismes génétiques de la 5-lipoxygénase et de

la FLAP

Les conséquences in vivo du polymorphisme génétique de la région promotrice de la 5-LOX
ont initialement été observées dans le domaine de 1’asthme. Une étude a en effet montré que
les sujets porteurs de 2 alléles mutés ne répondaient pas a un traitement par inhibiteur de la 5-
LOX (pas d’amélioration du volume expiratoire maximal/seconde), suggérant que chez ces
patients, les LTs ne seraient pas une composante essentielle de leur asthme du fait d’une
diminution de la production de la 5-LOX et de ses dérivés (Drazen et al., 1999).

D’autres travaux, réalisés sur une cohorte de volontaires sains, ont par la suite mis en
évidence un lien entre mutation sur la région promotrice de la 5-LOX et augmentation de
I’épaisseur intima-média carotidienne, marqueur prédictif d’athérosclérose (Dwyer et al.,
2004). Les sujets porteurs de 2 alléles mutés présentent un risque athérogéne aussi important
que le diabéte, et ce risque est augmenté chez ceux qui ont un régime alimentaire riche en
acides gras omega-6 (acide arachidonique et son précurseur I’acide linoléique). Les auteurs

suggerent que 1’augmentation du risque d’athérosclérose est liée a une augmentation de la
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production de LTs via une augmentation de I’expression ou de I’activité de la 5-LOX chez les
sujets porteurs de 2 all¢les mutés.

Ces résultats sont en contradiction avec les résultats obtenus in vifro avec les constructions
gene-rapporteur, qui indiquaient une diminution de I’expression de la 5-LOX comme
conséquence des mutations sur la région promotrice (In ef al., 1997; Silverman et al., 1998).
Les résultats obtenus in vitro ont cependant des limites. Il se peut en effet que les
constructions promoteur-géne rapporteur utilisées in vitro ne reflétent pas les processus de
I’inflammation vasculaire in vivo, et que les effets des mutations au niveau des motifs Sp1 sur
la production de LTs ne puissent étre détectés que dans certains types cellulaires et dans
certaines conditions.

D’autre part, un haplotype variant du géne de la FLAP (haplotype HapA) a été associé¢ a un
doublement du risque d’infarctus du myocarde et a une augmentation significative de la
production de LTB4 par les polynucléaires neutrophiles stimulés chez les patients ayant
présentés un infarctus du myocarde par rapport a des patients ne présentant pas cet haplotype

variant (Helgadottir et al., 2004).

1.3. Implications des leucotriénes dans les mécanismes de 1’athérosclérose et de

I’inflammation

Les monocytes/macrophages, les cellules endothéliales et les CML sont trois acteurs
déterminants dans le processus inflammatoire de [’athérosclérose. Certaines étapes
essentielles sont illustrées par la figure 10 (page 46) et détaillées ici.

- L’adhésion des monocytes par chimiotactisme et la migration dans la paroi

vasculaire.
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L’accumulation des LDL oxydés et la synthése par les cellules endothéliales de molécules
d’adhésion, de chemokines et de facteurs de croissance pour recruter les monocytes et les
lymphocytes sont des €léments initiateurs de I’athérosclérose auxquels les dérivés de la voie

de la 5-LOX participent (Figure 9).

monocyte tathering adhesion spreading  transmigration

macrophage

Figure 9 : Mod¢le d’initiation de 1’activation et du rectrutement des monocytes, puis de leur
adhésion a I’endothélium et transmigration dans 1’intima d’aprés Mehrabian et al. (Mehrabian
et al., 2004). LDL, Low-Density Lipoprotein ; MCP-1, Monocyte Chemotatic Protein-1;
CCR2, CC-chemokine Receptor-2 ; ERK, Extracellular signal Regulated Kinase ; JNK, Jun

N-terminal Kinase.

Le LTB4 induit I’expression de molécules d’adhésion telles que MCP-1 (monocyte
chemotatic protein-1) via les récepteurs BLT;, et I’augmentation de 1’expression de protéines
kinases (ERK, JNK) et de NF-kB (Figure 9)(Huang et al., 2004). Les travaux de Aiello ef al.
ont montré que le blocage des récepteurs BLT; diminuait non seulement [’activité

chimiotactique du LTB4 mais également son role dans I’adhésion a I’endothélium et dans la
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transmigration des monocytes dans I’espace sous-endothélial (Aiello ef al., 2002). Cette étude
montrait également que le blocage des récepteurs BLT, induisait une réduction des taux de
MCP-1 suggérant a nouveau que les récepteurs BLT; sont impliqués dans la synthése des
molécules d’adhésion.

Apres adhésion a I’endothélium, les monocytes possédent une localisation intranucléaire de la
5-LOX et une capacité de synthése de LTB4 aprés stimulation par le calcium cinq fois plus
importante en comparaison des monocytes ayant une 5-LOX cytosolique (Woods et al., 1995;
Peters-Golden ef al., 2000).

Les LTCy4 et D4 induisent I’expression de P-sélectine par les cellules endothéliales via des
récepteurs non-CysLT; (Pedersen et al, 1997). De plus, le prétraitement des cellules
endothéliales par des inhibiteurs de la 5-LOX réduit significativement I’expression de génes

codant pour des protéines d’adhésion vasculaire induits par les cytokines (Lee et al., 1997).

- La différenciation et prolifération cellulaire

Divers facteurs de croissance stimulent la prolifération et la différenciation des macrophages
dans I’intima (Figure 10, page 46). Le GM-CSF, facteur de croissance des granulocytes-
macrophages, augmente 1’activité de la PLA,, active la transcription du géne de la 5-LOX et
I’expression de la protéine (Krump et al., 1994) et augmente I’expression de la FLAP.
L’ensemble de ces effets conduit & une augmentation de la synthése de LTB4 (Krump et al.,
1994). De plus, les métabolites de la 5-LOX, et en particulier le 5S-HETE, ont un effet direct
sur le facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires (Romano et al., 2001), qui

participe a la progression de la plaque d’athérosclérose.
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¥ BLTY ¥ BLTZ ¥ CCRZ ¥ CD36 ¥ CyslTl ¥ CyslT2

Figure 10 : Role des leucotrienes dans les différentes étapes de I’athérosclérose, d’apres Jala
et al. (Jala et al., 2004). LDL, low-density lipoprotein ; MCP-1, monocyte chemotatic protein-

1; CSF, colony-stimulating factor ; CCR2, CC-chemokine receptor-2.

- L’hyperplasie de I’intima

L’accumulation des lipides sur la paroi vasculaire et la prolifération des CML contribuent a la
production de la matrice extracellulaire et a la croissance de la plaque d’athérome. Un grand
nombre de cytokines pro-inflammatoires sont exprimées dans les 1ésions d’athérosclérose.
L’interleukine-1p3 et le TNF-a ont par exemple un role direct dans I’hyperplasie et la
prolifération des CML. Le LTBj induit la sécrétion par les monocytes humains d’interleukine-
1B tandis que I’inhibition de la 5-LOX ou de la FLAP en diminue la production par les

monocytes activés (Devaraj ef al., 1999).
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Chez I’homme, des études récentes ont mis en évidence au niveau de 1ésions d’athérosclérose
de ’aorte et des artéres coronaires et carotidiennes chez 1’homme, une expression abondante,
augmentant avec la sévérité des 1ésions, des acteurs de la voie de la 5-LOX (Spanbroek et al.,
2003). Les transcrits de la 5-LOX y étaient particulierement abondants (600 fois plus que pour
la 15-LOX), et la protéine était également retrouvée par western blot. La présence des autres
constituants de la cascade étaient observée : LTA4 hydrolase, FLAP, LTC,4 synthase, BLT),

BLT,, CysLT; et CysLT,.

La production systémique de CysLTs peut étre estimée par la mesure dans les urines du LTE,,
métabolite final stable de la voie de la 5-LOX (Kumlin, 2000).

La mesure de I’excrétion urinaire du LTE, est augmentée dans plusieurs pathologies
cardiovasculaires telles que 1’athérosclérose (Allen et al., 1993) et I’infarctus du myocarde
(Carry et al., 1992). Ces données sont en faveur de I’intérét d’une évaluation plus approfondie
de la mesure du LTE4 urinaire comme bio-marqueur non invasif de I’inflammation et des

pathologies cardiovasculaires.

Au vu de ces données, il apparait que la voie de la 5-LOX constitue une nouvelle cible

thérapeutique potentielle (enzymes de la voie de synthése et récepteurs) dans la prise en

charge des maladies inflammatoires cardiovasculaires telles que 1’athérosclérose.
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[.4. Le systéme rénine-angiotensine et 1’athérosclérose

1.4.1. Synthese de I’angiotensine 11

L’ angiotensionogeéne est une glycoprotéine principalement synthétisée dans le foie, et qui est
catabolisée par la rénine en angiotensine I. La rénine est elle-méme synthétisée dans le rein
sous forme de prorénine qui donne la rénine mature au niveau des granules de sécrétion des
cellules myoépithélioides des artérioles afférentes aux glomérules rénaux (appareil juxta-
glomérulaire). La libération de rénine mature peut étre contrdlée par les neurotransmetteurs du
systéme sympathique, par la barosensibilité, par la macula densa adjacente aux cellules juxta-
glomérulaires ainsi que par un rétrocontrole négatif exercé par 1’Ang II sur les récepteurs AT,

et AT, (Siragy et al., 2004)(Figure 11).

Angiotensinogene
Prorénine » Rénine >
A t-PA
e v Cathepsine G
Angiotensine I Tonine
Chymase
A 4
Angiotensine II

A

Figure 11 : Formation de I’angiotensine II a partir de I’angiotensinogene.
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L’ angiotensine I est un décapeptide biologiquement inactif. 11 doit subir le clivage des deux
acides aminés terminaux par I’enzyme de conversion de I’angiotensine I (ECA) pour donner
I’Ang II. L’ECA est également active sur d’autres substrats tels que les bradykinines. La
distribution de ’ECA est ubiquitaire : dans le plasma (en tant qu’enzyme circulante), dans les
organes (cceur, cerveau, reins, foie) et dans I’endothélium et 1’adventice des vaisseaux.

D’autres enzymes sont capables de transformer I’angiotensine I en Ang II active. Il s’agit d’un
groupe d’enzymes tissulaires présent notamment au niveau aortique (adventice), les
Chymostatin sensitive Angiotensin I Generating Enzyme (CAGE), ainsi que la chymase
présente notamment chez 1’homme au niveau du cceur, des vaisseaux et des cellules
endothéliales. Enfin, d’autres enzymes tissulaires (t-PA, cathepsine G et tonine) transforment

directement I’angiotensinogene en Ang II (Figure 11, page 48).

1.4.2. Réceptologie de I’angiotensine I1

L’Ang II est I’effecteur principal de I’activité du systéme rénine-angiotensine et de sa
régulation. Deux types de récepteurs tissulaires de I’ Ang II ont actuellement été caractérisés et
clonés : AT, et AT,. Le récepteur AT, est le récepteur principalement impliqué dans les effets
physiologiques actuellement connus de I’Ang II. La fixation de 1I’Ang II sur le récepteur AT,
entraine 1’activation de différentes voies de transduction du signal dont la phospholipase C et
D qui aboutissent a la formation de seconds messagers : inositol triphosphate (IP3) et
diacylglycérol (Tableau 5, page 50) (De Gasparo, 2002).

L’IP3 va provoquer l’ouverture des canaux calciques du réticulum sarcoplasmique et
simultanément une entrée massive de calcium du milieu extracellulaire vers le milieu
intracellulaire. L’augmentation rapide de la concentration en calcium libre intracellulaire

active la kinase de la chalne légere de myosine, favorisant 1’interaction actine-myosine qui
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aboutit a la contraction de la cellule musculaire lisse. Le clivage du diacylglycérol par une

lipase va produire de 1’arachidonate.

L’augmentation du calcium intracellulaire peut également étre a I’origine de I’activation de la

phospholipase A, induisant ainsi la libération d’acide arachidonique a partir des PLs. Les

caractéristiques des sous types AT; et AT, sont résumées dans le tableau 5.

AT, AT,
Structure 7 domaines transmembranaires 7 domaines transmembranaires
359 acides aminés 363 acides aminés
Isoformes AT/ A et AT;B (chez les rongeurs)
Distribution vaisseaux, rein, glande surrénale,  tissus feetaux, cerveau, ovaire,
cceur,foie, cerveau, poumon utérus, glande surrénale, cceur
Voies de signalisation
adényl cyclase T phospholipase A, ?
1 phospholipase C T synthése des prostaglandines ?
1 phospholipase D ™ GMPc ?
T phospholipase A, T tyrosine phosphatase ?
Tphosphorylation de tyrosine T courant K" ?
Effets vasoconstriction, contractilité inhibition de la prolifération

cardiaque, sécrétion d’aldostérone, cellulaire, apoptose cellulaire,
hypertrophie et hyperplasie différenciation cellulaire

cellulaire vasorelaxation

Tableau 5: Principales caractéristiques des sous types AT, et AT, des récepteurs

I’angiotensine II.

de
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1.4.3. Effets vasculaires de I’angiotensine 11

Le systéme rénine-angiotensine est un systéme endocrine qui joue un réle majeur dans la
régulation de la pression artérielle, de la volémie et de 1’équilibre hydroélectrolytique via la
stimulation des récepteurs AT; (Figure 12, page 52). L’ Ang II exerce également des effets de
type paracrine/autocrine sur le remodelage vasculaire en favorisant la prolifération des CML,
ainsi qu’une stimulation sympathique entrainant la libération de catécholamines. La
stimulation des récepteurs AT, entraine des effets opposés a ceux médiés par les récepteurs

AT, (Touyz et al., 2000).

L’activation des récepteurs AT; par I’Ang II est également a [D’origine d’effets

pharmacologiques avec des conséquences potentiellement déléteres :

augmentation de la synthése et de la sécrétion d’aldostérone et facilitation de Ia

réabsorption tubulaire proximale du sodium =» augmentation de la volémie par rétention

hydrosodée,

- vasoconstriction artériolaire rénale =» augmentation de la pression intraglomérulaire,
augmentation de la filtration glomérulaire, réduction du débit sanguin rénal avec
augmentation de la fraction filtrée,

- effet vasopresseur : artériel, veineux, rénal et splanchnique, par contraction des fibres
musculaires lisses des vaisseaux =» augmentation des résistances artérielles périphériques,
augmentation de la pré-charge, redistribution des flux sanguins régionaux,

- stimulation du systéme nerveux sympathique et libération de catécholamines = effet

cardiaque inotrope positif, induction d’arythmies,

51



tel-00011539, version 1 - 6 Feb 2006

- effet stimulant sur la croissance cellulaire de fibres musculaires lisses cardiaques et

vasculaires =» hypertrophie myocardique et remodelage cardiaque, dépot de collagéne

interstitiel myocardique et vasculaire, hypertrophie de la paroi artérielle.

Ces effets sont résumés dans la figure 12, ainsi que les points d’impact des principales

familles antihypertensives.

Angiotensine I

IEC © >
A 4
Angiotensine 11
Sartans
v 4/5
Récepteur a I’angiotensine 11
Type AT,
Rétention Vasoconstriction Stimulation Prolifération de
hydrosodée sympathique cellules musculaires
T lisses
T Antagonistes T

calciques

Diurétiques

Béta-bloquants

2 PRE

ARTERIELLE

SSION

Figure 12 : Effets de 1’angiotensine II via la stimulation du récepteur AT}, et points d’impact

des principales familles antihypertensives.
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En résumé, DI'implication de la 5-LOX dans les multiples processus contribuant a
I’athérosclérose est schématisée dans la figure 13 de la page 54. Le réle de I’angiotensine 11
(Ang II) apparait clairement dans ces mécanismes de la physiopathologie cardiovasculaire.
L’Ang II pourrait contribuer au développement de 1’athérosclérose aussi bien a travers ses
effets hémodynamiques que via la stimulation de la production d’anions superoxides par la
NADPH oxydase des CML (Figure 13, page 54). Ces effets pro-inflammatoires sont bloqués
par prétraitement des animaux par le losartan et interviendrait donc via la stimulation des
récepteurs AT, (Cooper, 2004).

La stimulation des récepteurs de 1’Ang II induit une augmentation de la libération d’acide
arachidonique par I’intermédiaire des phospholipase A,, C et D ou par la formation du second
messager diacylglycérol clivé en arachidonate. Les eicosanoides produits a partir de cette
source d’acide arachidonique peuvent moduler les effets vasculaires de 1’Ang II. La
contribution des dérives des lipoxygénases dans les effets vasculaires de I’ Ang II fait 1’objet
de deux chapitres détaillés en relation avec le diabéte et I’hypertension artérielle essentielle.
De plus, des travaux menés sur monocytes humains ont montrés que des antagonistes des
récepteurs AT, (irbésartan et losartan) inhibaient de fagon dose dépendante la production
basale de MCP-1 par les monocytes ainsi que la production de MCP-1 aprés stimulation par

des LDL ou par le PAF (platelet-activating factor) (Proudfoot et al., 2003).
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S-lipoxygénase
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Figure 13 : Schéma de la contribution de la voie de la 5-lipoxygénase dans les multiples

processus de 1’athérosclérose d’aprés Mehrabian et al. (Mehrabian ef al., 2003).
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II. Leucotriénes et diabete

II.1. Le diabéte

Le diabéte se caractérise par une incapacité de 1’organisme a réguler le métabolisme du
glucose (Duhault et al., 1997). Que ce soit dans le cas du diabéte de type 1 (ou insulino-
dépendant) ou dans le cas du diabete de type 2 (ou non insulino-dépendant), glycosurie et
hyperglycémie sont diagnostiquées. Les causes principales sont :

- une absence ou un défaut de la production d’insuline,

- un défaut de sécrétion ou de stockage de I’insuline,

- une non réponse des tissus cibles a I’insuline,

- un changement structurel d’origine génétique de I’insuline.
Traditionnellement, le diabéte de type 1 pouvait s’expliquer par I’effet d’un agent
environnemental chez un sujet génétiquement prédisposé. Les études récentes tendent a
associer plusieurs facteurs pour expliquer ’apparition et I’évolution du diabéte de type 1
(Atkinson et al., 2001) :

- la transmission et I’expression d’anomalies immunitaires héréditaires,

- des déficiences innées de certains organes cibles,

- I’influence tout au long de la vie de multiples facteurs environnementaux tels que les
agents infectieux, les facteurs diététiques, les toxines environnementales mais aussi de
nouvelles variables (vaccination, acces au soin, hygiéne...).

Ainsi on a pu observer que de multiples infections dans les premiéres années de la vie étaient

associées avec une diminution du risque de diabéte de type 1.

La prévalence de ces deux types de diabéte est trés variable dun groupe ethnique a un autre.

La prévalence du diabéte de type 1 est de I"ordre de 0,38 % en France et de 0,74 % en
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Allemagne (Passa, 1998). En France, le nombre de diabétiques de type 2 prenant des
antidiabétiques oraux ou traités par insuline était en 1998 de I’ordre de 1 200 000 ; il a doublé
entre 1986 et 1996. A ce chiffre il faut ajouter environ 400 000 patients traités par régime seul
et 500 000 diabétiques de type 2 méconnus et non traités (Passa, 1998). Ces chiffres sont en
augmentation dans les pays industrialisés. La gravit¢ des complications associées au diabéte

justifie son classement comme probléme de santé publique majeur.

I1.2. Complications cardiovasculaires associées au diabéte

Les conséquences les plus dramatiques de la pathologie diabétique sont ses complications
cardiovasculaires qui représentent la cause majeure de mobi-mortalité (Morrish et al., 2001).
L’incidence des pathologies cardiovasculaires est trois a six fois plus importante chez les
patients diabétiques que chez les sujets sains (Garcia et al, 1974). On distingue la
microangiopathie (rétinopathie, néphropathie et neuropathie) dont les 1ésions sont spécifiques
du diabete et indiscutablement corrélées avec la durée et la sévérité de ’hyperglycémie, et la
macroangiopathie (maladie coronaire, artérite des membres inférieurs et accidents vasculaires
cérébraux) dont I’incidence est certes modulée par 1I’hyperglycémie mais aussi et surtout par
d’autres  facteurs de risque fréquemment associés a celle-ci: hypertension,
hypercholestérolémie, tabac, surcharge pondérale, sédentarité.

- Rétinopathie : Le risque de cécité est 20 fois plus élevé chez les patients diabétiques.
Environ 10 a 15 % des patients diabétiques de type 1 deviennent aveugles alors que les
patients diabétiques de type 2 ont un risque deux fois moindre.

- Néphropathie : L’insuffisance rénale terminale est une cause importante de sur-
morbidité, en particulier au cours du diabéte de type 1, ou elle affecte 30 a 35 % des patients

(15 a 20 % dans le diabéte de type 2). Les inhibiteurs de ’ECA sont particuliérement
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intéressants dans le traitement de la néphropathie diabétique, permettant de retarder la
protéinurie, indépendamment de leur effet antihypertenseur.

- Neuropathie : Prés de 50 % des patients diabétiques sont atteints de neuropathie
symptomatique, potentiellement invalidante.

- Athérosclérose et hypertension : L’athérosclérose qui touche les artéres coronaires,
cérébrales et des membres inférieurs est la principale cause de déces chez les patients
diabétiques. Elle est plus fréquente, plus précoce et plus grave que chez les non-diabétiques.

Elle est proportionnelle a I’'importance des facteurs de risque cardiovasculaires associés.

11.3. Modeles animaux

Les mode¢les animaux reflétant la pathologie humaine sont indispensables pour ¢lucider les
mécanismes physiopathologiques du diabéte. A cet égard, il existe de nombreux modé¢les
animaux de diabéte de type 1 dont voici quelques exemples (Duhault ez al., 1997) :

- mode¢les obtenus par des manipulations chirurgicales ou toxiques : pancréatectomie,
injection d’alloxane ou de streptozotocine, infection virale (cocksakie, rubéole),

- modeles spontanément diabétiques : rats BB (Biobreeding) et souris NOD (Non-

Obese Diabetic Mice).

La streptozotocine est un antibiotique, extrait de Streptomyces achromogenes, sélectivement
toxique pour les cellules B du pancréas. Cette propriété a été décrite dés 1963 par Rakieten et
al. (Rakieten et al., 1963) et est depuis largement utilisée pour induire un diabéte insulino-
dépendant chez le rat. L’injection de doses intermédiaires de streptozotocine (55 a 65 mg par

kg) provoque une augmentation de la glycémie jusqu’a 3 a 4 fois la normale et empéche la
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prise de poids (Tomlinson ef al., 1992). C’est ce modéle de diabete qui a été utilisé dans deux

études de cette these.

Le diabéte de type 2 est plus difficile a reproduire chez 1’animal. Parmi les mod¢les animaux
identifiés, aucun ne regroupe a lui seul I’ensemble des caractéristiques de la pathologie
humaine, mais chacun en reproduit différents aspects. Plusieurs modéles sont détaillés par
Duhault ef al. (Duhault et al., 1997) dont quelques exemples sont reportés ici :

- manipulations chirurgicales ou toxiques: pancréatectomie partielle, injection
d’alloxane ou d’insuline a faible dose, hyperglycémie de la rate gestante =» hyperglycémie
avec insulino-déficience,

- modification du régime alimentaire : rat Fructose =» insulino-résistance,

- animaux spontanément diabétiques :

e souris ob/ob =» hyperphagiec et hyperinsulinémie puis secondairement
hyperglycémie et insulino-résistance,

e souris obéses «agouti» =» obésité par hyperphagie, hyperinsulinémie,
hyperglycémie par intolérance au glucose,

- modgeles transgéniques :

e souris knock-out pour le géne du transporteur du glucose GLUT, = glycémie
et tolérance au glucose normale, augmentation des transporteurs GLUT; (foie)
et GLUT), (cceur), hypertrophie cardiaque et lipoatrophie,

e géne de l’insuline humaine transfecté chez la souris =» hyperinsulinémie,

insulino-résistance, intolérance au glucose.

Le rat Fructose est un mode¢le de prédiabete obtenu chez des rats Wistar par une alimentation

enrichie en fructose (33 % des hydrates totaux) durant 60 jours. Ces animaux développent
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alors une résistance a I’insuline, une hypertriglycéridémie mais pas d’hyperglycémie ni de
perte de poids (Faure ef al, 1999). Ce modele a été utilis¢ dans une des études présentées

dans cette thése.

59




tel-00011539, version 1 - 6 Feb 2006

11.4. Leucotriénes et diabéete

Les mécanismes impliqués dans le développement des complications cardiovasculaires
associées au diabéte sont multiples et encore imparfaitement connus. Nous avons développé
dans le chapitre précédent les roles des LTs dans I’inflammation et [’athérosclérose,
composantes des complications cardiovasculaires du diabéte. Cependant peu d’études ont

évalué le role des LTs plus spécifiquement dans le diabéte.

Sur cceur isolé perfusé de rats streptozotocine, il a été décrit que les leucotriénes étaient
impliqués dans la vasocontriction coronaire en réponse a 1’acide arachidonique (Takiguchi et
al., 1989). De plus, le LTDy4 (Takiguchi et al., 1989) et le LTC4 (Roth ef al., 1984) induisent
une contraction coronaire plus intense chez les rats diabétiques par rapport aux rats non-
diabétiques. Enfin, I’inhibition de la FLAP diminue la protéinurie chez les rats streptozotocine
(Valdivielso et al., 2003).

L’équipe de Nataranjan et al. s’est plus particulierement intéress¢ au role des dérivés des 12-
et 15-LOX dans le diabéte, montrant sur des CML et endothéliales en culture d’origine
porcine une augmentation de la production de 12- et 15-HETEs en milieu hyperglycémique,
potentialisée en présence d’Ang II (Natarajan et al., 1993).

Chez I’homme, les complications vasculaires du diabéte ont été reliées a des anomalies de la
cascade de I’acide arachidonique (Natarajan et al., 2004), aussi bien via les cyclooxygénases
(Hishinuma et al., 1999) que via les lipoxygénases (Antonipillai et al., 1996) ou la voie
radicalaire (Davi et al., 1999; Davi et al., 2003). 1l a ainsi ét¢ décrit une diminution du taux
urinaire de prostacycline et une augmentation de 1’excrétion urinaire de 12-HETE chez des
patients diabétiques ayant une néphropathie (Antonipillai et al., 1996). Une augmentation

significative de la production, sans stimulation ou en réponse au ionophore calcique, de LTB4
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par les polynucléaires neutrophiles de patients diabétiques a été observée in vitro, corrélée
avec le taux d’hémoglobine glyquée (Parlapiano et al., 1999).

Les données de la littérature suggerent le role potentiel des dérivés des lipoxygénases dans la
pathogénése des complications cardiovasculaires associées au diabéte en raison de leurs
propriétés vasoactives, chimiotactiques, pro-inflammatoires et prolifératives. Cependant, peu
de travaux se sont intéressés plus précisement aux dérivés de la S-lipoxygénase sur des
modeles expérimentaux comme chez ’homme diabétique.

Dans cette thése, 3 ¢tudes sont présentées et discutées concernant 1’activation de la voie de la
5-LOX dans le diabéte, sur le modéle du rat streptozotocine et chez des patients diabétiques

de type 1.
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IL.5. Angiotensine II et diabéte

L hypothése du réle de I’ Ang II dans les complications cardiovasculaires spécifiquement dans
le diabete, a fait I’objet de quelques travaux.

Une augmentation de 1’activité plasmatique de ’ECA a été décrite dans le modéle du rat
streptozotocine (Funakawa et al., 1983). De plus, la réactivité vasculaire en réponse a 1I’Ang 11
est augmentée dans le modele du rat alloxane (Christlieb, 1974).

Plusieurs études chez 1’animal ont montré que le blocage du systéme rénine-angiotensine
diminuait le développement des 1ésions d’athérosclérose dans le diabéte. Candido et al. ont
é¢tudié I’effet d’un traitement par inhibiteur de 1’enzyme de conversion (IEC) de
I’angiotensine I (périndopril) sur le développement des plaques d’athérosclérose chez des
souris rendues diabétiques par la streptozotocine et déficiente en apoE. Chez les animaux
traités par cet IEC, le développement des plaques d’athérosclérose était inhibé, Ia
surexpression de I’ECA et des molécules d’adhésion aux cellules vasculaires (VCAM-1)
induites par le diabéte était diminuées au niveau de 1‘aorte (Candido et al., 2002). La méme
équipe a ensuite montré sur ce méme modele animal qu’un antagoniste des récepteurs AT, de
I’Ang II (irbésartan) atténuait également au niveau aortique le développement des Iésions
d’athérosclérose, la prolifération cellulaire et I’infiltration des macrophages. Ce sartan avait
de plus un effet inhibiteur sur la surexpression induite par le diabéte des récepteurs AT, des
MCP-1 et des VCAM-1 au niveau aortique (Candido et al., 2004). Malgré une diminution de
la pression artérielle similaire, un inhibiteur calcique, I’amlodipine, n’induisait pas ces effets
bénéfiques, suggérant un role pivot des récepteurs AT, dans le développement de

I’athérosclérose dans le cadre du diabéte.
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Chez I’homme, une augmentation de I’ECA a également été mise en évidence chez des
patients diabétiques souffrant de complications vasculaires (Schernthaner er al., 1984) et
I’effet presseur de I’Ang II est augmenté chez des patients diabétiques de type 1 (Drury et al.,
1984; Weidmann et al., 1985).

Plusieurs études cliniques ont mis en évidence 1’effet bénéfique de I'utilisation précoce des
IEC dans la prévention et le traitement de la néphropathie diabétique, au-dela du bénéfice lié¢ a
la normalisation de la pression artérielle (Parving et al., 2001). Dans 1’étude LIFE (Losartan
Intervention For Endpoint Reduction in Hypertension study) menée chez des sujets
hypertendus, le traitement par le losartan, un antagoniste des récepteurs AT; de I’Ang II, a
induit une réduction de 25 % du nombre de patients initiant un diabéte au cours de 1’étude
indépendamment des facteurs de risque associés (Lindholm et al., 2002). Ces données
inattendues ont mis en exergue les rélations entre Ang II et homéostasie du glucose.

En effet, en plus de la circulation générale, le systéme rénine-angiotensine est localis¢ au
niveau tissulaire et notamment dans le pancréas. Une augmentation des différents acteurs du
systéme rénine-angiotensine, dont les récepteur AT, et I’enzyme de I’ECA, a été observée
dans les il6ts pancréatiques des rats diabétiques Zucker par rapport aux rats témoins (Tikellis
et al., 2004). Une augmentation de la fibrose, de 1’apoptose et du stress oxydatif dans les il6ts
des rats diabétiques était observée. Les modifications dans la morphologie des ilots étaient
attenuées chez les rats traités par périndopril ou irbésartan.

Les résultats de cette étude proposent un mécanisme pouvant expliquer la diminution des
nouveaux cas de diabéte dans les études cliniques utilisant des antihypertenseurs bloquants le

systéme rénine-angiotensine.

Dans cette thése, une étude a portée sur la modulation, par les leucotrienes, des effets

vasculaires de I’Ang II chez le rat streptozotocine.
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III. Leucotrienes et hypertension artérielle essentielle

III.1. L hypertension artérielle essentielle

II1.1.1. Définition

Par définition, on parle d’hypertension artérielle (HTA) chez I’adulte lorsque la pression
artérielle systolique est, a plusieurs reprises, égale ou supérieure a 140 mmHg et/ou la
pression artérielle diastolique est égale ou supérieure a 90 mmHg au cabinet médical.
Cependant de nombreuses ¢tudes de population ont montré une relation positive et continue
entre 1’¢lévation de la pression artérielle et la survenue de maladies cardiovasculaires, et cette
continuité doit pondérer la valeur de tout seuil de définition de I’HTA.

Par ailleurs, le niveau tensionnel n’est que I’'une des composantes du risque cardiovasculaire,
dont la stratégie de prise en charge nécessite une approche globale. La pression artérielle
systolique est un meilleur prédicteur du risque (événements graves cardiovasculaires,
cérébraux-vasculaires et rénaux, et mortalit¢ de toute cause) que la pression artérielle
diastolique, et ce d’autant plus que le sujet est agé. Les principaux facteurs de risque

cardiovasculaires sont résumés dans le tableau 6 de la page 65.
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Age supérieur a 45 ans chez ’homme et a 55 ans chez la femme

Tabagisme

Consommation excessive d’alcool

Obésité abdominale

Absence d’activité physique

Catégories a risque particulier (notamment groupes socio-économiques défavorisés)
Antécédents familiaux de maladies cardiovasculaires a un age précoce (avant 55 ans chez le
pere ou 65 ans chez la mére)

HDL-cholestérol < 0,35 g/1 (0,9 mmol/l), LDL > 1,9 g/l (4,9 mmol/l)

Diabete

Atteinte d’un organe cible

Tableau 6 : Principaux facteurs et indicateurs de risque cardiovasculaire et maladies associées

(adapté de WHO/ISH 1999). Cette liste n’est ni hiérarchique, ni exhaustive.

III.1.2. Données d’épidémiologie

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, la seconde moiti¢ du XX siécle a vu une
diminution progressive de la mortalité cardiovasculaire en Amérique du Nord, Europe de
I’Ouest, Japon et Australie, au fur et a mesure de I’amélioration du contréle de ’'HTA dans
ces régions (WHO/ISH). Cependant, les maladies cardiaques et les accidents vasculaires
cérébraux restent, respectivement, la premiére et la troisiéme cause de déces aux Etats-Unis,
et imposent une énorme charge financiére et sociale aux citoyens américains. Plus encore, une
« seconde vague » épidémique de maladies cardiovasculaires et cérébro-vasculaires s’étend
rapidement dans les pays en voie de développement et les anciennes républiques de 1’Est.

Les données ¢pidémiologiques frangaises vont dans le méme sens: les maladies
cardiovasculaires représentent la premiére cause de mortalité en France. La prévalence de

I’hypertension chez les plus de 20 ans était de 16,5 % en 1999.
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III.2. Modulation des effets vasculaires de I’angiotensine II par les dérivés des

lipoxygénases

L’inhibition non spécifique des lipoxygénases par la phénidone provoque une diminution de
la pression artérielle de plus grande intensité chez les rats spontanéments hypertendus par
rapport aux rats normotendus (Stern et al., 1993). La phénidone induit de la méme fagon une
diminution de la préssion artérielle sur un modele d’hypertension chez le rat par sténose de
I’artére rénale (Nozawa et al., 1990). De plus, la phénidone diminue 1’effet presseur de I’ Ang
IT in vivo et la contraction a 1I’Ang II in vitro sur artére fémorale de rat normotendu (Stern et
al., 1989).

Plus récemment, des travaux ont montré que 1’inhibition de la synthése des leucotriénes par le
AA861 ou le blocage des récepteurs CysLT; par le MK571 diminuaient la contraction induite
par ’Ang II sur des aortes (Stanke-Labesque et al., 2001) et des artéres mésentériques
(Shastri et al., 2001) de rats spontanément hypertendus. De plus, sur aortes de rats
spontanément hypertendus, I’Ang II induit la libération de CysLTs via la stimulation de
récepteurs AT, (Stanke-Labesque ef al., 2001).

Ces travaux suggerent que la stimulation des récepteurs AT; par I’Ang II induit la libération
de CysLTs qui contribuent aux effets vasculaires de 1’Ang I, via la stimulation de récepteurs
CysLT;. L’ensemble de ces données est en faveur d’un role des dérivés de la voie de la 5-

LOX dans la modulation des effets de I’ Ang II dans I’hypertension artérielle.

D’autre part I’inhibition spécifique de la Five Lipoxygenase Activating Protein (FLAP),

nécessaire au fonctionnement de la 5-LOX, réduit 1’effet pulmonaire presseur de I’Ang II

chez des rats hypoxiques (Voelkel et al., 1996).
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Dans cette thése, une ¢étude a exploré la contribution des CysLTs dans les effets

vasoconstricteurs de 1’Ang II dans un modele d’hypertension chez le rat.
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Deuxieme partie : Travaux de la these
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Présentation de la thése
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Comme nous 1’avons présenté dans la partie consacrée aux données de la littérature, les LTs
sont d’importants modulateurs du tonus vasculaire et du processus inflammatoire dans des
contextes pathologiques tels que le diabéte et I’hypertension artérielle essentielle.

De plus, les travaux précédemment réalisés au sein du Laboratoire ont mis en évidence
I’implication des LTs dans la contraction a 1’Ang II chez les rats SHR.

De ce fait, nous avons étudié, sur deux modeles expérimentaux de diabéte la contribution des
LTs dans les effets vasculaires de I’Ang II et de la noradrénaline. Ces travaux ont mis en
évidence un réle majeur des CysLTs dans les effets vasoconstricteurs de ces deux médiateurs
sur les aortes des rats diabétiques. La localisation de la 5-LOX faisant 1’objet d’une
controverse, nous avons souhaité explorer sa présence au niveau de 1’aorte.

La mise en évidence d’une activation de la voie de la 5-LOX chez les rats diabétiques nous a
ensuite conduit a en explorer les mécanismes possibles au niveau de I’aorte ; a travers 1’étude
de Dl’expression de la 5-LOX, la production de CysLTs aprés stimulation par 1’acide
arachidonique et la sensibilité des aortes aux effets vasoconstricteurs des CysLTs.

Nous avons ensuite testé la pertinence clinique de cette activation de la voie de la 5-LOX chez
I’homme en comparant 1’excrétion urinaire de LTE, de patients diabétiques a celle de sujets
témoins.

L’étude de deux modéles d’hypertension artérielle chez le rat nous a permis de confirmer
I’implication des LTs dans la contraction a I’Ang II et a la noradrénaline également chez les

rats hypertendus.

Aprées une description du matériel et des méthodes mis en ceuvre dans cette these, les résultats

sont présentés et discutés sous forme de 5 publications réalisées de 2001 a 2004.
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1" Chapitre : Matériel et méthodes
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1. Modéles animaux

I.1. Rats Streptozotocine: modele de diabete de type 1

La streptozotocine est un antibiotique sélectivement toxique pour les cellules B des ilots de
Langerhans du pancréas (Tomlinson et al., 1992). L’injection de streptozotocine chez le rat
permet de reproduire une partie des caractéristiques du diabéte de type 1 telles que
I’hyperglycémie, la polydipsie, la polyurie et la perte de poids.

Aprées anesthésie au pentobarbital (50 mg/kg), des rats Wistar (laboratoire IFFA CREDO)
agés de 8 semaines (220 a 240 g) ont subi de facon aléatoire une injection unique de
Streptozotocine (Sigma, L’Isle d’Abeau, France) a la dose de 55 mg/kg ou de son solvant, un

tampon citrate, 4,5 mM (rats TC) via la veine du pénis (Figure 14, page 73).

Préparation du tampon citrate :

- solution A : 2,1 g d’acide citrique dans 100 mL d’eau distillée

- solution B : 2,94 g de citrate de sodium dans 100 mL d’eau distillée

- solution C : 27 mL de la solution A ajouté a 23 mL de la solution B

- ajuster le pH a 4,5

- filtrer sur membrane de 0,22um (conservation 3 mois, + 4°C)

- solution D : solution C diluée au 1/10°™ dans de 1’eau distillée (conservation 3 mois, +
4°C)

- préparer une solution de streptozotocine a 30 mg/mL.

Deux semaines apres l’injection de Streptozotocine, 1’état diabétique était confirmé par
I’apparition d’une glycosurie, d’une polyurie, et d’une polydipsie. De fagon aléatoire, une
partie des rats devenus diabétiques était alors traitée par une injection journaliére sous-cutanée
de 5 UI d’insuline Insulatard NPH 40 UI/mL (rats SI) et I’autre par une injection journali¢re

sous-cutanée de sérum physiologique (rats SS) pendant 21 jours.
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Injection streptozotocine Insuline (5 Ul/jour)

(55 mg/kg)

> Rats SI

> Sérum physiologique (5U1/j)
T~ > Rats SS
Rats Wistar
Sérum physiologique (5 Ul/jour)
- - Rats Controle

T Injection tampon citrate

— [ — —
~t - -

15 jours 21 jours

Figure 14 : Modele du rat Streptozotocine.

1.2. Rats Fructose: modele de rat insulino-résistant (Figure 15)

De facon aléatoire, des rats Wistar agés de 4 semaines étaient répartis en deux groupes. Un

groupe recevait une alimentation controle E210 (rats FC) contenant 38 % de glucose, 20 %

d’amidon de mais et 0 % de fructose et I’autre groupe (rats F) une alimentation contenant 15

% de glucose, 8 % d’amidon de mais et 33 % de fructose (Laboratoires UAR) durant 60 jours.

alimentation fructose

- rats F

Rats Wistar < 60 jours

alimentation contrdle

- rats FC

Figure 15 : Modele du rat Fructose.
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Chaque rat était placé dans une cage a métabolisme la veille de I’expérience afin de recueillir
ses urines sur 24 heures. La glycosurie était déterminée par I’utilisation d’une bandelette
réactive (Keto-Diabur-Test 5000, Roche) et les urines étaient congelées a -80°C pour le
dosage ultérieur du leucotriene E4. Chaque rat était pesé puis anesthésié par I’injection intra-
péritonéale de pentobarbital (50 mg/kg).

La pression artérielle moyenne était mesurée par introduction au niveau de la carotide d’un
cathéter en polyéthyléne relié via un transducteur (Statham) a un systéme enregistreur
(Windograph, Gould instrument). La glycémie était mesurée a 1’aide d’un lecteur (lecteur
Accu-Chek Easy, Boehringer Mannheim). Pour les rats FC et F, I’insulinémie était mesurée,
lors du sacrifice, par une technique radioimmunologique (Trousse Insuline CT, CIS-BIO) sur

un prélévement sanguin réalisé au niveau de la cage thoracique lors du prélévement de 1’aorte.

1.3. Rat transgénique (mRen-2)27 ; modéle d’hypertension monogénique

I1 s’agit de rat Sprague-Dawley (SD) chez lesquels le géne ren-2 de la rénine de la souris a été
transfecté. Ces animaux développent une hypertension précoce et sévere du fait d’une
augmentation de I’expression de I’Ang II dans divers tissus dont les vaisseaux sanguins
(Hilgers et al., 1992). Une diminution de la rénine plasmatique et rénale est également
observée. L’efficacité antihypertensive des IEC et des antagonistes des récepteurs de I’Ang 11
suggere que I’hypertension dans ce modéle est bien médiée par 1I’Ang II. Les caractéristiques
et les aspects fonctionnels de ces animaux sont détaillés par Langheinrich et al. (Langheinrich

et al., 1996).
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[.4. Rat L-NAME ; mod¢le d’hypertension

Des rats Wistar adultes ont été traités durant 3 semaines par un inhibiteur de la syntheése du
NO, le N“-nitro-L-arginine méthyle ester (L-NAME) ajouté dans 1’eau de boisson a la
concentration de 1 mg/ml soit 30-40 mg par jour (75-100 mg/kg/j). Cette dose a été choisie
parce qu’elle induisait des modifications inflammatoires au niveau cardiovasculaire. Plusieurs
é¢tudes ont en effet montré chez le rat L-NAME une augmentation de I’infiltration des

monocytes et de MCP-1 au niveau des coronaires (Katoh et al., 1998; Usui et al., 2000).

I1. Etudes fonctionnelles sur aorte isolée

Apres mesure de la pression artérielle moyenne, les rats étaient sacrifiés et I’aorte thoracique
prélevée puis coupée en anneaux d’environ 4 mm de long. Sur certains anneaux, une
dénudation endothéliale était réalisée par introduction puis rotation d’une tige en bois dans la
lumiére du vaisseau.

Les anneaux vasculaires étaient montés entre 2 étriers a bords paralléles dans une cuve a
organe isolé de 10 mL contenant 6 mL de solution physiologique de Krebs et thermostatée a
37°C. La composition de la solution physiologique de Krebs était la suivante : NaCl (118.0
mM), KCl (4.7 mM), CaCl, (25mM), MgSO4 (1.0 mM), KH,PO4 (1.0 mM), NaHCO; (25
mM) et glucose (11 mM). L’étrier supérieur était reli€¢ a un capteur de force isométrique (UF-
1, Pioden) et connecté a un amplificateur (EMKA) puis a un enregistreur (Linseis 200). Les
anneaux €taient soumis a une force passive de 1.5 g, force déterminée comme étant optimale
pour I’étude de la réactivité vasculaire par des expériences préliminaires. La premiére étape
de chaque expérience a consisté a provoquer une contraction maximale par du KCI 90 mM.

Aprés ringage et retour a 1’état basal, les anneaux artériels étaient contractés par de la
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phénylephrine (107-10® M). Lorsque la contraction avait atteint un plateau stable, de
I’acétylcholine (10° a 10" M) était ajoutée afin d’évaluer la présence ou non d’un
endothélium fonctionnel. Puis, une autre période de stabilisation de 60 minutes était imposée

aux anneaux vasculaires avec rincage de la solution de Krebs toutes les 15 minutes.

Des courbes concentration-réponse aux différents agonistes ont été réalisées par addition
cumulée de concentrations croissantes dans les cuves a organe isolé. Une seule courbe
concentration-réponse (en présence ou en absence d’antagonistes ou d’inhibiteurs) a un seul
agoniste a été réalisée sur chaque anneau artériel. Toutes les expériences ont été réalisées a
I’abri de la lumiére.

Le protocole expérimental et les substances utilisées sont précisées dans chaque publication.

II1. Dosage immunoenzymatique des cystéinyl leucotriénes vasculaires

Les anneaux artériels préparés comme décrit précédemment pour les études fonctionnelles,
¢taient placés dans des tubes contenant 1 mL de solution de Krebs, bullés par du carbogéne et
thermostatés a 37 °C. La solution de Krebs était renouvelée toutes les 15 min pendant 1 heure.
Divers agents pharmacologiques ont ensuite €té ajoutés de fagon a provoquer ou inhiber la
synthese de CysLTs et leur libération dans la solution de Krebs. Toutes les expériences ont été
réalisées a ’abri de la lumiére.

La solution de Krebs ¢était ensuite stockée a -80 °C en deux aliquots pour une quantification
ultérieure des CysLTs libérés. Les anneaux étaient séchés en étuve et pesés. Le taux de
CysLTs a ét¢ mesuré sans extraction par une méthode ELISA (enzyme linked immuno
sorbent assay) a 1’aide de réactifs provenant de chez Cayman. Les coefficients de variation

intra- et interdosage étaient inférieurs ou égaux a 10 %, ’ECsy (50% B/By) était de 53.1
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pg/mL et la limite de détection de 11.8 pg/mL. Les résultats étaient exprimés en pg de CyLTs

par mg d’aorte séchée.

IV. Dosage immunoenzymatique du leucotriene E4 urinaire

L’extraction du leucotriéne E4 urinaire était réalisée selon la méthode décrite par Qiu et al.
(Qiu et al., 1996) sur cartouches C18 (EC) 100 mg/10 mL (International Sorbent Technology)
a partir de 4 mL d’urine centrifugée dont le pH était ajusté a 6. Les 4 mL d’urine étaient
ensuite dilués dans 6 mL de tampon phosphate a pH 6. Les cartouches étaient activées avec
les solutions suivantes : méthanol (2 mL), tampon phosphate pH 6 (5 mL), tampon phosphate-
EDTA 0.1 % (5 mL). Une fois les échantillons déposés, les cartouches étaient lavées avec 5
mL de tampon phosphate a pH 6 et 5 mL d’éther de pétrole. L’¢lution s’effectuait a deux
reprises par 2 mL et 1,5 mL de méthanol pur. Les éluats étaient évaporés a sec sous azote et
les résidus repris par 1 mL de tampon EIA. Trois points de gamme interne constitués d’urines
surchargées avec du LTE,4 étaient extraits dans les mémes conditions. Le rendement de
I’extraction était de 80 %.

Le dosage du LTE4 a été réalis¢ par méthode immunoenzymatique (ELISA) a 1’aide de
réactifs provenant de chez Cayman. Les coefficients de variation intra- et interdosage étaient
inférieurs ou égaux a 10 %, ’ECsy (50 % B/By) était de 222.9 pg/mL et la limite de détection

de 36.1 pg/mL.

V. Dosage en LC/MS-MS du leucotriene E4 urinaire

Une premicre étape d’extraction en phase solide a été réalisée selon la méthode décrite par

Qiu et al. (Qiu et al., 1996) : briecvement, un échantillon de 4 ml d’urine dilu¢ dans 4 ml d’eau
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a pH 5 et contenant 4 ng de standard interne LTE4d; est déposé sur une cartouche C18 (EC)
100 mg/10 mL (International Sorbent Technology, UK) préconditionnée par 2 ml de méthanol
et 4 ml d’eau a pH 5, la cartouche est ensuite lavée par 4 ml d’eau pH 5 et 4 ml d’éther de
pétrole avant I’¢lution finale par 1 ml d’éthanol a deux reprises. Les €éluats sont évaporés a sec
sous azote et les résidus secs sont repris par 40 pl de la phase mobile utilisée pour la LC/MS-
MS (formate d’ammonium 20 %/méthanol 80 %). Le rendement de 1’extraction est de 82 %.
Aprés centrifugation, le surnageant est injecté dans la LC/MS-MS avec un débit de 200
ul/minute. La séparation chromatographique des composés est réalisée grace a une colonne
Kromasil C8 125/2 5 um (Macherey-Nagel) thermostatée a 30°C.

La détection en spectrométrie de masse en tandem est effectuée par un API 3000 SCIEX avec
une source TurbolonSpray. La quantification du LTE4 est réalisée sur la transition m/z
438.2/333.0 et celle du LTE4d; sur la transition m/z 441.1/336.1 en mode Multiple Reaction
Monitoring.

La mesure de la concentration en LTE4 de I’échantillon se fait par lecture du rapport
LTE4/LTE4d; sur une gamme de calibration extraite dans les mémes conditions que les
¢chantillons. Le taux urinaire de créatinine est mesuré pour chaque échantillon et la
concentration finale de LTE, est exprimée en pg/mg de créatinine urinaire.

Les études de répétabilité et de reproductibilité ont permis de valider cette méthode avec un
coefficient de variation < 6 % aux concentrations 60, 150 et 300 pg/mL pour la répétabilité et

< 8% pour la reproductibilité. La limite de quantification était de 10 pg/mL.

VI. Etudes immunohistochimiques

Une fois prélevée, ’aorte était nettoyée des tissus graisseux I’entourant, placée dans un

cryotube et immédiatement congelée dans de 1’azote liquide et conservée a -80°C jusqu’au
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marquage. Les aortes étaient découpées en fines lamelles au microtome et marquées avec un
anticorps anti-CD68 (Dako) pour les macrophages/monocytes, ou un anticorps anti facteur de
Willebrand (clone F8/86, Dako) pour les cellules endothéliales, ou un anticorps anti 5-LOX
de rat dilué au 1/250 provenant du laboratoire Cayman. L’ anticorps secondaire était couplé a

la peroxydase.

VII. Western Blot

Un morceau d’aorte d’environ 15 mg était prélevé et coupé en morceaux, puis mis dans un
potter avec 0.5 mL de tampon de lyse (HEPES 50 mmol/L, EDTA 5 mmol/L, NaCl 50
mmol/L, pH 7.5 avec un mélange d’inhibiteurs de protéases (Complete'” EDTA-free,
Roche)). Deux cycles de 3 minutes de potter automatique étaient effectués dans la glace avant
une sonication de 3 fois 10 secondes toujours dans la glace. L’homogénat obtenu était
centrifugé 15 minutes a 1000 g a 4°C. Le surnageant était a nouveau centrifugé 1 heure a
200000 g a 4°C. Ce nouveau surnageant correspondait au cytosol qui était conservé a — 80°C.
La concentration en protéines €tait mesurée selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976)
avec I’albumine bovine comme protéine standard. Chaque échantillon de cytosol (20 pg de
protéines) était mélangé avec du Sample Buffer (SDS 2 % (m/v), Tris-HCI 300 mmol/L, bleu
de bromophénol 0.02 %, EDTA 20 mmol/L et DTT 1.5 % (m/v)) et incubé 5 minutes a
100°C. Les échantillons étaient déposés sur un gel d’¢lectrophorése SDS-polyacrylamide 10
% et soumis a un courant de 30 mA pendant 3 heures. Les protéines étaient ensuite transférées
sur une membrane de nitrocellulose avec un tampon de transfert (Tris 25 mmol/L, glycine 129
mmol/L, SDS 0.1 % (m/v) et méthanol 20 %, pH 8.3). La saturation des sites de fixation non
spécifiques a été effectuée pendant 1 heure a température ambiante dans du tampon TBS (Tris

50 mmol/L, NaCl 200 mmol/L, pH7.5) avec 0.05 % de Tween 20 et 1 % de lait en poudre
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lyophilisé. Les membranes étaient ensuite rincées pendant 1 heure avec du tampon TBS-
Tween puis incubée durant la nuit avec un anticorps anti-5-LOX (Cayman) dilu¢ au 1/2000.
Apres 1 heure et demi de ringage par du tampon TBS-Tween, les membranes étaient incubées
durant 1 heure avec un anticorps secondaire anti-immunoglobuline de lapin marqué a la
peroxydase. Les membranes étaient a nouveau rincées durant 4 heures par du tampon TBS-
Tween avant de pouvoir effectuer la révélation par les réactifs de chimiluminescence
(Amersham Life Science) et I’exposition a un film de photographie. Les bandes de protéines
ont ¢été¢ visualisées et leur densité a ét¢ quantifiée par une caméra vidéo Sony reliée a un

logiciel de digitalisation Minichromax.

VIII. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Les ARN totaux ont été extraits des aortes congelées dans I’azote liquide selon la méthode de
Chomczynski (Chomczynski et al., 1987). L’ADN complémentaire était synthétis¢ avec la
Long Expand Reverse Transcriptase (Roche) et un mélange d’une amorce spécifique de la 5-
LOX (R 5’-GAAGATCACCACCGTCAGGTACTC-3’) et d’oligo(dT) a 48°C pendant 1
heure. Les amorces spécifiques utilisées pour 1’amplification de I’ADN complémentaire
¢taient les suivantes : F 5-AAAGAACTGGAAACACGTCAGAAA-3* et RS-
AACTGGTGTGTACAGGGGTCAGTT-3" pour la 5-LOX (Uz et al, 1997), F5’-
CCCATCACCATCTTCCAGGAG-3’ et RS’-GTTGTCATGGATGACCTTGGC-3’ pour la
GAPDH (Natarajan et al., 1993) une enzyme ubiquitaire présente dans tous les types
cellulaires. Ces deux paires d’amorces permettent I’amplification de 2 fragments de 515 et
284 paires de bases respectivement. L’amplification du fragment de la 5-LOX a été effectué
par Hot-start PCR dans un volume final de 25 pl avec 0.5 U de Taq Polymérase Plus

Precision (Statagene), 0.5 uM d’amorces spécifiques, 200 uM de dNTPs et 1.5 mM de
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MgCl,. La PCR était effectuée sur 40 cycles avec une température d’amorgage a 55°C
pendant 30 secondes. L’amplification du fragment de la GAPDH était effectué¢ dans les
mémes conditions avec une Taq Polymérase (Appligene) sur 30 cycles et avec une
température d’amorcage a 60°C pendant 30 secondes. Les produits d’amplification marqués
au bromure d’éthidium étaient ensuite mis a migrer sur un gel d’électrophorése a 2 %

d’agarose et observés sous une lampe UV.

IX. Expression des résultats et analyse statistique

Les résultats présentés sont les moyennes + 1’erreur standard a la moyenne.

Les réponses contractiles des anneaux aortiques sont exprimées en pourcentage de la
contraction maximale induite par le KCI 90 mM. La réponse maximale (Emax) obtenue pour
chaque agoniste permet d’apprécier Defficacit¢ du composé. L’ECsy représente la
concentration d’agoniste qui produit 50 % de I’effet maximal. La puissance d’un agoniste est
déterminée par la valeur de pD; (- log ECsy).

Les taux de CysLTs libérés par les anneaux vasculaires sont exprimés en pg/mg de tissu
aortique sec.

Les taux urinaires de LTE,4 sont exprimés en pg de LTE4 par 24 heures chez le rat et en pg de
LTE4 par mg de créatinine chez I’homme.

L’intensité des bandes observées en Western Blot est exprimée pour les rats diabétiques en
pourcentage par rapport a I’intensité des bandes obtenues pour les rats Controle.

L’analyse de I’ensemble des points de 2 courbes concentration-réponse a €té réalisée par une
analyse de variance (ANOVA), adaptée aux mesures répétées, suivie d’un test de Bonferroni.
La comparaison de deux moyennes de Emax et de pD; a été réalisée a 1’aide d’un test de « t »

de Student sur séries non apparié¢es. L’analyse des corrélations a été effectuée par un test de
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rang de Spearman. Une valeur de p < 0.05 a été considérée comme statistiquement

significative.
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2°™¢ Chapitre : Résultats et publications
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Publication n°1

Cysteinyl leukotrienes modulate angiotensin II constrictor effects on aortas from
streptozotocin-induced diabetic rats.
Hardy G, Stanke-Labesque F, Peoc'h M, Hakim A, Devillier P, Caron F, Morel S, Faure P,
Halimi S, Bessard G.

Arterioscler Thromb Vasc Biol (2001). 21: 1751-8.
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Cette ¢étude est la premicre d’une série de trois consacrées au diabete de type 1 chez I’animal
et chez ’homme. Comme il est rappelé dans les données de la littérature, les complications
cardiovasculaires sont la premicre cause de morbi-mortalité chez les sujets diabétiques. De
par ses effets dans la régulation de la pression artérielle, le remodelage vasculaire et
I’inflammation, I’Ang II joue un role important dans la survenue des complications
cardiovasculaires associées au diabéte.

Plusieurs études utilisant des inhibiteurs de la 5-LOX ou de la FLAP (Voelkel et al., 1996;
Stanke-Labesque et al., 2001) ou des antagonistes des récepteurs des CysLTs (Stanke-
Labesque et al., 2001), indiquent que les dérivés de la 5-LOX participent aux effets
vasculaires de 1’Ang II. De plus, les leucotrienes seraient également impliqués dans les
complications cardiovasculaires du diabéte en raison de leurs propriétés vasoactives,
chimiotactiques et pro-inflammatoires (Natarajan et al., 2004).

Les effets modulateurs des leucotriénes dans la contraction a 1I’Ang II ont donc été étudiés sur
les aortes de deux modeles de diabéte chez le rat : le rat streptozotocine qui est un modéle de
diabéte de type 1 avec absence de production d’insuline, et le rat fructose qui est un modele

de pré-diabéte avec insulino-résistance.

Ce travail montre que, sur les aortes avec et sans endothélium des rats streptozotocine, et
seulement sur celles-ci, I’inhibition spécifique de la 5-LOX par le AA861 (Yoshimoto et al.,
1982) diminue la contraction a 1’Ang II, tandis qu’un antagoniste mixte CysLT;-CysLT, n’a
pas d’effet sur la contraction. Ces résultats suggérent la contribution des LTs dans les effets
vasoconstricteurs de I’ Ang II via la stimulation de récepteurs non-CysLT; et non-CysLT5.

De plus, la stimulation des anneaux aortiques des rats streptozotocine par 1’Ang II induit une
augmentation significative du relargage de CysLTs par rapport aux rats Controle et aux rats

traités par insuline. Cet effet était inhibé par le AA861. Ces résultats sont en faveur a nouveau
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de la participation des CysLTs dans les effets vasoconstricteurs de 1’Ang I1. En revanche, les
CysLTs ne semblent pas impliqués dans les effets vasoconstricteurs de I’Ang II chez les rats
Controle et chez les rats fructose.

Le LTC4 et le LTD4 provoquent directement la vasoconstriction des aortes uniquement chez
les rats streptozotocine, suggerant une sensibilité augmentée des aortes des rats diabétiques
aux effets vasoconstricteurs du LTC4 et du LTDy.

Enfin, D’excrétion urinaire de LTE4 est significativement augmentée chez les rats
streptozotocine par rapport aux autres groupes de rats et est corrélée a la glycémie. Il semble
donc que la synthése de CysLTs soit augmentée dans ce modele expérimental de diabéte. De
plus, le traitement des rats diabétiques par I’insuline semble inhiber la production de CysLTs

par les aortes apres stimulation par 1’ Ang II ainsi qu’au niveau systémique.

En résumé ces résultats suggérent une activation de la voie de la 5-LOX dans ce modéle

animal de diabéte de type 1, et un rdole des CysLTs dans la modulation des effets

vasoconstricteurs de 1’ Ang II.
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Publication n°2

S-lipoxygenase expression and activity in aorta from
streptozotocin-induced diabetic rats.
Hardy G, Vergnaud S, Lunardi J, Peoc’h M, Bessard G, Stanke-Labesque F.

Prostag Oth Lipid M, sous presse
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Ce travail a fait suite aux résultats obtenus lors de I’étude n°1. Il a eu pour objectif d’explorer
I’activation de la voie de la 5-LOX mise en évidence précédemment chez le rat
streptozotocine, ainsi que la localisation de la 5-LOX au niveau vasculaire.

Nous avons donc étudié :

1/ I’expression de la 5-LOX au niveau des aortes des rats streptozotocine et des rats
Contrdle par immunohistochimie et western blot pour la protéine, et par RT-PCR pour I’ARN
messager,

2/ la capacité des aortes a produire des CysLTs en présence d’acide arachidonique
et/ou du ionophore calcique,

3/ T’effet des CysLTs sur le tonus basal et sur les aortes précontractées des rats

streptozotocine et des rats Controle.

Le marquage de la 5-LOX par immunohistochimie suggére une localisation de I’enzyme au
niveau des CML des aortes des rats diabétiques comme des rats Contréle (Figure 16, page
97). Ces études indiquent également 1’absence de monocytes/macrophages infiltrés dans
I’aorte. La mise en évidence de la présence de la 5-LOX au niveau de I’aorte est confirmée
par western blot et par RT-PCR.

Cependant 1’analyse semi-quantitative des western blot semble indiquer un niveau
d’expression de la 5-LOX similaire entre les rats diabétiques et les rats Contrdle. Ces résultats
suggerent que I’activation de la voie de la 5-LOX observée dans ce modele de diabéte n’est
pas liée a une augmentation de 1’expression de la 5-LOX.

La stimulation des aortes par le ionophore calcique et 1’acide arachidonique démontre a
nouveau la capacité du tissu aortique a produire in vitro des CysLTs, dans les mémes
proportions pour les rats diabétiques et les rats Contrdle. Il apparait que, comme suggéré par

d’autres travaux (Cole et al., 1986), I’acide arachidonique est le facteur limitant de cette
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synthese, puisqu’il potentialise de fagon concentration-dépendante I’effet du ionophore
calcique. Il semble donc qu’il n’y ait pas d’augmentation de ’activité intrinséque de la 5-
LOX au niveau de I’aorte des rats diabétiques.

Enfin, sur les aortes des rats diabétiques, précontractées par la phénylephrine, le LTC,4 et le
LTD, induisent une contraction significativement augmentée par rapport aux rats Controle.
Ces observations sont en faveur d’une augmentation de la sensibilité des aortes aux effets

vasoconstricteurs des CysLTs dans ce modéle de diabéte.

Figure 16 : Immunomarquage de la 5-lipoxygénase sur coupe d’aortes de rats Controle (A) et

streptozotocine (B). Témoin négatif (C). (agrandissement : x 400).
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En résumé, les résultats de cette étude n°2 suggerent que ’activation de la voie de la 5-LOX
chez le rat streptozotocine est liée a une augmentation de la sensibilité du tissu aortique au
LTC4 et LTDy4 plutot qu’a une augmentation de 1’expression ou de I’activité de la 5-LOX. De
plus, nos résultats sont en faveur de I’expression de la 5-LOX au niveau des CML

vasculaires.
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Publication n°3

Increased leukotriene E4 urinary excretion in type 1 diabetic patients.
Hardy G, Boizel R, Bessard J, Cracowski JL, BessardG, Halimi S, Stanke-Labesque F.
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Dans ce troisieme article consacré au diabete de type 1, nous avons souhaité vérifier chez
I’homme les résultats obtenus précédemment chez le rat streptozotocine (publications n°1 et
n°2), concernant I’activation de la voie de la 5-LOX. Le LTE4 étant le métabolite urinaire
stable majoritaire de la voie de la 5-LOX, la mesure de son excrétion urinaire refléte la
production endogéne systémique de CysLTs. Plusieurs études ont observé une corrélation
entre une augmentation de la synthése de LTs dans I’asthme spontané ou provoqué et une
augmentation de 1’excrétion urinaire de LTE, (Kumlin, 2000). De plus, une augmentation de
I’excrétion urinaire de LTE4 a également été¢ observée chez des patients présentant une
ischémie myocardique (Carry et al., 1992) ou une atteinte athérosclérotique des coronaires
(Allen et al., 1993). Chez des patients diabétiques de type 1 et de type 2, une augmentation de
la synthése de LTB4 par les polynucléaires neutrophiles a été observée et corrélée a
I’hémoglobine glyquée (Parlapiano et al., 1999).

Ce projet d’étude clinique a été réalis¢ en collaboration avec le service d’Endocrinologie-
Diabétologie du CHU de Grenoble (Pr Halimi, Dr Boizel), avec pour objectif principal de
comparer 1’excrétion urinaire de LTE, chez des patients diabétiques de type 1 a celle de sujets

témoins.

Cette publication montre pour la premicre fois une augmentation de I’excrétion urinaire de
LTE4 chez des patients diabétiques de type 1 par rapport a des sujets témoins, sans corrélation
entre les taux de LTE4 et I’hémoglobine glyquée chez les patients diabétiques. Cependant,
lorsque les patients étaient stratifiés selon leur hémoglobine glyquée (bon équilibre
glycémique : HbAIC < 7,5 % et mauvais équilibre glycémique HbAIC > 9 %), ceux qui
avaient un mauvais équilibre glycémique présentaient une excrétion urinaire de LTE4

significativement plus élevée que les sujets témoins.
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Ces résultats sont donc en accord avec les données observées chez le rat (publication n°1),
suggérant que [’augmentation de 1’excrétion urinaire de LTE4 pourrait étre le reflet de
I’activation de la voie de la 5-LOX dans le diabéte. Le bon équilibre glycémique semble avoir
un effet freinateur sur la synthése des CysLTs. Similairement, I’amélioration du contrdle
glycémique chez des patients diabétiques de type 2 a réduit leur excrétion urinaire de 8-iso-
PGF,, et de thromboxane B, (Davi et al., 1999). Cet effet peut, dans une certaine mesure, étre
mis en paralléle avec I'inhibition de la synthése des CysLTs chez les rats streptozotocine
traités par insuline.

D’autre part, I’excrétion urinaire de LTE4 est similaire chez les patients traités par IEC par
rapport aux patients non traités par IEC. Bien que cette comparaison ait été réalisée sur un
petit nombre de patients (n = 6), ce résultat suggere que I’augmentation de I’excrétion de

LTE,4 chez les patients diabétiques n’est pas médiée par 1’ Ang II.

Ces observations soulévent I’intérét potentiel de la mesure du LTE4 urinaire comme bio-
marqueur non-invasif, dans D’exploration de la physiopathologiec des complications
cardiovasculaires des patients diabétiques, ainsi que dans le suivi des interventions

pharmacologiques susceptibles d’influer sur le développement et évolution de ces pathologies.
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Abstract
Background: Cardiovascular complications are the major cause of morbidity/mortality in

people with both types of diabetes. In addition, it is now well established that diabetes

mellitus is associated with inflammatory state. Leukotrienes are arachidonic acid metabolites

derived from the 5-lipoxygenase pathway that possess vasoactive, chemotactic and

proinflammatory properties. The aim of this study was to evaluate 1/ the urinary excretion of

leukotriene E4 (LTE,), the end product of the 5- lipoxygenase pathway, in type 1 diabetic

subjects (n = 34) and age- and sex-matched healthy volunteers (n = 28), and 2/ the influence

of glycemic control attested by HbA ;- on LTE4 excretion.

Methods and Results: Urinary excretion of LTE4 (pg/mg creatinine), measured by liquid
chromatography tandem mass spectrometry, was significantly (P = 0.033) increased in
diabetic patients (median (10“‘-90th percentiles): 42.1 pg/mg creatinine (16.7-71.4), n = 34)
compared to healthy subjects (median (10"™-90" percentiles): 25.5 pg/mg creatinine (13.9-
54.1), n = 28). Predetermined subgroup analysis validated increased LTE,4 excretion in
patients with a poor glycemic control (HbA ¢ > 9 %) (median (10™-90™ percentiles): 43.3
pg/mg creatinine (21.6-70.5), n = 14) in comparison to healthy subjects (P = 0.031). No
difference was observed between patients with good metabolic control (HbAc < 7.5 %)
(median (10™-90" percentiles): 36.4 pg/mg creatinine (14.8-65.9), n = 20) and healthy
subjects and within the 2 subgroups of diabetic subjects (P = 0.58).

Conclusions: This study suggested that increased LTE4 excretion in type 1 diabetic state
might reflect systemic activation of the 5-lipoxygenase pathway, that could participate and

aggravate underlying inflammatory and vascular events.

Key Words: diabetes mellitus, inflammation, lipids,

116



tel-00011539, version 1 - 6 Feb 2006

Abbreviations: 5-LOX, 5-lipoxygenase; ACE inhibitor, angiotensin converting enzyme
inhibitor; LTE,, leukotriene E4; LC-MS/MS, liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, GMC, diabetic patients with good metabolic control; PMC, diabetic patients

with poor metabolic control;
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Introduction

Cardiovascular complications are the major cause of morbidity and mortality in people with
both types of diabetes '. It is now well established that cardiovascular diseases are associated
with inflammatory state, however there existed an active debate over whether inflammation
was a cause or a result of cardiovascular diseases °. In this context, numerous biomarkers of
inflammation in cardiovascular risk prediction are emerging °.

Cysteinyl leukotrienes (CysLTs: LTC4, LTD,4 and LTE,) are metabolites of arachidonic acid
derived from the 5-lipoxygenase (5-LOX) pathway. LTE,4, the major end product of this
enzymatic pathway, is excreted in urine and provides the best target for analysis in order to
appreciate in vivo CysLT production °. Indeed, an increased urinary excretion of LTE, was
previously reported in patients with coronary artery disease *' and cardiac ischemia **.
Cardiovascular complications in diabetes are linked in part to abnormalities in the arachidonic
cascade * to either the free radical °, the cyclooxygenase ' or the lipoxygenase pathways ®.
Compelling evidences suggest that CysLTs could play a major role in the onset of
cardiovascular changes associated with diabetes mellitus. Indeed CysLTs do have pro-
inflammatory, vasomotor '° and proliferative '' properties. They modulate the vascular tone of
coronary artery '* and aorta > from animal model of diabetes mellitus, whereas they possess
no vascular effect on vessels from control rats. Furthermore, the urinary excretion of LTE, is

higher in streptozotocin-induced diabetic rats compared to control rats '>'*

suggesting an
activation of the 5-LOX pathway in this experimental model of type 1 diabetes mellitus. In

line with these findings, an increased production of LTB4 in response to the calcium
ionophore A23187 has been reported in polymorphonuclear neutrophils from diabetic patients
1> However, the production of CysLTs in diabetic patients remained to be investigated.
Therefore, the main objective of the present study was to determine whether the urinary

excretion of LTE, in type 1 diabetic patients was different from that of gender- and age-paired
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healthy controls. The secondary objectives were to study the influence of glycemic control

and angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor treatment on LTE4 excretion.

Methods

Subjects

The protocol was approved by the ethical committee of the University Hospital of Grenoble
(France) and written informed consent was obtained from each participating subject.

Patients were included as outpatients at the Department of Endocrinology-Diabetology-
Nutrition, while healthy volunteers were included at the Grenoble Inserm Clinical Research
Center.

Thirty-four patients and twenty-eight healthy subjects (C group) age- and sex-matched with
the diabetic patients (D group) were included. All were Caucasians. Diabetes was defined
according to the American Diabetes Association criteria '°. Patients with renal insufficiency,
heart failure, asthma, infectious disease were excluded as well as patients treated with
steroids. Both diabetic patients and healthy subjects were non-smokers.

One patient had a history of coronary heart disease and twelve patients had diabetic
retinopathy (determined by direct ophtalmoscopy through a dilated pupil). Four patients had a
urinary albumin excretion rate > 20 pg/min (measured by immunonephelometry, Dade
Behring). Among the 34 diabetic patients, predetermined subgroups were good metabolic
control (GMC) defined as glycohemoglobin (HbAc) < 7.5 % (n = 20) and poor metabolic
control (PMC) defined as HbA;c > 9 % (n = 14) when the urine collection was done. Insulin
was administered by an external pump in 14/20 GMC patients and six patients were treated
with ACE inhibitors. The characteristics of diabetic patients and healthy subjects are detailed

in Table 1.
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Each patient performed an overnight urine collection. Urine samples were stored at - 80 °C

until analysis.

Measurement of LTE, urinary excretion by liquid chromatography- tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS)

Measurement of LTE, was performed on 4-mL centrifuged urine. LTE4-d; (4 ng) was added
on each urine sample as an internal standard. Solid phase extraction was performed by using
C18 (EC) cartridge, (100 mg/10 ml), purchased from International Sorbent Technology (UK).
LTE4 was eluted with methanol. Extracts were dried under nitrogen flow at room temperature

as previously described '

and reconstituted in 40 pL mobile phase: methanol-10 mM
ammonium formate (80:20, v/v). After centrifugation 10 pL were injected into the LC-
MS/MS system. The LC system consisted of an Agilent 1100 series binary pumps, a vacuum
degasser, a column temperature controller, an Agilent 1100 autosampler (Agilent, Germany)
and a Kromasil C8, Sum (125x2 mm) column (Macherey-Nagel, France) maintained at 30°C.
The mobile phase consisted of 10 mM ammonium formate (phase A) and methanol (phase B)
delivered at a flow rate of 200 pl/min as follows: initial percentage of B = 58 % maintained 1
min, increased in a linear gradient to 70 % in 9 min, maintained 4 min at 70 %, then increased
to 95 % in 1 min, maintained 2 min and finally decreased to 58 % in 1 min. The detection was
performed in negative mode on an API-3000 tandem mass-spectrometer (Applied
Biosystems/ MDS SCIEX, Canada) equipped with a TurbolonSpray®™ source. Acquisition was
made in the multiple reaction monitoring mode using the following transition: m/z 438.2 >
333.0 for LTE, and m/z 441.1 > 336.1 for LTE,-d; '®. Calibration curves were constructed
using weighted (1/x) linear least-square regression. The levels of LTE4 were corrected to

urinary level of creatinine measured with a Jaffe kinetic-based assay (Modular, Roche

Diagnostic, France).
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Statistical analysis

LTE, concentrations were expressed as pg per mg of creatinine '°. All quantitative data were
presented as the median, 10™ and 90™ percentiles. Qualitative data were presented as number
and percentage.

The data were analyzed by non-parametric method to avoid assumption about distribution of
LTE4 levels. For comparison of LTE4 excretion among the 3 groups, a Kruskall-Wallis test
was performed; subsequent pairwise comparisons were made with the non-parametric Mann-
Whitney test. Correlations were analyzed using the Spearman rank test. P < 0.05 was

considered as significant.

Results

Main objective

Urinary LTE, excretion was significantly (P = 0.033) increased in diabetic subjects (median
(10™-90™ percentiles): 42.1 pg/mg creatinine (16.7-71.4), n = 34) as compared with control

subjects (median (10™-90™ percentiles): 25.5 pg/mg creatinine (13.9-54.1), n = 28).

Secondary objectives

The excretion of urinary LTE4 was significantly (P = 0.03) increased in diabetic subjects with
poor metabolic control as compared with healthy subjects (Figure 1); however there was no
significant difference between diabetic subjects with good metabolic control and healthy
subjects (P = 0.14), and within the 2 groups of diabetic subjects (P = 0.576) (Figure 1). No
correlation was found between urinary LTE,4 excretion and HbA c. Among the diabetic
patients, urinary LTE4 excretion was similar (P = 0.857) between those treated with ACE

inhibitors (median (10"-90" percentiles): 42.2 pg/mg creatinine (23.5-69.1), n = 6) and those
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not treated with ACE inhibitors (median (10™-90" percentiles): 41.6 pg/mg creatinine (16.3-

71.0), n = 28).
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Discussion

In the present study, the urinary levels of LTE4s were measured by a validated LC/MS-MS
method that provided highly selectivity and specificity for LTE4. Our data provided first
evidence that urinary excretion of LTE4 was increased in diabetic patients compared to
healthy control subjects. This result was in agreement with previous experimental studies
showing an increased urinary excretion of LTE, in streptozotocin-induced diabetic rats

131 In addition to the activation of the cyclooxygenase **° and the

compared to control rats
free radical pathways ~° previously reported, these data suggested that the 5-lipoxygenase
pathway was also activated in type 1 diabetes mellitus. These results were consistent with the
growing body of evidence suggesting the involvement of leukotrienes in cardiovascular
diseases. Indeed, an increased urinary excretion of LTE4 was previously reported in patients
with coronary artery disease *' and cardiac ischemia **. Moreover, recent human genetic
studies showed that polymorphisms in the 5-LO promoter and certain 5-LOX-activating
protein (FLAP) haplotypes have been linked to myocardial infarction or stroke risk *>**.

In addition, when patients were stratified according to their metabolic control, the urinary
excretion of LTE4 was significantly higher in patients with poor metabolic control compared
to that of healthy subjects. Interestingly, improved metabolic control was associated with a
significant reduction in 8-iso-prostaglandin F», and 11-dehydro-thromboxane B, excretion in
non-insulin-dependent diabetic patients ° suggesting, as the present study, that hyperglycemia
might activate arachidonic acid metabolism in oxidized lipids. Similarly, the urinary excretion
of LTE4 was lower in patients with good metabolic control that in patients with poor
metabolic control (present study) although the difference did not reached statistical

significance. In line with this observation, the urinary excretion of LTE4 was significantly

decreased in streptozotocin-induced diabetic rats treated with insulin "°.
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Consistent with these data, Natarajan et al. showed that hyperglycemic conditions increased
12-LOX activity and expression in cultured porcine aortic vascular smooth muscle cells *°.
Therefore, one could hypothesize that diabetic condition can lead to enhanced 5-LOX
expression and aggravate underlying inflammatory and vascular events. However urinary
levels of LTE4 were not correlated with HbA ¢, which reflected glycemia during the last three
months. Although no diurnal variation of LTE, urinary excretion was observed in healthy
subjects ' little is known about it synthesis kinetic. Therefore, a potential influence of glucose
excursions on short-term increase in LTE4 production cannot be ruled out in well-controlled
diabetes. This might account for the lack of correlation of LTE, excretion with HbA ¢ in our
study.

We previously reported in aorta from experimental models of diabetes mellitus "> and
hypertension **%’, as well as in human internal mammary artery > that angiotensin I
stimulated the release of CysLTs. With regards to the benefic effects of ACE inhibitor on
vascular morbidity and mortality beyond blood pressure reduction »°, the evaluation of ACE
inhibitor effect on LTE,4 urinary excretion was of particular interest. In the present study,
among the diabetic patients, the urinary excretion of LTE4 was similar between those treated
with ACE inhibitors and those not treated with ACE inhibitors. Although they were
preliminary and need to be confirmed, these data were not in favor with a benefic effect of
ACE inhibitors through inhibition of CysLT release.

In conclusion, the present study demonstrated that the urinary excretion of LTE, was
increased in type 1 diabetic patients. With regard to recent human genetic studies showing
that polymorphisms in the 5-LO promoter and 5-LOX-activating protein (FLAP) haplotypes

have been linked to cardiovascular disease susceptibility >

, our data suggested that urinary
LTE,4 could be an interesting non invasive biomarker candidate for the evaluation of

cardiovascular risk.
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Figure 1: Urinary excretion rates of LTE4 in 28 healthy subjects (C), 20 diabetic subjects with
good metabolic control (GMC) and 14 diabetic subjects with poor metabolic control (PMC).
*: P=0.031vs. C.

The line drawn through the middle of the boxes represents the median. The top and the
bottom of each box are the 75™ and the 25™ centiles respectively. The top and the botton of

each bar are the 90" and the 10" centiles respectively
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Table 1, Clinical characteristics of healthy subjects (C) and diabetic patients (D) with good

metabolic control (GMC) or poor metabolic control (PMC).

Healthy Diabetics subjects
. GMC PMC
subjects
Number 28 20 14

Median age, years (10"-90"
percentiles)

Sex (M/F)

Median body mass index, kg/m’

(10™-90™ percentiles)

Median diabetes duration, years

(10™-90™ percentiles)

Median HbA ¢, %, (10"-90"

percentiles)

Median fasting plasma glucose,

mmol/L (10™-90™ percentiles)

Median plasma creatinine, pmol/L

(10™-90™ percentiles)

Systolic BP, mm Hg (10™-90™

percentiles)

Diastolic BP, mm Hg (10™-90™
percentiles)

BP>140/90 (n)

Microvascular complications:

- Retinopathy (n (%))

- UAE > 20 pg/min (n)
Macrovascular complications (n):

ACE inhibitor (n ( %))

120.0 ( 105.5-139.5) 125.0 (110.0-130.0)

0
0
0

0

38.5 (23.0-59.4)

12/16

22.7 (18.9-26.5)

NA

NA

4.9 (4.13-5.49)

84.0 (68.1-98.6)

70.5 (61.0-84.5)

39.0 (23.5-62.5)  41.0 (20.9-57.5)

11/9 7/7

22.6 (19.9-29.5)  27.5(22.1-29.3)*

15.0 (6.5-42.0) 18.0 (3.6-29.3)

7.1 (5.9-7.5) 9.1 (8.1-10.1)F

80.5(69-102)  86.0 (59.8-107.4)

120.0 (99.2-140)

78.0 (65.0-83.8)  75.0 (63.0-87)

0 0
6 (30.0) 6 (42.8)
2 2
1 0
4 (20.0) 2 (14.3)

NA: not applicable; BP: blood pressure; UAE: urinary albumin excretion, n = number of

patients. The individual UAE values were 20 and 69 pg/min, and 30 and 247 pg/min for the

GMC and PMC subgroups respectively.
*: P=10.002 versus C and P = 0.045 versus DG; 1: P <0.0001 versus DG
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Publication n°4

Involvement of cysteinyl leukotrienes in angiotensin II-induced contraction in isolated
aortas from transgenic (mRen-2)27 rats.
Stanke-Labesque F, Hardy G, Vergnaud S, Devillier P, Peoc’h M, Randon J, Bricca G,
Caron F, Cracowski JL, Bessard G.

J Hypertens (2002). 20: 263-72.
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Comme nous I’avons rappelé dans les données de la littérature, I’Ang II est un acteur majeur
de la régulation de la pression artérielle, et est impliquée dans la pathogenese de
I’hypertension artérielle essentielle dans plusieurs modeles animaux ou chez I’homme. De
plus I’Ang II stimule la synthése d’eicosanoides en induisant une activation des
phospholipases et donc la libération d’acide arachidonique (Nasjletti, 1998). Ainsi, plusieurs
travaux suggeérent un role des dérivés des lipoxygénases dans les mécanismes de
I’hypertension artérielle induite par I’Ang II. La phénidone, inhibiteur non spécifique des
lipoxygénases, diminue I’effet presseur de I’Ang II in vivo et la contraction a I’Ang Il in vitro
sur artere fémorale de rat (Stern et al., 1989). De plus, les travaux menés au sein du
laboratoire sur le modele des rats hypertendus SHR indiquent que chez les rats SHR et pas
chez les rats Controle : 1/ les CysLTs contribuent aux effets vasoconstricteurs de 1’Ang 11 et
2/ que I’ Ang II induit la synthése de CysLTs par les aortes (Stanke-Labesque et al., 2001).

Dans la poursuite de ces travaux, I’étude n°4 s’est intéressée au role des LTs dans la
modulation du tonus vasculaire sur un mode¢le d’hypertension artérielle dépendante de I’ Ang

I1, le rat transgénique (mRen-2)27.

Les résultats de cette étude montrent que le pré-traitement des aortes par un inhibiteur sélectif
de la 5-LOX, le AA861, ou par un antagoniste des récepteurs CysLT;, le MK571, réduit
significativement la contraction a I’Ang II chez les rats transgéniques (TG) uniquement. Ces
observations mettent en évidence pour la premiére fois la contribution des CysLTs dans les
effets vasoconstricteurs de I’Ang II chez les rats TG présentant une hypertension dépendante
de I’Ang I, et pas chez les rats Contrdles normotendus.

De plus, I’Ang II induit une augmentation de la synthése de CysLTs par les aortes des rats

TG. Cet effet est bloqué par le losartan. Ces résultats suggérent que 1’ Ang II induit la synthése
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de CysLTs via la stimulation des récepteurs AT, et sont en accord avec ceux précédement
publiées dans le laboratoire(Stanke-Labesque et al., 2001).

Le marquage immunohistochimique de coupes d’aortes localise la 5-LOX au niveau de la
média, et la protéine 5-LOX est identifiée par western blot sur les aortes des rats TG et des
rats Controle. Le niveau d’expression de la 5-LOX semble identique entre les deux groupes de
rats, suggérant que 1’augmentation de la production de CysLTs chez les rats TG n’est pas du a
une augmentation de I’expression de la 5-LOX mais plutét a une modification de la
transduction du signal dans les effets vasculaires de I’ Ang II.

Enfin, sur les aortes précontractées a la phénylephrine des rats TG, le LTC4 et le LTD4
induisent une réaction biphasique : une relaxation aux faibles concentrations puis une
contraction a la plus forte concentration (0,1 pM). Cette contraction, qui n’était pas observée
chez les rats Contrdle, était inhibée par le MK571. Ces résultats sont en faveur d’une

augmentation de la sensibilité des aortes des rats TG aux effets vasoconstricteurs des CysLTs.
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Publication n°5

Inhibition of leukotriene synthesis with MK-886 prevents a rise in blood pressure and
reduces noradrenaline-evoked contraction in L-NAME-treated rats.
Stanke-Labesque F, Hardy G, Caron F, Cracowski JL, Bessard G.

Br J Pharmacol (2003). 140: 186-94.
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La publication n°5 est la deuxieéme étude consacrée a I’hypertension artérielle dans cette
thése. Comme les travaux précédents 1’ont montré, les CysLTs ne semblent impliqués dans
les effets vasoconstricteurs de I’Ang II que dans un contexte pathologique tel que
I’hypertension artérielle monogénique (publication n°4) ou multigénique (Stanke-Labesque et
al.,2001) ou le diabete (publication n°1 et n°2).

Il était cependant intéressant d’étudier le role potentiel des CysLTs dans la modulation d’un
autre médiateur vasoactif important dans la pathogenése de 1’hypertension, la noradrénaline.
Nous avons choisi pour cela le modéle du rat L-NAME, pour lequel la voie adrénergique joue
un role important dans 1’augmentation de la pression artérielle et pour lequel il existe une
inflammation vasculaire importante. De plus, une étude sur 1’artére de la queue de rat montre
que la noradrénaline stimule le métabolisme de 1’acide arachidonique via 1’activation des
cPLA2 des CML (LaBelle ef al., 1998).

Nous avons donc souhaité étudier le role des LTs in vivo dans la régulation de la pression

artérielle et in vitro dans les effets vasoconstricteurs de la noradrénaline .

La publication n°5 montre pour la premicre fois que I’inhibition de la voie de la 5-LOX, par
administration orale d’un inhibiteur de la FLAP, a eu pour conséquence de prévenir
I’hypertension artérielle induite par le L-NAME. Ces résultats suggérent chez les rats L-
NAME un réle des dérivés de la 5-LOX dans la régulation de la pression artérielle.

De plus, le prétraitement des aortes par le MK-886, le MK571 ou le BAY-u9773, diminue la
contraction a la noradrénaline uniquement des aortes avec endothélium des rats L-NAME, et
pas des autres groupes de rats. Ces résultats suggérent le role de récepteurs CysLT; et CysLT,
localisés au niveau endothélial. Il semble donc que les CysLTs soient impliqués dans les

effets vasoconstricteurs de la noradrénaline sur ce modele d’hypertension artérielle.
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Enfin, la noradrénaline induit chez les rats L-NAME une augmentation du relargage des
CysLTs par les aortes avec endothélium, via la stimulation de récepteurs o adrénergiques
endothéliaux. Ces résultats sont a nouveau en faveur de la contribution des CysLTs dans la

contraction a la noradrénaline des aortes avec endothélium.

L’ensemble de ces observations suggere que les CysLTs interviennent également dans les
effets vasoconstricteurs de la noradrénaline et confirme le role des LTs dans la pathogenése
de D’hypertension artérielle essentielle. Ces données renforcent I’intérét potentiel de

I’inhibition de la voie de la 5-LOX dans de traitement de cette pathologie.
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Parmi les études présentées dans cette theése, 4 ont été réalisées sur des modeles animaux.
Comme évoqué précédemment, ces modeles permettent d’étudier en détail des mécanismes
pharmacologiques dans des contextes pathologiques, mais il n’en demeure pas moins que
I’extrapolation a I’homme, entre especes ou entre souches de rats par exemple, peut s’avérer
délicate. Une étude clinique a été réalisée et a permis de transposer chez ’homme certains

résultats observés chez 1’animal.

I. Réle des cystéinyl leucotrienes dans les effets vasoconstricteurs de

I’angiotensine 11

L’étude de la modulation des effets vasculaires de 1’Ang II par les CysLTs a été réalisée sur
aorte de rats diabétiques (étude n°1), et sur aorte de rats TG hypertendus (étude n° 4). Ces
deux études indiquent que les CysLTs participent a la contraction a I’Ang II sur aortes de rats
malades mais pas chez les rats Controle.

Nous avons choisi d’étudier la contraction a I’Ang II chez le rat streptozotocine au vu des
données de la littérature qui suggerent que 1’Ang II est impliquée dans la pathogenese des
complications cardiovasculaires du diabéte (Drury et al, 1984; Cooper, 2004). Il était
¢galement intéressant de confronter ce modele de diabéte insulino-déficient avec un modele
de pré-diabete, le rat Fructose.

De plus, les précédentes études menées au sein du laboratoire ont mis en évidence le rdle des
dérivés de la 5-LOX dans la contraction a I’Ang II sur aortes de rats SHR (Stanke-Labesque
et al., 2001) et sur artéres mammaires internes humaines provenant de patients opérés pour un
pontage aorto-coronarien (Stanke-Labesque et al., 2000). Le modele du rat TG (mRen-2)27

est un modele d’hypertension artérielle essentielle qui présente la particularité d’avoir une
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hyperexpression tissulaire de 1’Ang II. Il était donc également intéressant d’y étudier le rdle

des CysLTs dans la contraction a I’ Ang II.

Les résultats des études n°l et n°4 sont en accord avec les travaux antérieurs et confirment
I’implication des dérivés de la 5-LOX dans la modulation de la contraction a I’Ang II sur les
aortes des rats malades mais pas chez les rats Controle. Chez les rats diabétiques, le role des
dérivés de la 5-LOX semble endothélium-indépendant puisque le AA861 diminue la
contraction a 1’Ang II aussi bien sur les aortes intactes que sans endothélium. Ni un
antagoniste des récepteurs CysLT; (le MK571), ni un antagoniste mixte CysLT;-CysLT, (le
BAY-u9773) n’ont modifié la contraction a I’Ang II sur les aortes avec et sans endothélium
des rats streptozotocine, suggérant le role d’un récepteur non-CysLT; et non-CysLT; dont la
localisation est encore inconnue. L’hypothése de I’existence d’un récepteur aux CysLTs autre
que les CysLT; et CysLT, actuellement clonés a également été proposée a la suite d’autres
¢tudes fonctionnelles (Norel et al., 2004). En revanche, 1’effet des CysLTs semble médi¢ via
les récepteurs CysLT; chez les rats TG. Chez les rats SHR, le role des CysLTs dans la
contraction a 1I’Ang II était, de méme, médié via les récepteur CysLT; endothéliaux (Stanke-

Labesque et al., 2001).

De méme que sur les aortes des rats SHR (Stanke-Labesque et al., 2001), I’ Ang II induit une
augmentation de la production de CysLTs par les aortes des rats diabétiques indépendamment
de la présence d’endothélium. Cet effet semble médié via la stimulation des récepteurs AT, de
I’Ang 1II car il est inhibé par un antagoniste des récepteurs AT, le losartan, et pas par le
PD123319, un antagoniste des récepteurs AT,. Chez les rats TG, 1’Ang II induisait également

la synthése de CysLTs par les aortes via la stimulation de récepteurs AT;.
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Les CysLTs semblent donc n’étre impliqués dans les effets vasculaires de I’Ang II sur aorte
isolée que dans un contexte pathologique tel que le diabéte (étude n°l) et I’hypertension
artérielle (Stanke-Labesque et al., 2001), (étude n°4). L’activation de la voie de la 5-LOX
dans ces circonstances pathologiques pourrait contribuer aux processus inflammatoires sous-
jacents au niveau vasculaire ainsi qu’au développement de Iésions d’athérosclérose chez

I’homme, comme nous 1’avons évoqué précédemment (Mehrabian et al., 2003).

Dans 1’étude n°1, un groupe de rats diabétiques était traité par une injection sous-cutanée
journaliere d’insuline durant 21 jours. Ce traitement a permis de corriger certaines
caractéristiques biologiques du diabéte (perte de poids, polyurie, hyperglycémie, glycosurie),
mais a eu également une incidence sur la réactivité vasculaire de ces animaux. En effet, la
contraction a I’Ang II des aortes avec endothélium des rats traités par insuline était
significativement diminuée par rapport aux rats Contréle. L hypothése proposée est un role
inhibiteur de I’insuline sur la contraction a 1I’Ang II via une augmentation de 1’expression de
la NO synthase endothéliale (Kuboki et al., 2000). De plus, I’inhibition de la voie de la 5-
LOX ne modifiait pas la contraction a I’Ang II, et la stimulation des aortes par 1’Ang II
n’induisait pas le relargage de CysLTs, suggérant que I’insuline inhiberait la production de
CysLTs induite par I’Ang II dans ce modéle de diabéte. Cet effet de I’insuline interviendrait
via D’activation de la voie des tyrosines kinases et 1’inhibition du relargage de calcium

intracellulaire par I’Ang II (Touyz et al., 1996).

Un modele de pré-diabéte avec insulino-résistance et hyper-insulinémie, le rat fructose (Faure
et al., 1999), était également étudié dans la publication n°1. Les CysLTs ne semblent pas
impliqués dans la contraction a I’Ang II dans ce modele, et I’Ang II n’a pas induit

d’augmentation de la production de CysLTs au niveau aortique. Ces résultats sont en accord
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avec |’effet inhibiteur de 1’insuline évoqué précédemment. Il semble donc que les modeles du
rat streptozotocine et du rat Fructose ne posseédent pas les mémes voies de transduction du

signal en ce qui concerne I’implication des LTs.

I1. Role des cystéinyl leucotrienes dans les effets vasoconstricteurs de la

noradrénaline

Le role modulateur des LTs dans la contraction de I’aorte a la noradrénaline a été étudié chez
le rat streptozotocine (publication n°l) et chez le rat L-NAME (publication n°5). Les résultats
de ces travaux indiquent que les CysLTs contribuent également aux effets vasoconstricteurs

de la noradrénaline chez les rats diabétiques et chez les rats hypertendus.

En effet, 'inhibition sélective de la voie de la 5-LOX par le AA861 diminue la contraction a
la noradrénaline des aortes intactes, a la fois chez les rats L-NAME (étude n°5) et chez les rats
streptozotocine (étude n°1) mais pas chez les rats Contrdle. Cet effet modulateur des LTs
interviendrait via des récepteurs CysLT, et CysLT, endothéliaux chez les rats L-NAME.
L’implication des CysLTs a été confirmée dans 1’étude n°5 par I’augmentation du relargage
de CysLTs par les anneaux aortiques avec endothélium des rats L-NAME apres stimulation
par la noradrénaline. Ce résultat suggere la stimulation de récepteurs o adrénergiques
endothéliaux par la noradrénaline.

De plus, les résultats de I’étude n°5 montrent pour la premicre fois que le blocage de la FLAP
par le MK-886 prévient la hausse de la pression artérielle, et suggérent donc un role des
dérivés de la 5-LOX dans la régulation de la pression artérielle chez les rats L-NAME et pas

chez les rats Controle. En accord avec ce résultat, I’inhibition non spécifique des
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lipoxygénases par la phénidone réduisait la pression artérielle des rats SHR (Stern et al.,
1993).

Il semble donc que le role modulateur des LTs ne soit pas spécifique de la contraction de
I’aorte a 1I’Ang II mais intervienne également dans les effets vasoconstricteurs de la
noradrénaline. L ensemble de ces observations est en faveur de I’implication des LTs dans la
pathogenése de 1’hypertension artérielle essentielle et des complications cardiovasculaires du

diabéte par I’intermédiaire de deux médiateurs vasoactifs tels que I’ Ang II et la noradrénaline.
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III. Effets des cystéinyl leucotriénes sur le tonus de base et sur aorte pré-

contractée

L’effet des CysLTs sur le tonus de base des aortes ainsi qu’aprés contraction par la
phénylephrine a été étudié chez les rats streptozotocine (publication n°l et 2), les rats TG
(publication °4) et les rats L-NAME (publication n°5).

Comme résumé dans le tableau 7, le LTC4 et le LTD4 ont peu ou pas d’effet sur le tonus de
base des rats Controle. Il en est de méme pour le LTE4. En revanche le LTC4 et le LTD4

induisent une contraction des aortes des rats streptozotocine et des rats L-NAME.

LTC, LTD4
Rat streptozotocine Contraction (0,1 uM) Contraction (0,1 uM)
Rat Contrdle wistar Pas ou peu d’effet Pas ou peu d’effet
Rat transgénique Pas d’effet Pas d’effet
Rat Contréle SD Pas d’effet Pas d’effet
Rat L-NAME Pas d’effet Contraction (0,1 uM)
Rat Controle wistar Méthocel Pas d’effet Pas d’effet

Tableau 7 : Effet des leucotriénes Cy4 et D4 sur le tonus de base d’aortes de rat.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Roth et al. (Roth et al., 1984) qui montraient
une augmentation de la réponse vasopressive au LTC, et au LTD4 des coronaires de rats
diabétiques alloxane par rapport aux rats Contrdle, et avec les travaux de Stanke-Labesque et
al. (Stanke-Labesque et al., 2001) qui décrivait une contraction au LTD,4 des aortes des rats
SHR et pas des rats normotendus. Chez I’homme, le LTC, et le LTD4 contractent les arteres
coronaires présentant de 1’athérosclérose mais n’ont pas d’effet sur des artéres n’en possédant

pas (Allen et al., 1998).
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Sur les aortes précontractées par la phénylephrine, le LTE4 n’induit pas d’effet. En revanche
le LTC, et le LTDy4 induisent soit une relaxation concentration dépendante, soit une relaxation

suivie d’une contraction a 0,1 uM. Les effets sont résumés dans le tableau 8.

LTC4 LTD4

Rat streptozotocine Relaxation (10 pM-10 nM) Relaxation (10 pM-10 nM)
Contraction (0,1 uM) Contraction (0,1 uM) *

Rat Contrdle wistar Relaxation (10 pM-0,1 uM) Relaxation (10 pM-10 nM)

Contraction (0,1 uM)

Rat transgénique Relaxation (10 pM-10 nM) Relaxation (10 pM-10 nM) F
Contraction (0,1 pM) inhibée par Contraction (0,1 uM) inhibée par
le MK571 le MK571

Rat Contrdle SD Relaxation (10 pM-0,1 uM) Relaxation (10 pM-0,1 uM)

Pas d’effet du MK571 Pas d’effet du MK571
Rat L-NAME Non déterminé Relaxation (10 pM-10 nM) F
Contraction (0,1 uM) * inhibée
par le MK571
Rat Controle wistar Non déterminé Relaxation (10 pM-10 nM
Méthocel Contraction (0,1 uM)

Tableau 8 : Effets des leucotriénes C4 et D4 sur les aortes intactes précontractées par la
phénylephrine. *: significativement augmentée par rapport au groupe Controle

correspondant. T : significativement diminuée par rapport au groupe Contrdle correspondant.

Ces résultats sont & nouveau en accord avec ceux rapportés notamment par Walch et al.
(Walch et al., 2000) concernant un effet biphasique des CysLTs sur certaines préparations
vasculaires. Ils indiquent, de plus, que chez les rats malades, la sensibilité des aortes aux
CysLTs est augmentée par rapport aux rats Contrdle correspondants. Ce phénomene se traduit

soit par une relaxation moindre, soit par une contraction augmentée a 0,1 uM.
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Chez les rats TG, la relaxation moindre des aortes en réponse au LTC4 et au LTD4 peut étre
expliquée par la dysfonction endothéliale décrite dans ce modele d’hypertension. En effet, la
relaxation au LTC4 et LTDy4 (Secrest et al., 1985) est médiée par le NO. De plus, un
antagoniste des récepteurs CysLT; inhibe la contraction au LTCy4 et au LTD4, confimant le
role des récepteurs CysLT; dans les effets vasoconstricteurs de ces LTs. Des études
supplémentaires seraient nécessaires pour explorer la localisation des récepteurs CysLT,; dans
ce modele d’hypertension.

Chez les rats L-NAME, la relaxation moindre des aortes en réponse au LTD4 peut étre
expliquée similairement par 1’inhibition de la synthése du NO induite par le traitement des
animaux par le L-NAME. L’inhibition de la contraction au LTD4 par le MK571 confirme

¢galement le role des récepteurs CysLT; dans la contraction médiée par le LTDy.

Ces résultats sont en faveur de 1’activation de la voie de la 5-LOX au niveau de ’aorte dans
ces modeles de diabéte et d’hypertension et donc probablement plus généralement en faveur

de I’implication des LTs dans la modulation du tonus vasculaire en situation pathologique.

IV. Localisation et mécanismes d’activation de la 5-lipoxygénase

Nous avons souhaité chez les rats diabétiques (¢tude n°2) et chez les rats TG hypertendus
(étude n° 4) explorer la localisation de la 5-LOX au niveau de ’aorte et les mécanismes
possibles de I’activation de la 5-LOX. En effet, bien que certaines études aient montré la
capacité de CML de lapin mises en culture a produire des dérivés de la 5-LOX (Larrue et al.,
1983), et la présence de la 5-LOX dans des aortes de rat (Luchtefeld et al., 2003), la présence

de la 5-LOX au niveau vasculaire restait trés contestée.
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Les résultats des études n°2 et n°4 montrent :

1/ la présence de la protéine 5-LOX mise en évidence par western blot au niveau des
aortes des rats malades comme des rats Controle,

2/ la présence de I’ARN messager de la 5-LOX mis en évidence par RT-PCR dans
I’aorte des rats diabétiques et des rats Controle ,

3/ la présence de la 5-LOX par immunohistochimie dans la média des aortes des rats
TG, des rats diabétiques et des rats Contrdle, ainsi que I’absence de marquage des cellules
endothéliales et de monocytes/macrophages infiltrés,

4/ la capacité pour les aortes de tous les groupes de rats a synthétiser des CysLTs en
réponse a I’acide arachidonique et au ionophore calcique, ainsi qu’apres stimulation par I’Ang

II et 4 la noradrénaline chez les rats malades.

L’ensemble de ces données permet de confirmer la présence de la 5-LOX au niveau de 1’aorte
et plus précisément au niveau des CML. Cependant, 1’évaluation semi-quantitative lors de
I’identification de la 5-LOX par western blot montre I’absence de différence entre les rats
diabétiques ou hypertendus et leurs controles respectifs. En effet, 1’augmentation de la
production de LTs n’est pas forcement associée a une modification de 1’expression de la 5-
LOX, mais peut étre le fait par exemple de la translocation de la 5-LOX du cytosol vers le
noyau et vers la membrane nucléaire (Peters-Golden et al., 2000). Seul le contenu en 5-LOX
du cytosol a été étudié dans les publications n°2 et n°4, et il est donc possible que ce ne soit
pas le meilleur reflet du niveau d’activation ou d’expression de la 5-LOX. Une étude plus
détaillée de chaque fraction subcellulaire (noyau, membrane nucléaire, cytosol) semble donc
nécessaire pour apprécier 1’état d’activation de la 5-LOX en situation pathologique.

Cependant, la capacité des aortes a produire des CysLTs en réponse a 1’acide arachidonique et

au ionophore calcique semble équivalente entre les rats streptozotocine et les rats Controle
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(publication n°2). Il est donc possible que 1’activité intrinseéque de la 5-LOX soit équivalente
chez les rats malades et chez les rats Contréle mais que chez les rats malades la production de
CysLTs puisse étre stimulée par des médiateurs vasoactifs tels que I’Ang II et la

noradrénaline.

Il apparait de ce fait que I’activation de la voie de la 5-LOX observée dans les conditions
pathologiques ne soit pas liée a une augmentation de I’expression cytosolique de la protéine,
ni a une augmentation de ’activité intrinséque de 1’enzyme, mais plutot a une augmentation
de la sensibilité des aortes aux effets vasoconstricteurs du LTCy4 et du LTD4, ainsi qu’a une
modification des mécanismes de transduction des effets vasculaires de 1’Ang II et de la

noradrénaline, faisant intervenir les CysLTs en situation pathologique.

V. Production systémique de cystéinyl leucotrienes

Le LTE4 étant un métabolite stable urinaire de la voie de la 5-LOX, sa quantification au
niveau urinaire permet d’évaluer la production systémique de CysLTs. De nombreux travaux
ont utilis¢é ce dosage comme reflet de la production in vivo de CysLTs notamment dans
I’asthme spontané ou provoqué (Kumlin, 2000).

L’augmentation de la production urinaire de LTE4 observée chez les rats streptozotocine
(publication n°l) a ¢été¢ confirmée par la suite par Vadivielso et al. chez des rats
streptozotocine (Valdivielso et al., 2003), et chez des patients diabétiques de type 1 (étude
n°3). Ces résultats sont en accord avec une activation de la voie de la 5-LOX évoquée
précédemment au vu des résultats des études fonctionnelles.

Une augmentation de I’excrétion urinaire de LTE, a également été mise en évidence chez des

patients présentant une ischémie myocardique (Carry et al., 1992) ou atteints d’athérosclérose
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au niveau des coronaires (Allen et al., 1993), confirmant une activation de la voie de la 5-

LOX dans les pathologies cardiovasculaires.

Lorsque I’on s’intéresse a I’effet de 1’équilibre glycémique sur I’excrétion urinaire de LTE,, il
semblerait qu’un bon équilibre glycémique soit associ¢ a une diminution de 1’excrétion
urinaire de LTE,4, bien qu’il n’y ait pas de différence significative entre les deux groupes de
patients diabétiques. Cette observation rejoint dans une certaine mesure 1’effet inhibiteur de
I’insuline sur I’excrétion urinaire de LTE4 et sur la production de CysLTs mis en évidence
chez les rats streptozotocine (publication n°1).

I1 serait par exemple intéressant d’explorer plus en détail la localisation subcellulaire de la 5-
LOX dans les polynucléaires neutrophiles circulant de sujets diabétiques, pour déterminer
dans quelle mesure ils seraient ¢galement impliqués dans 1’activation systémique de la voie de
la 5-LOX.

Les résultats de I’étude n°3 suggérent que la mesure du LTE,4 urinaire pourrait étre le reflet
d’une activation systémique de la 5-LOX, en lien avec un processus inflammatoire
pathologique, partie prenante dans le développement de pathologies cardiovasculaires. Il
serait donc intéressant par la suite de corréler I’excrétion urinaire de LTE4 a la sévérité de
I’atteinte cardiovasculaire des patients pour évaluer I’intérét de ce paramétre comme bio-

marqueur du risque cardiovasculaire.
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Des découvertes récentes dans le domaine de la pharmacologie et de la génétique ont
fait évoluer les connaissances a propos du réle des leucotrienes dans les pathologies
cardiovasculaires. Nous avons mis en évidence dans cette these :

1/ une localisation vasculaire de la 5-LOX chez les rats,

2/ des effets intrinséques vasoconstricteurs des CysLTs sur les aortes des rats
diabétiques ou hypertendus, suggérant une augmentation de la sensibilité des aortes aux effets
vasoconstricteurs dans ces conditions pathologiques,

3/ la modulation de la contraction a I’Ang II et a la noradrénaline par les CysLTs sur les
aortes des rats malades, suggérant une voie de transduction du signal cellulaire de ces
médiateurs différente chez ces rats,

4/ la stimulation de la synthése de CysLTs par les aortes en réponse a I’Ang II ou la
noradrénaline chez les rats malades, confirmant I’implication des dérivés de la 5-LOX dans
les effets vasculaires de ces médiateurs dans ces modeles de diabéte et d’hypertension
artérielle essentielle,

5/ un role des CysLTs dans la modulation de la pression artérielle sur un modele
d’hypertension artérielle,

6/ une augmentation de I’excrétion urinaire du leucotriéne E4 chez des rats diabétiques
mais également chez des patients diabétiques de type 1, confirmant une activation systémique
de la voie de la 5-LOX.

Au vu de ces résultats et des données de la littérature, il apparait que les leucotriénes
sont impliqués dans la pathogenése des complications cardiovasculaires en raison de leurs
propriétés vasculaires mais aussi du fait de 1’activation de leur voie de synthése dans des
contextes pathologiques. L’utilisation a but thérapeutique d’inhibiteurs de la voie de la 5-
lipoxygénase sera 1’étape suivante dans I’exploration des mécanismes reliant les leucotriénes

et les pathologies cardiovasculaires.
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Résumé

Les leucotrienes sont les métabolites de 1’acide arachidonique formés via la voie de la 5-
lipoxygénase. De par leurs propriétés pro-inflammatoires, vasoconstrictrices, chimiotactiques
et prolifératives, ils sont impliqués en physiopathologie cardiovasculaire. Nous avons, dans
cette thése, mis en ¢évidence la contribution des cystéinyl leucotrienes aux effets
vasoconstricteurs de I’angiotensine II et de la noradrénaline sur I’aorte de plusieurs modeles
de diabéte et d’hypertension artérielle essentielle chez le rat. De plus, la 5-lipoxygenase a été
localisée au niveau vasculaire. Enfin, nous avons constaté une activation de la voie de
synthése des leucotriénes dans ces conditions pathologiques, qui a été confirmée chez des
patients diabétiques de type 1. L’ensemble de ces données suggere ’interét potentiel de
I’inhibition de la voie de la 5-lipoxygénase dans la prise en charge des pathologies
cardiovasculaires.

Mots clés : leucotriénes, diabéte, hypertension artérielle, aorte, rat

Abstract

Leukotrienes are bioactive metabolites of arachidonic acid formed through the 5-lipoxygenase
pathway. With regard to their potent proinflammatory, vasoactive, chemotactic and growth
properties, they have been involved in the pathogenesis of cardiovascular diseases. In this
work, we have shown that cysteinyl leukotrienes are involved in the contractile response to
angiotensin II and noradrenaline in aorta from various rat models of diabetes and
hypertension. Moreover, we confirmed 5-lipoxygenase location in the vessel. We observed an
activation of the 5-lipoxygenase pathway that was confirmed in type 1 diabetic patients. Our
data suggest the potential interest of pharmacological blocade of the 5-lipoxygenase pathway
in cardiovascular diseases.

Key words: leukotrienes, diabetes, hypertension, aorta, rat
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