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1.LE SYSTEME RENINE - ANGIOTENSINE
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1.1.INTRODUCTION

Durant les vingt dernieres années, le systéme eeamgiotensine (SRA) a fait 'objet
de nombreuses études tant clinigues que fondaresntizins le domaine cardiovasculaire.
Impliqué dans de nombreuses régulations, il jouer@dle majeur dans celle du tonus
vasculaire. Le SRA apparait comme un systeme aintlwdvec trois composants : la rénine
sécrétée par le rein, I'angiotensinogene par &edbi'enzyme de conversion de I'angiotensine
(ECA) par le poumon, permettant la synthése d'aegsine Il, élément actif du systeme dont
les effets sont médiés principalement par les técep AT.. La découverte d'un SRA
tissulaire ainsi que la compréhension de son r@etral dans la physiopathologie de
I'athérogenese et des remodelages vasculaireonstitaé une avancée considérable (Dzau
VJ et coll., 2002). Plus récemment, des recherfdretamentales ont mis en évidence qu'une
partie ou la totalité des éléments du SRA peuvémet grésents dans de nombreux tissus.
L'enzyme de conversion est retrouvée a la surfasecdllules endothéliales des vaisseaux et
la rénine peut étre séquestrée dans la paroi \@aszuPlusieurs tissus expriment les ARN
messagers de la rénine, de l'angiotensinogéne kgndgme de conversion : le cerveau, les
vaisseaux, les reins, le cceur. Ces constatatiomseso faveur de SRA complets dans un
méme organe. Ainsi, il a été mis en évidence kerie d'un SRA spécifique cérébral
(Culman J et coll.,, 2001) qui ressemble au SRApbérique. Il participe a la régulation
centrale de la pression artérielle. Il completetiten périphérique vasoconstrictrice du SRA
circulant. Comme le SRA périphérique, il est imp#odans la physiopathologie de maladies

cardiovasculaires (HTA, athérosclérose) et de leansplications cérébrales.

L'activation chronique du SRA est a lorigine de mhoeuses pathologies
cardiovasculaires. Des essais cliniques pertinapgt démontré que le blocage du SRA
diminue la morbidité et la mortalité de I'hypertiens artérielle (HTA), de linfarctus du
myocarde, de l'insuffisance cardiaque, des contpits de I'athérosclérose (coronaropathies,
néphropathies) ainsi que celles du diabéete, pagfedcsouvent intriquées, il a été admis que
la meilleure stratégie pour la prévention des makadardiovasculaires était l'inhibition du
SRA (Zaman MA et coll., 2002). L'utilisation d'ifthieurs de I'enzyme de conversion de

I'angiotensine (IEC) ou d'antagonistes des récep®l; de I'angiotensine Il (AA Il) semble
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appropriée pour traiter les pathologies cardiovias®ms impliquant le SRA et prévenir les
complications attendues.

Ce systeme intervient aussi sur des fonctions ca#le comme la mémoire ou
l'apprentissage, ce qui permet d'envisager de moxveEaitements pour prévenir les méfaits

dus a I'dge comme les troubles cognitifs.
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1.2.LE SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE : UN SYSTEME

COMPLEXE

La rénine a été découverte par Tigerstedt et Bangemal898 comme une substance
pressive dans le cortex rénal (Tigerstedt R etBargPG, 1898). En 1934, Goldblatt et coll.
ont montré que la diminution du flux sanguin dames lrteres rénales provoque une
augmentation prolongée de la pression artériel@di@att H et coll., 1934). Il est maintenant
déemontré que cette hypertension ischémie-dépendssitadue a la synthése d'un agent
presseur, l'angiotensine I, a partir d'une chailee réactions enzymatiques complexes

impliquant la rénine (Fasciolo JC, 1990).

L'angiotensine Il apparait comme l'effecteur pegtid central du SRA, dont le role
physiologique dans les régulations de I'homéosthgdrosodée, la fonction rénale et la
pression artérielle est bien démontré. En réponsee chute de pression sanguine, la
génération par réaction enzymatiqgue dans la ciionlad'angiotensine |IlI, peptide
vasoconstricteur, entraine une augmentation deistaBses peériphériques ainsi qu'une
augmentation de la réabsorption du sodium direatetepar l'intermédiaire de l'aldostérone
dont elle stimule la sécrétion par le cortex sualiém, ce qui a pour effet de restaurer la
pression artérielle. L'angiotensine Il provoque sause vasoconstriction par stimulation
centrale du systeme sympathique et libération dadnénaline, ce qui renforce encore l'effet

immeédiat sur les artériolg¢Eigure 1).
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Figure 1 : Mise en jeu de lI'angiotensine Il lors dine chute de la pression

artérielle

Il a été montré que l'angiotensine Il, en plus éguter la pression artérielle, a des
fonctions autocrine et paracrine dans de nombreganes et tissus ou elle est localement
générée (cceur, rein, cerveau) (Dzau VJ, 1984).gldtensine Il stimule I'expression de
molécules d'adhésion aux leucocytes, de cytokin#ammatoires et augmente le stress
oxydant, lui-méme responsable du déséquilibre dalance endothéliale entre le monoxyde
d'azote (NO) et les radicaux libres. Inversemess, dellules inflammatoires générent des
enzymes telles que I'ECA, favorisant une augmemtate la production locale d'angiotensine
Il dans la paroi vasculaire, instituant un vérieabercle vicieux. L'angiotensine Il agit aussi
comme un facteur de croissance pour les cellulescutaires lisses vasculaires et elle induit
la néoangiogenése. La perfusion d’angiotensine dles souris Apo E - / - entraine une
augmentation de I'athérosclérose (Babamusta Fliet 2005), (Iwai M et coll., 2005). Chez
ces mémes souris, I'induction d’une HTA rénovascal§2 kidneys — 1 clip) entraine une

hyperréactivité a la norépinéphrine et diminueelaxation endothélium dépendante (Arruda
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RM et coll., 2005). L'ensemble de ces propriétésinalement contribuer a la formation, au
développement et a la rupture des plaques d'ateéddamgiotensine Il est donc un médiateur
essentiel dans les mécanismes physiopathologiquedéfutent avec un dysfonctionnement
endothélial et peuvent éventuellement aller justpi'gupture d'une plague et la thrombose
(Dzau VJ, 2001), (Dzau VJ et coll., 2002). Il amdadonc que la thérapeutique idéale revient
a réduire la synthése de I'angiotensine Il ou gu#o les voies de signalisation mises en jeu
par la stimulation des récepteurs /ARAInsi il est possible de s'opposer aux meécanismes
inflammatoires des complications de l'athérosckrainsi qu'au remodelage vasculaire
permettant d'obtenir un effet protecteur suppléaiemtau dela de la baisse de la pression

artérielle.

1.2.1. Métabolisme des angiotensines, peptides dmaax

1.2.1.1. L'angiotensinogene

L'angiotensinogéne, une glycoprotéine, est le pedturseur protéique de la famille
de ces peptides : angiotensines |, Il, Ill, IV egi@tensine-(1-7). L'angiotensinogéne circulant
provient essentiellement des hépatocytes, maie pethormone est aussi synthétisée dans le
cerveau, le cceur, les vaisseaux, les reins etdgmw@ytes. Dans la circulation, la voie
enzymatique principale utilise la rénine qui lensfmrme en un décapeptide, I'angiotensine |
(Figure 2). La sécrétion de rénine qui est la premiere étapeédulation du SRA est un

processus endocrine (Ardaillou R et Michel JB, 1999
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Amp A

Angiotensinogéne

lRénine

!

Angiotensine | (1-10)

Asp-Arg-VaI-Tyr-IIe-His-Pro-Phe-His-

Des-Aspl-Angiotensine |

ECA

Angiotensine I
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

PEP
ECA2

\d

Angiotensine lll  (2-8) [——»
Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

Amp N

(1-8)

Anglotensme (1-7)
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro

ECA
D-

Angiotensine IV (3-8)

Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

AMB

Cbp

Angiotensine-(1-5)
Asp-Arg-Val-Tyr-lle

\d

Angiotensine-(3-7)
Val-Tyr-lle-His-Pro

Figure 2 : Schéma simplifié du métabolisme des armajensines
(d'apres Santos RA et coll., 2000)

ECA, enzyme de conversion de I'angiotensine ; Aampinopeptidases ; Amp A,

aminopeptidase A ; Amp N, aminopeptidase neutréAnip, dipeptidylaminopeptidase I-111 ;

Cbp, carboxypeptidases ; EPN, endopeptidase n24ttd (néprylisine) ; ECA2,

prolylcarboxypeptidase, homologue de 'ECA ; PE®)yendopeptidase.

[ 1 Peptides ayant une activité biologique.
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1.2.1.2. Les angiotensines Il et llI

L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA)uest métalloprotéine a zinc : la
dipeptidylcarboxypeptidase, ubiquitaire, qui tramsfe I'angiotensine | (décapeptide inactif)
en angiotensine Il (décapeptide physiologiqguemetif) apuissant vasoconstricteur, mais a
durée de vie bréve,ft = 90 secondes). L'ECA n'est pas spécifique eé aliv certain nombre
d'autres peptides comme la bradykinine, agent viasaikur qu'elle inactive. L'ECA est
bloguée par les inhibiteurs de I'enzyme de conwergiEC). L'aminopeptidase de type A
produit l'angiotensine 1ll a partir de l'angioteresill en détachant l'acide aspartique et
I'aminopeptidase de type N clive I'angiotensineshlangiotensine IV (Zini S et coll., 1996),
(Figure 2).L'angiotensine lll se fixe aux récepteurs de farggsine Il avec la méme affinité
que cette derniére et donne les mémes effets.rB&aahzymes comme la cathepsine ou les
chymases produites dans certains organes (foier),comumstituent des voies paralleles de

synthese de I'angiotensingHigure 3).
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Figure 3 : Voies de synthese et effets physiopatlegiques de I'angiotensine Il dus

a la stimulation de ses récepteurs Afet AT, ; sites d’action des inhibiteurs de I'enzyme

de conversion et des antagonistes des récepteurs,Ale I'angiotensine II
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1.2.1.3. L’angiotensine-(1-7)

L'angiotensine | peut aussi étre transformée eniotargine-(1-7) par des
endopeptidases neutres. Selon le tissu ou l'organsynthése de l'angiotensine-(1-7) est
contrdlée par d'autres enzymes telles que la yéprd (I'endopeptidase neutre 24-11) ainsi
gu'un homologue de I'ECA découvert récemment, I'ECB'est une métalloprotéase zinc-
dépendante, qui régule négativement le SRA. L'E@AR exprimée dans I'endothélium
vasculaire au niveau rénal et cardiaque. L'ECAZatég|'angiotensine | en angiotensine-(1-
9) le précurseur inactif de l'angiotensine-(1-7pgisnaussi l'angiotensine Il directement en
angiotensine-(1-7) (Santos RA et coll., 2000). Lepmlisine et d'autres endopeptidases
interviennent aussi dans la dégradation de la kiaihe et du facteur natriurétique atrial.
Enfin, I'angiotensine-(1-7) est, comme l'angioteadiet la bradykinine, un substrat endogene
de I'ECA qui la dégrade par clivage en angiotenglng), un pentapeptide inactif (Chappell
MC et coll., 1998)Figure 2).

1.2.1.4. L'angiotensine 1V

L'angiotensine IV ou angiotensine-(3-8), fragmeatal proéolyse de I'angiotensine lI,
(Figure 2) a longtemps été considérée comme un produit deadagon inactif des
angiotensines Il et Ill. La découverte d'un sitédifique, le récepteur Al(de Gasparo M et
coll., 2000), exprimé dans de nombreux tissus daks le cerveau, les reins, le cceur et les
vaisseaux, ainsi que la preuve d'effets physiologggn vivo, ont amené a considérer
actuellement I'angiotensine IV comme un effectauSRA. De plus, elle est transformée par
des carboxypeptidases en angiotensine-(3-7) quengiatise, comme I'angiotensine-(1-7),
I'effet hypotenseur de la bradykinine,vivo.
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1.2.1.5. Localisation des composants du systemeaneaén
angiotensine dans le cerveau

Le SRA est exprimé indépendamment du systéme amtualans différents tissus non
vasculaires, incluant le systeme nerveux centfdid)S(Milsted A et coll., 1990), (Humpel C
et coll., 1994). Dans le SNC, le role du SRA ingloh seulement la régulation des fonctions
cardiovasculaires (Morimoto S et coll., 2002) mpé&ut aussi contrdler la croissance ou la
mort cellulaire (Kakinuma Y et coll., 1997), (Kakima Y et coll., 1998). Une suractivité du
SRA cérébral semble impliqguée dans le développerdenthypertension artérielle dans
plusieurs modeéles d’hypertension expérimentaleéegétique, comme par exemple chez les
rats spontanément hypertendus (SHR) ou des searisgeniques exprimant des transgenes

humains de la rénine et de I'angiotensinogene awi RL et coll., 1998).

Tous les composants du SRA, incluant le précurstlgs enzymes nécessaires a la
production et a la dégradation des angiotensine®t@nidentifiés dans le cerveau (Phillips
MI, 1987), (Saavedra JM, 1992), (Wright JW et HagdiW, 1995).

1.2.1.5.1. L'angiotensinogene

L’angiotensinogene et son ARNont été largement retrouvés dans le cerveau,
supportant le fait gu’il est synthétisé au niveauSINC (Thomas WG et Sernia C, 1988). Il a
été montré que ce sont principalement les astrecygid expriment l'angiotensinogene
(Milsted A et coll., 1990), (Humpel C et coll., 149 Sa présence au niveau de sites différents
de ceux normalement impliqués dans la régulatiola geession artérielle et de 'lhoméostasie
des électrolytes suggeéere que son role ne seraitébeu pas limité a ces fonctions de

régulation (Bunnemann B et coll., 1992).

1.2.1.5.2. La rénine

Des mesures d’activité (Husain A et coll., 1981)immunohistochimiques (Inagami
T, 1982) ont suggéré une localisation intraneummtd la rénine, indiquant un mécanisme
intracellulaire de la formation d’angiotensines slé&s neurones. A c6té de ces populations de

neurones localisés en différentes régions du SN& été montré que certaines populations
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d’astrocytes pouvaient aussi exprimer la réniner{ioto S et coll., 2002). L’expression de
rénine a également été retrouvée au sein de aestpwpulations de macrophages cérébraux.
Il nest cependant pas clair si la rénine proddiées le SNC est sécrétée par les cellules,
comme c’est le cas pour les cellules juxtagloméesadu rein, alors que la sécrétion
d’angiotensinogene par les astrocytes est accegtégyourrait contrbler I'angiogénése
(Celerier J et coll., 2002).

1.2.1.5.3. L'angiotensine |

Actuellement peu de données sont disponibles coanéerla distribution de
I'angiotensine | dans le SNC. L’angiotensine | m@iement été mise en évidence dans des
extraits de cerveau par HPLC couplée a une détectidioimmunologique (Hermann K et
coll., 1984).

1.2.1.5.4. L'enzyme de conversion de I'angiotensine

Bien que I'ECA soit un élément primordial pour IRA ses caractéristiques dans le
cerveau restent encore peu connues. Seule la foutn@naire de 'ECA semble exprimée
dans le cerveau (Whiting P et coll., 1991). Undvdét similaire a celle de 'ECA a été
retrouvée dans des cellules endothéliales de ampsl cérébraux (Brownfield MS et coll.,
1982). D’anciennes expeériences avaient montré @otvité spécifique de 'ECA existait
dans plusieurs régions du cerveau incluant le xprfippocampe, I'hypothalamus, le
thalamus, le cerebellum, ... (Saavedra JM et cdli§2), (Singh EA et McGeer EG, 1979).
De plus, une activitt ECA a été retrouvée par nagguradioimmunologique dans de
nombreuses aires spécifiques du cerveau du raj pesquelles Area postremaossédait la
plus forte activité, suivie de la substance noire ébcus coeruleugChevillard C et Saavedra
JM, 1982).
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1.2.1.5.5. L'angiotensine Il

Des neurones contenant de l'angiotensine ont é#gtifeé par immunohistochimie
dans I'hypothalamus, le thalamus, I'hippocampanigdale (Lind RW et Ganten D, 1990),
(McKinley MJ et coll.,, 2001), (Healy DP et PrintzRyI 1984), (Lind RW et coll., 1984),
(Pickel VM et Chan J, 1995), (Maley BE, 1996), (@&hO et coll., 1997).

1.2.1.5.6. L'angiotensine lli

Dans le systeme vasculaire cérébral, I'activité rmpeptidase A est relativement
faible (Juillerat-Jeanneret L et coll., 2000). Auveau cérébral, il semblerait que
I'angiotensine Ill soit un peptide effecteur majeexercant un contrdle sur la pression
artérielle qui impliqgue une activation sympathiquee inhibition du baroréflexe au niveau du
noyau dutractus solitariuset la libération de vasopressine (Phillips MI, TR§Wright JW et
Harding JW, 1995), (Wright JW et Harding JW, 199h effet Reaux et coll. ont montré
gu’injectées au niveau des ventricules cérébraes<,ahgiotensines Il et Il possédaient la
méme affinité pour les récepteurs AEt AT, et engendraient une réponse pressive
comparable alors que l'injection intracérébrovaaitald’un inhibiteur de 'aminopeptidase A
bloquait la réponse pressive a I'angiotensineudjgg&rant que la conversion de l'angiotensine
Il en angiotensine Il était nécessaire pour augerda pression artérielle (Reaux A et coll.,
1999). L’injection intracérébrovasculaire d’angimdee Il et d’angiotensine Il induit la
libération de vasopressine dans la circulationi(Biret coll., 1996), (Yamaguchi K et coll.,
1979), (Hohle S et coll., 1995). Cet effet estlmtent bloqué en présence des antagonistes
des récepteurs ATet AT, losartan et PD123319. La encore, la conversiofadgiotensine
Il en angiotensine Il ou un autre métabolite dangiotensine Ill, semble requise pour

stimuler la sécrétion de vasopressine (Reaux Alet 2001).
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1.2.1.5.7. L'angiotensine IV

Aucune donnée n’est aujourd’hui publiée quant dis&ribution de I'angiotensine IV
dans le SNC. Dans le systéme vasculaire cérébsahdtivités aminopeptidases N et B sont

détectables.

1.2.1.5.8. L'angiotensine-(1-7)

Des dosages en HPLC et tests radioimmunologiquésréwelé la présence de
I'angiotensine-(1-7) au niveau de I'hypothalamusdetl’amygdale (Chappell MC et coll.,
1989).

1.2.1.5.9. Biosynthése de 'angiotensine Il danselweau

La biosynthése cérébrale de I'angiotensine Il Buinodele général décrit au niveau
périphérique. La relativement faible concentratd® rénine dans le cerveau et les fortes
concentrations de [l'angiotensinogéne posent plusieguestions intéressantes sur la
distribution de ces deux protéines et leur contiilburelative a I'activité du SRA cérébral
(Dzau VJ et coll.,, 1987). Il a été avancé que leBules gliales pourraient débarrasser
I'angiotensinogeéne des fluides extracellulairesygtant de limiter la demi-vie de la pro-
hormone (Printz MP, 1988), ou que I'angiotensin@gsearait produit par une population de
cellules et transporté par une voie paracrine d&atres cellules contenant la rénine ou |l
servirait de substrat a la production d’angioteasih (Ganong WF, 1994). Cependant le
mécanisme exact par lequel I'angiotensine |l esgée ou incorporée dans les neurones est
inconnu (McKinley MJ et coll., 2003).

En dépit de la démonstration d'une activité biodpg de I'angiotensine IV et

I'angiotensine-(1-7) dans le cerveau, il n’est pasnu ou ces fragments sont localisés.
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1.2.2. Les récepteurs du systeme rénine - angioEns

1.2.2.1. Récepteurs de la (pro) rénine

Un récepteur spécifique de la rénine et de la pineévient d’étre cloné (Nguyen G et
coll., 2002). Sa fonction est double, il s’agit W’'gofacteur de la rénine en augmentant son
activité catalytiqgue de clivage de I'angiotensinogéMethot D et coll., 1999) (Prescott G et
coll., 2002), et il active des voies de signalsatiintracellulaires aboutissant a la
phosphorylation de MAP kinases ERK 1 et 2 jouant rdle dans les processus de
prolifération et de fibrogenése. Les résultats duarquage du récepteur par
immunofluorescence sur des coupes de rein et de ootumontré que le récepteur était
localisé sur les cellules mésangiales glomérulaiegsles cellules musculaires lisses
vasculaires des arteres corticales et coronairgay@h G et coll., 1996). Ceci suggere que le
récepteur représente un moyen de capture de Iargme et permet de concentrer la (pro)
rénine a la surface des cellules musculaires ligassulaires, a l'interface avec les cellules
endothéliales. Ainsi la génération de I'angioteasinpuis de I'angiotensine Il est beaucoup

plus efficace puisque a proximité des récepteursésRT,.

Par sa localisation et par ses propriétés biolagigle récepteur de la rénine pourrait
jouer un réle direct dans les atteintes tissulasresociées a une activation locale du SRA
(Moravski CJ et coll., 2000), (Veniant M et coll996).

1.2.2.2. Récepteurs des angiotensines Il et Il

La Figure 3résume les effets de I'angiotensine I médiéssear deux principaux
récepteurs, les conséquences physiopathologiqonssaaie les sites d'action des IEC et des
AA Il (Oudart N, 2005).

Le premier récepteur de l'angiotensine Il a étéélen 1988 (Jackson TR et coll.,
1988) puis I'année suivante, il a été proposesterce de deux types de recepteurs; &T
AT, (Chiu AT et coll., 1989), (Whitebread S et call989). lls appartiennent a la superfamille
des récepteurs a sept hélices transmembranairgggsaux protéines G.
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1.2.2.2.1. Récepteur AT

Le récepteur AT est ubiquitaire, avec des localisations préféefle au niveau des
vaisseaux, du cceur, du cerveau et des reins. dteegbus forme inactive, intermédiaire ou
sous différentes formes actives pouvant ainsi eodmpte de sa capacité a activer plusieurs
voies de signalisation (Thomas WG et MendelsohnZ083). Les différents mécanismes de

transduction font intervenir :

- la voie de la phospholipase C, permettant entiiees, I'augmentation des flux
calciques intracellulaires, responsable de la vassidction ;

- la voie des tyrosines-kinases, avec activatichwges des MAP-kinases conduisant

a la transcription de genes a l'origine de factdersroissance ;

- la voie influencant le statut oxydatif de la a#dl directement couplé a la fonction
endothéliale et a la genése des radicaux libregéA&ar LJ et coll., 2002).

La plupart des effets de I'angiotensine 1l sontiéggar le récepteur ATFigure 4):

- 'augmentation de la sécrétion d'aldostéronegogic la rétention sodée et I'effet

antidiurétique concourent a I'hypervolémie ;

- la contraction des vaisseaux sanguins associébypervolémie aboutit a une

augmentation de la pression artérielle ;

- au niveau des cellules endothéliales et museslalisses, les effets directs de
I'angiotensine Il se traduisent par I'hypertropgtiéa prolifération cellulaire, la formation de la
matrice extracellulaire, le stress oxydant et éaxtions inflammatoires. Les effets trophiques
de l'angiotensine Il sont initiateurs au niveau delules vasculaires, cardiaques et rénales,
respectivement d'athérogenese, d'hypertrophie igalaire gauche et de néphropathie, avec

implication possible des SRA intrinséques ;

- au niveau central, I'angiotensine II, introdudns des zones cérébrales particulieres
lors d'expérimentations animales, provoque une thgpsion artérielle par stimulation du
systeme sympathique et libération de noradrénaline, augmentation de la sécrétion de

vasopressine et d'hormone corticotrophine (ACTH® possede un effet dipsogene.
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Cette apparente domination fonctionnelle des réceptAT, dans la plupart des effets
actuellement connus de l'angiotensine Il pose éblpme de la signification physiologique

des récepteurs AT

Chez les sujets normotendus, le récepteur AT1résept majoritairement sous forme
monomérique alors que chez les hypertendus, lepte&we apparait comme un dimére
(Abdalla S et coll., 2004). Cette dimérisation miendrait sous I'action du facteur Xllla
(transglutaminase) des monocytes. De plus, cesrdinpEésenteraient une activité supérieure

aux récepteurs monomeériques.

Vasodilatation

Angiotensine (1-7) — AT(]__?) Natriurése

Inhibition de la croissance cellulaire
Vasoconstriction

Angiotensine | AT, Rétention du Na
l Prolifération cellulaire

Andiot . I Vasodilatation
ngiotensine - AT, M.odulatic.)n .de la croigsance cellulaire
Angiotensine Il g Différenciation cellulaire
Apoptose

l

Angiotensine IV

Vasodilatatiorin vivo
Vasoconstrictionn vitro

AT,

v

Figure 4 : Les récepteurs aux angiotensines

1.2.2.2.2. Récepteur AT

Apres leur découverte et leur caractérisation nudéde, le role des récepteurs AT
est resté longtemps énigmatique. Comme ils somerfant exprimés chez le feetus, on a
supposé gu'ils étaient impliqués dans le développe®mbryonnaire et qu'ils contrdlaient la
différenciation cellulaire. Chez l'adulte ou ledpartition est moindre, leur réle semblait

limité a la régulation de la mort cellulaire progmaée ainsi qu'a la protection et a la
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régénération tissulaire (Unger T, 1999). Il a eteséité admis la possibilité d'une balance
fonctionnelle entre la stimulation des réceptelfs & AT, par I'angiotensine Il. En effet les
récepteurs ATne présentent que 32 % d’homologie avec les raaspéd. IIs se lient avec
des sous-unités difféerentes des protéines G. Hwesmt d'autres voies de signalisation

intracellulaires expliquant les effets souvent &=

La voie du monoxyde d'azote, couplée a l'activatien la guanylyl-cyclase, et
I'implication possible de la bradykinine expligueut réle dans le contrle de la pression
artérielle. Des études effectuées sur certains lesdgnimaux (Ichiki T et coll., 1995),
(Barber MN et coll.,, 1999; Gigante B et coll., 19981t permis de démontrer que la
stimulation des récepteurs A€ntraine une vasodilatation et peut s'opposereffexs AT;-
dépendants de l'angiotensine Il circulante tels lgueétention sodée et I'élévation de la

pression artérielle.

Le mécanisme de transduction impliquant la voie glessphatases va finalement, en
s'opposant aux MAP-kinases activées par le récepf€y inhiber la prolifération cellulaire
par stimulation de l'apoptose (Li JS et coll., I998angiotensine Il en se fixant sur le
récepteur AT va aussi activer le facteur nucléak® impliqué dans les phénoménes
inflammatoires permettant de supposer que les t@gep AT, participent a la
physiopathologie de I'athérosclérose (Wagenaart lcble, 2002). De plus il a été constaté
une ré-expression du récepteur,Adans les situations de souffrance ou d'ischémseiliire
(Nio Y et coll., 1995), (Viswanathan M et Saavedké, 1992) et il est maintenant admis que
les récepteurs Al peuvent étre impliqués dans la régulation du restaapk vasculaire au
moins dans certaines conditions pathologiquesstierencore a expliquer pourquoi, selon le
modéle physiopathologique ou le niveau de dévelogpe cellulaire, la stimulation des AT
entraine une inhibition ou une augmentation dedésance cellulaire. Parallélement, il a été
démontré que l'activation des récepteurs pdut favoriser I'apoptose neuronale (Horiuchi M
et coll., 1998), (Yamada T et coll., 1996) ou, aatcaire, la régénération s'il existe une lésion

neuronale (Lucius R et coll., 1998).

De nombreuses études ont confirmé cependant leomidence de la densité en
récepteurs AT dans la plupart des organes ou ils sont rapidemesrhalisés apres fixation
de l'angiotensine Il. Leur expression est sousélgeddance des récepteurs,Ajli, par un

mécanisme NO-dépendant, diminuent I'expressiomateEpteurs AT (Jin XQ et coll., 2002).
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Inversement, la fixation sur le récepteur ;Ad'un ligand endogene ou d'un antagoniste
provogue une augmentation de l'expression des aAla surface cellulaire (de Paolis P et
coll., 1999).

1.2.2.3. Récepteur de I'angiotensine-(1-7)

Dans le méme temps, alors que le concept selorlli€gation physiologique du SRA
est due a I'équilibre entre la stimulation pardlatensine 1l des récepteurs A€t AT,
I'équipe de Ferrario mettait en évidence un audpige régulateur du SRA : l'angiotensine-
(1-7) (Ferrario CM et lyer SN, 1998). La mise emdénce d'un site spécifique de fixation de
I'angiotensine-(1-7) remonte a une dizaine d'an(astos A et coll., 1994). Le récepteur de
I'angiotensine-(1-7) (All;) a été défini par ses propriétés pharmacologigsegcificité pour
son ligand agoniste, l'angiotensine-(1-7), et pdiantagoniste A779 [(7-D-ALA)
angiotensine-(1-7). Ce récepteur couplé a une ip@t& est codé par le proto-oncogéne Mas
(Santos RA et coll., 2003).

Les premiers effets décrits indiquent que l'angisitee-(1-7) mime certaines actions
de l'angiotensine Il. Cependant elle n'a pas d'effasoconstricteur, n'entraine pas
d'augmentation d'origine centrale de la pressitériaie, ne déclenche pas le mécanisme
dypsique. Ferrario a montré un effet dépressewqdikatateur et une action antihypertensive
de ce peptide (Ferrario CM et coll., 1997). Enteffangiotensine-(1-7) augmente la synthése
et la sécrétion de prostaglandines relaxantesnpalise I'action de la bradykinine et stimule
la sécrétion de monoxyde d'azote, comme lindiquemt certain nombre de travaux
expérimentaux (Brosnihan KB et coll., 1996), (&N et coll., 2000). Enfin de nombreux
travaux ont montré qu'elle s'oppose a l'actionifémaitive et au remodelage vasculaire dus a
I'angiotensine Il (Freeman EJ et coll., 1996),4d®&tr WB et coll., 1999).

Finalement l'angiotensine-(1-7) est une hormonet denrble essentiel est une
régulation négative des effets presseurs et tropSicde I'angiotensine Il. La découverte
récente d'un homologue de I'ECA, 'ECA2, qui régufgativement le SRA conforte cette
these (Donoghue M et coll., 2000). Le couple ECAhdiotensine-(1-7) apparait comme un

élément essentiel de la contre-régulation desrectio couple ECA / angiotensine II.
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1.2.2.4. Récepteur de I'angiotensine IV

L’angiotensine IV, fragment protéolytique de l'aoginsine Il initialement considéré
comme un produit de dégradation inactif, possédeag#ivités biologiques attribuées a son
site de fixation spécifique de haute affinité dénwnAT,. L'angiotensine IV augmente le
flux sanguin dans le cortex rénal, la cochlée eelweau, par le biais d’'un effet vasodilatateur
(Thomas WG et Mendelsohn FA, 2003). Cette vasaditat est médiée par le récepteur,AT
bloquée par l'antagoniste des récepteurs, ATais non altérée par des antagonistes des

récepteurs AT

Cependant, dans de nombreux lits vasculaires, ibégsine IV montre un effet
vasoconstricteur. Cette vasoconstriction est médgiée le récepteur AT sur lequel
I'angiotensine IV se fixe avec une affinité plugbfa que I'angiotensine [Figure 4)

Dans la circulation pulmonaire du rat, a la foisSLKNAME et un inhibiteur de la
cyclooxygénase déplacent la courbe de réponse mastmictrice a I'angiotensine 1V vers la
gauche, indiguant que I'angiotensine IV induiraitlibération de NO et de prostaglandines
vasodilatatrices, ce qui balancerait partielleméetfet vasoconstricteur médié par les
récepteurs A7. De plus, I'antagoniste spécifique des réceptéirs le PD123319, augmente
la réponse pressive, suggérant que la stimulateenrdcepteurs ATpar I'angiotensine IV
balancerait I'effet vasoconstricteur médié parriesepteurs AT En effet, Loufrani et coll.
(Loufrani L et coll., 1999) ont montré sur des setemésentériques de rat fraichement isolées
et perfusées que I'angiotensine IV induisait ungocanstriction mais qu’un prétraitement par
le candesartan démasquait un effet vasodilatatgustgit aboli par le PD123319. Quand a la
fois les récepteurs AT et AT, étaient bloqués par leurs antagonistes spécifiques
I'angiotensine IV montrait toujours un effet vasostricteur. Ensemble, ces résultats
indiquent que l'angiotensine IV est une angiotemgi@ellement active mais que ses effets

sont complexes.

Le «récepteur » AT a été récemment identifié comme étant I'InsulingiRated
Aminopeptidase (IRAP), une métallopeptidase zingedéante insérée dans la membrane, et
initialement identifiée a l'origine dans les cedlsl adipeuses et les cellules musculaires
(Keller SR et coll.,, 1995). Le clonage de l'ocytmase placentaire humaine (P-LAP pour

Placental Leucine Amino-Peptidase), a révelé quePliet P-LAP sont en fait les homologues
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chez le rat et 'THomme de la méme protéine. Sitmgsddes vésicules intracellulaires avec le
transporteur de glucose GLUT-4, IRAP est extergadis réponse a l'insuline et au facteur de
croissance insulinique (IGF-1), I'ocytocine et kkthéline-1 (ET-1) (Keller SR, 2003), (Wu-
Wong JR et coll., 1999). Bien quevivo les substrats d’'IRAP restent a identifier, IRAR el

et inactivein vitro un certain nombre de peptides comme l'ocytociaeydsopressine, la
somatostatine, la dynorphine, et la met-enképhaliedigand endogéne du récepteur AT

IRAP, I'angiotensine 1V, inhibe son activité catidyie.

Le récepteur AT/ IRAP n'est pas un récepteur a sept hélicesrtrambranaires ; il
possede un important fragment extracellulaire quitep le site catalytigue, un fragment
transmembranaire et un uniqgue domaine intracetkul@igure 5. Il ne semble pas que le
mécanisme de transduction intracellulaire mett¢earun second messager (Thomas WG et
Mendelsohn FA, 2003).
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Figure 5 : Comparaison structurale entre le récepter AT ; a 7 domaines
transmembranaires (A) et le récepteur AT, (B)
(d’aprés Thomas WG et Mendelsohn FA, 2003)

In vitro, I'RAP dégrade et inactive certains peptides cemia vasopressine,
l'ocytocine, la somatostatine (Matsumoto H et ¢@000) la dinorphine et la met-enképhaline
(Matsumoto H et coll., 2001). Keller (Keller SR,a8) a montré que le traitement de cellules
par des peptides exogénes tels que linsuline ocytdcine augmente lactivité de
I'aminopeptidase suggérant que IATIRAP pourrait réguler négativement les actions de
certains peptides circulants ou sécrétés localen@aria fixation de I'angiotensine IV sur son

récepteur inactive l'activité enzymatique de celui- aussi peut-on penser qu'une des
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fonctions de l'angiotensine IV est de prolonger &ffets des peptides circulants en
ralentissant leur dégradation (Lew RA et coll., 200

Du fait de la multiplicité de peptides qui pourrati@otentiellement étre substrat de
I'activité catalytique d’IRAPIn vivo, et étant donnée la forte expression du récepgtéuyr/
IRAP dans de nombreux tissus, ces récents résoltatrent la possibilité d’'une contribution
de l'angiotensine IV dans différents processus cenmanrégulation de I'hémodynamique
locale, le métabolisme et la croissance de tissus & contréle de I'insuline, I'hnoméostasie
du sodium par le rein ou encore les adaptationsodgnamiques durant la grossesse. En
d’autres termes, la capacité de lI'angiotensine IMhiber la boucle de régulation négative
autocrine de peptides de signalisation extracélulaffre au SRA des opportunités de
moduler l'action de nombreuses autres hormonesrélee potentiel de I'angiotensine IV
pourrait étre d’'une importance particuliere dansdeveau, ou le récepteur AT IRAP est
fortement exprimé et ou l'angiotensine lll, son quéseur immédiat, est présente a des
concentrations plus fortes que I'angiotensine lbféns-Cortes C et Mendelsohn FA, 2002),
(Rozenfeld R et coll.,, 2003). De plus, plusieurbstrats de I'activité catalytique d’'IRAP
(vasopressine, met-enképhaline, ocytocine) sontnéesomeédiateurs établis dans des aires
cérébrales spécifiques ou I'angiotensine lll esisaprésente. Actuellement, on a montré que
I'angiotensine IV serait capable d’augmenter leitd&anguin cérébral en impliquant
spécifiguement les récepteurs A(Kramar EA et coll., 1997), (Kramar EA et coll99) ;
elle jouerait aussi un réle dans la mémoire, l'apfissage et les fonctions cognitives (Wright
JW et coll., 1999), (Albiston AL et coll., 2004),de J et coll., 2004).

1.2.2.5. Les récepteurs aux angiotensines dares\eau

Des sites spécifiques de fixation des angiotensrestent dans le cerveatiableau |
(de Gasparo M et coll., 2000))
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Tableau | : Localisation des récepteurs AT, AT, et AT, dans le cerveau
déterminée par immunohistochimie et autoradiographe
(daprés von Bohlen Und Halbach O, 2005)

Récepteur
i ATy AT AT,
Alres

Cortex ++ +/- +++

Hippocampe +++ ++ ++

Amygdale +++ ++ +

Thalamus +/- + + F++
Hypothalamus +++ + +++
Mésenceéphale ++ ++ ¥4+
Cerebellum + + ++ F++

1.2.3. Le systeme rénine - angiotensines : un sys#éiotrope

Il est maintenant reconnu que le SRA agit par &shbid'un grand nombre de facteurs
(peptides, peptidases et récepteurs) eux-mémesis@une multiples interactions. En fait,
l'action des angiotensines est tres complexe dparé parce que l'angiotensine Il est
synthétisée puis dégradée par 'ECA qui dégradei das bradykinine, puissant agent
vasodilatateur mais aussi parce que le SRA n'sstepseul systeme impliqué puisque d'autres
voies enzymatiques participent a la synthese dgidgensine Il comme par exemple les
chymases et la cathepsine. La régulation est esbement assurée par la rénine. Enfin, la

dégradation enzymatique et I'endocytose détermiaahirée d'action des angiotensines.

Finalement, le concept classique qui fait jouesgsteme rénine-angiotensine un réle
vasoconstricteur exclusif constitue une simplifimatcaricaturale de la complexité de ce
systeme. D'une part, il est maintenant connu qu8RA n'est pas seulement un systeme

hormonal circulant, mais qu'il existe dans une deawariété de tissus un SRA local,
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vraisemblablement impliqué dans des régulationaqoares. D'autre part, il est aussi bien
établi que d'autres peptides que I'angiotensineothme l'angiotensine-(1-7) et I'angiotensine
IV, initialement considérés comme des catabolibestifs, sont capables d'exercer des effets
physiologiques médiés par des récepteurs proptesor en fait vasodilatateurs dans
plusieurs lits vasculaires. Enfin, un degré supplét@ire de complexité est apparu avec la
preuve que les principaux effets de l'angiotenlisent médiés par deux types de récepteurs
distincts : les récepteurs Afui rendent compte de la majorité des effets mihygiques et
physiopathologiques de l'angiotensine I, et lesepéeurs AF qui semblent s'opposer en

miroir aux effets des Al

Cette complexité dynamique remet en cause le congépéral du « blocage
pharmacologique du SRA », qui fait référence aébBidque l'effet de l'angiotensine,
considéréee comme délétere en toutes circonstahcesilement médiée par I'angiotensine I
et le récepteur Al pourrait étre réduit de fagon similaire en rédntsla formation
d’angiotensine par des inhibiteurs de 'ECA (IEQ) en bloquant la signalisation de

I'angiotensine par des antagonistes des réceptdurg¢AA Il aussi appelés sartang)ableau

In.
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Tableau Il : Modification de la concentration des @ptides angiotensines et de
I'activité des récepteurs avec des inhibiteurs deHCA (IEC)

ou des bloqueurs des récepteurs AT(Sartans)

IEC Sartans

[Angiotensines plasmatiques]

Ang-| ! T
Ang-II ! 7
Ang-IV ! T

Ang-(1-7) T T
Bradykinine / NO ) )

Activation des récepteurs

AT, ! !
AT, ! T
AT, ! 7

AT ) )
BK: 1 T

En fait, bien que linhibition de I'ECA augmenteitinlement la concentration
d’angiotensine | et diminue celles d’angiotensihetl d’aldostérone, les taux plasmatiques
d’angiotensine Il ne seraient pas totalement sopsiau cours de la thérapie chronique. Les
augmentations des taux circulants de rénine eigiensine | induites par les inhibiteurs de
'ECA pourraient surmonter la capacité inhibitride ces derniers et fournir plus de substrat
pour la formation d’angiotensine Il par la voieeaftative des chymases. Le fait qu’en dépit

de la suppression transitoire d’angiotensine Iprisssion artérielle demeure abaissée, suggere
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que le mécanisme inhibiteur de 'ECA diminuant tagsion artérielle pourrait étre, au moins
en partie, médié par l'inhibition simultanée dectigité de la kininase de 'ECA, et par des
taux élevés d’angiotensine-(1-7), résultant en wmementation de la libération de

bradykinine tissulaire.

Les antagonistes des récepteurs A& I'angiotensine I, en inhibant les rétrocorsol
négatifs qu'exerce l'angiotensine Il sur la séonéte rénine, augmentent les concentrations
circulantes d'angiotensines I, Il , IV (Shibasaket coll., 1999), et de I'angiotensine-(1-7),
ainsi que l'expression des récepteurs A des récepteurs de la bradykinine (Tschope C et
coll., 2004). lls favorisent donc les effets non.Ade I'angiotensine Il : AJd ainsi que les
effets dus a la stimulation des récepteurg &{TAT;.7, ce qui renforcerait |'effet bénéfique des
AA Il dans le traitement de I'hypertension artéeieb rénine haute ainsi que dans
I'insuffisance cardiaque. Un certain nombre deauavexpérimentaux supportent I'idée que
les angiotensines, précisément au travers destetéremon-AT, jouent un rdle protecteur au

cours de I'ischémie cérébrale.

Il semble acquis que certains sartans comme des tH@rsent la barriere
hématoencéphalique (BHE). En effet, il a été modiée part que le candesartan administré
au niveau périphérique par voie intra-veineusebiaihies effets centraux de I'angiotensine Il
médiés par des récepteurs ;Albcalisés dans des régions cérébrales périveldiies chez
des rats conscients (Gohlke P et coll.,, 2002). es,pWang et coll. ont rapporté une
diminution dose-dépendante de la fixation d’angistee Il marquée a l'iode 125 sur les
récepteurs AT a I'extérieur comme a l'intérieur de la BHE apFasiministration unique sous
cutanée de losartan ou d’embusartan. La liposdélsilpérieure de I'embusartan lui confere
cependant une meilleure pénétration au travers addBHE lors d’'une administration
chronique, et donc un blocage plus important desptéurs AT. Le blocage des récepteurs
AT était totalement perdu 36 heures apres la deragmanistration de I'une ou l'autre des
deux molécules (Wang JM et coll., 2003). D’autret,pane inhibition de 'ECA cérébrale a
été retrouvée chez des rats Wistar soumis a uernrant par voie sous cutanée par lisinopril
ou trandolapril. De la méme fagon que pour lesasartsi I'inhibition enzymatique de 'ECA
était comparable au niveau périphérique pour lasx daibstances, la molécule la plus
lipophile, le trandolapril, était plus efficaceailfle et moyenne doses au niveau central (Tan J
et coll., 2005).
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1.3. DONNEES EXPERIMENTALES POUR UN EFFET
PROTECTEUR DES ANGIOTENSINES DURANT’ISCHEMIE

AIGUE

1.3.1. Effet protecteur de I'angiotensine Il damchémie aigué
du train arriere

Le réle paradoxal de I'angiotensine Il dans la @ctbn des organes contre I'ischémie
aigué a été pour la premiere fois établi par leigeode Leonardo Fernandez a I'Université de
Yale, il y a plus de 20 ans. Dans une étude ouhypertension consécutive a une ischémie
rénale unilatérale était induite par une ligatuogtique entre les arteres rénales de rats, la
réduction brutale de l'alimentation en sang des abegsapres la ligature résultait en une
paralysie du train arriere (Fernandez LA et cdlB82). Pour les animaux chez qui le rein
gauche ischémique n’était pas touché, la paraBtsii: transitoire et la récupération obtenue
en deux heures alors que les animaux pour lesgunelsiéphrectomie gauche était realisée,
restaient paralysés pendant plus de 24 heures &pr&srurgie. Cet effet protecteur était
mimé par la perfusion exogéene d’angiotensine lizdes rats néphrectomisés, supprimé par
I'antagoniste de I'angiotensine, la saralasine,snéddit indépendant de la pression artérielle,

du fait de sa persistance aprés normalisation geekssion artérielle par la réserpine.

Les mesures du débit sanguin dans le muscle datta prriere a différents temps
aprés la ligature aortique, utilisant des microsghémarquées radioactives, montraient
qu’une diminution significative du débit suivait inédiatement la ligature. Apreés 24 heures,
le flux sanguin réduit était récupéré dans les gesypour lesquels le rein gauche restait intact
et chez les rats néphrectomisés perfusés par migidt@nsine Il exogéene. La méme tendance
était observée sur les animaux ligaturés traitédgpeeserpine, qui présentaient une pression
artérielle normalisée. A l'inverse, le débit samgtestait faible chez les animaux ayant subi
une ligature aortique et une néphrectomie gauchmalsant la pression artérielle et chez les

rats préparés de facon similaire mais rendus hgpsifs par I'administration de
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désoxycorticostérone (DOCA) et de sel. Une forteétation était retrouvée entre I'absence
d’anormalité de la marche, le débit sanguin restaairl’activité plasmatique de la rénine
élevée. Des aortographies montraient que la redtanrdu débit sanguin distal était la

conséquence du recrutement de voies collatérabeepant de la circulation mésentérique.

Ces résultats indiquaient que I'angiotensine II, pa mécanisme indépendant de la
pression artérielle, contribuait a restaurer leitdgdnguin dans les tissus ischémiés, amenant
ce groupe a examiner si des mécanismes similaegagent étre observés dans un modele

d’ischémie cérébrale.

1.3.2. Effet protecteur de I'angiotensine Il au sode I'ischémie
cérébrale aigué chez la gerbille

La gerbille Meriones unguiculatys dont l'arborisation vasculaire cérébrale est
caractérisée par I'absence de polygone de Willmpiet, développe une ischémie cérébrale
focale ipsilatérale a la suite d’'une ligature bleitd’'une artere carotide, avec un taux de
mortalité d’approximativement 50 % 48 heures aptas chirurgie. La perfusion
d’angiotensine Il exogene diminuait le taux de mlité & approximativement 15 % mais
augmentait la pression artérielle a un niveau singilavec celui obtenu par un traitement par

le metaramidol qui, lui, ne diminuait pas la maté(Fernandez LA et coll., 1986).

Cet effet bénéfique était associé avec une rectipénaartielle du débit sanguin focal
frontal ipsilatéral plus rapide. La ligature en detemps d'une carotide, complete mais
progressive, permettait d’engendrer des proces@adamtation, résultant en des infarctus
cérébraux bien moins sévéres et permettant de reédiai mortalité. Chez des gerbilles
perfusées pendant 4 heures soit par un inhibiteud’EICA, I'enalaprilat, soit par un
antagoniste compétitif de I'angiotensine Il, laadasine, la mortalité des animaux ligaturés
progressivement était fortement augmentée en c@igoar avec les contrdles et n’était pas
différente de celle des animaux ligaturés brutatgni€aliszewski C et coll., 1988), indiquant
gue l'adaptation a lI'ischémie cérébrale progressivaliquerait un mécanisme dépendant de

I'angiotensine II.
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Dans une autre étude, les effets d’'un prétraiteraeet I'enalaprilat et I'antagoniste
spécifiqgue des récepteurs ATle losartan, étaient comparés dans un modélagdéule
brutale unilatérale de I'artere carotide (Fernand&zt coll., 1994). Le prétraitement avec le
losartan augmentait significativement le taux deisunais I'enalaprilat abolissait totalement
I'effet protecteur du sartan. Chez les gerbillestyaitées soit par une solution saline, soit par
du losartan, soit par I'enalaprilat, I'artere remaauche était ligaturée pour stimuler la
production de rénine et d’angiotensine Il. Alors’agla fois I'enalaprilat et le losartan
palliaient a 'augmentation de pression artérigifduite par la ligature de I'artére rénale, seule

I'addition de l'inhibiteur de 'TECA augmentait dadon marquée le taux de mortalité.

Ces résultats ont été indépendamment confirmésnp@e groupe. Pour la méme
diminution de pression artérielle en comparaisoacaes contréles traités par une solution
saline, le losartan et le candesartan ne dimintup&s le taux de survie (respectivement 65 et
60 % au bout de 3 jours) alors que I'enalaprilestiginopril le diminuait a 25 et 18 % et
abolissaient I'effet protecteur des sartans (Dalfa&y coll., 2001a).

Ensembles, ces études expérimentales fournissagefrtes preuves indiquant que
chez la gerbille, 'angiotensine 1l posséde untefi@tecteur contre I'ischémie cérébrale qui
s'opéerevia des récepteurs non ATLe récepteur A7 est certainement un candidat potentiel
incontournable. Du fait de la sur-expression despteurs A} dans le cerveau ischémié
(Makino 1 et coll., 1996), et comme leur activatioiéclenche une vasodilatation NO-
dépendante, leur activation pourrait conduire a nauistribution du débit sanguin vers les
zones ischémiées. Cette hypothése a été examinéz reodéle de ligature aigué de I'artére
carotide chez la gerbille par le groupe de FernanDe fagon surprenante, le prétraitement
par un antagoniste des récepteurs, Ale PD123319, seul, induisait une diminution
significative de la mortalité comparée avec desnanix prétraités par une solution saline. De
plus, malgré I'action protectrice du losartan, feeéfbénéfique du récepteur AT’était pas
significativement inhibé par un prétraitement panalaprilat (Fernandez LA et coll., 1994).
L'interprétation proposée par cette équipe est lguD123319 diminuait la mortalité en
stimulant les récepteurs A€n tant qu’'agoniste. Le récepteurAde la gerbille a récemment
été cloné par le groupe de Savedraa (Hoe KL et, @l03), mais il n’est toujours pas connu
Si ce récepteur, contrairement au récepteus @85 autres especes de mammiféres, pourrait

étre active plutét qu’'inhibé par le PD123319. Cejaan, les résultats inattendus de Fernandez
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pourraient aussi indiquer qu’un autre récepteun-A®d; et non-AT, serait impliqué dans
I'effet protecteur de I'angiotensine.

Le groupe de Wright (Kramar EA et coll.,, 1997), antté que la perfusion
d’angiotensine IV augmentait de maniere dose-dégp#edle débit sanguin cérébral sans
modification significative de la pression artéie#it que cet effet n’était pas affecté par des
bloqueurs des récepteurs Adt AT, mais supprimé par I'antagoniste des récepteurg T
divalinal. De plus, I'angiotensine IV restaurait d€bit sanguin cérébral a la suite d’'une
hémorragie sous-arachnoidienne (Naveri L et cdB94). De facon intéressante, il a été
documenté dans des modeéles animaux et chez desinsum#e I'ischémie cérébrale ou
I'némorragie cérébrale augmentaient I'ET-1 intrébéale et que dans l'une et l'autre de ces
conditions, 'ET-1 induisait une expression fonotielle du récepteur AT dans les
cardiomyocytes (Wu-Wong JR et coll., 2000) et &ntére basilaire. Il avait par conséquent
été choisi, d’étudier au sein du laboratoire, ééffle la perfusion d’angiotensine IV dans le
modéle de ligature brutale unilatérale de la cdeotthez la gerbille. Chez les gerbilles
prétraitées par le candesartan, I'angiotensineciltisait le taux de mortalité au bout de trois
jours, modérément et de facon non significative M&sus 57 %) mais réduisait
significativement 'augmentation de mortalité indupar un prétraitement par le lisinopril (64
versus88 %) (Dalmay F et coll., 2001b), suggérant qustimulation des récepteurs AT

contribuerait a I'effet protecteur de I'angioteresiiih

Le rOle protecteur établi de I'angiotensine danmtelele d’ischémie cérébrale aigué
chez la gerbille souléve cependant une importantestipn: le développement de
mécanismes adaptatifs du débit sanguin cérébre¢mnse a lI'ischémie aigué observé chez
la gerbille est-il partagé parmi tous les mamm#géda fait de la particularité anatomique de

sa vascularisation cérébrale ?

1.3.3. Effet protecteur de I'angiotensine Il ausode I'ischémie
cérebrale aigué chez d’autres espéces mammiféresysrat et lapin)

Haberl et coll. ont évalué la réponse d’artéri@éstbrales a I'angiotensine 1l chez des
rats équipés d’'une fenétre cranienne fermée. Lieqpbn topique d’angiotensine Il induisait
une vasodilatation artériolaire dose-dépendantedilagation en réponse a l'angiotensine Il
était bloquée par le bleu de méthylene. L’illumioata la lumiére au mercure de vaisseaux
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cérébraux apres injection intraveineuse de flu&iesc une technique qui altére la
fonctionnalité des cellules endothéliales, révénsavasodilatation induite par I'angiotensine
Il en une contraction, suggérant que I'angiotensin@oduirait une réponse vasodilatatrice
des artérioles cérébrales de rat par la libération facteur dérivé de I'endothélium (Haberl
RL et coll., 1990).

Utilisant la méme méthode de fenétre craniennelssilapins anesthésiés, ce groupe a
étudié I'effet de I'application topique de rénindaasurface du cerveau sur le calibre des
artérioles cérébrales et le débit sanguin cérébesluré simultanément par laser Doppler. La
rénine induisait une dilatation des artérioles lo&ies en deux minutes et le débit augmentait
graduellement jusqu’a un pic obtenu cinquante nemudpres l'application de rénine. Le
diamétre et la variation de débit étaient inhibés yn prétraitement intraveineux ou topique
de captopril. Les taux sanguins jugulaires daregieine |, mesurés par dosage
radioimmunologique, étaient augmentés jusqu’a @n guiarante minutes apres l'application
topigue de rénine alors que les taux d’angiotenflirdans le sang jugulaire n'étaient pas
modifiés (Haberl RL et coll., 1996).

Comme chez le rat, I'application topique d’angiaiee Il ou d’angiotensine Il sur la
surface du cerveau entrainait une dilatation ai#ére cérébrale qui était supprimée en
présence de bleu de méthyléne. L’'amastatine, ubiiatr des aminopeptidases et bloqueur
de la dégradation enzymatique de I'angiotensin@pait aussi la réponse a lI'angiotensine Il
et I'angiotensine lll. L'angiotensine IV ne montrggas de réponse artériolaire mais une
vasodilatation (21 %) était observée quand 'amggisine IV était appliquée topiquement a la
suite de L-arginine, alors que la L-arginine elléme induisait une Iégere vasodilatation de
I'ordre de 4 %. Cette réponse dilatatrice a I'atgisine 1V aprés la L-arginine était inhibée
par le bleu de méthylene mais n’était pas affeptrd’amastatine (Haberl RL et coll., 1991).
La coapplication topique de losartan ou de PD1233i8duisait une inhibition de
respectivement 55 et 62 % de la réponse dilatatickangiotensine Il. L'application
combinée des antagonistes entrainait 79 % d’inbibitChacun de ces antagonistes bloquait
presque totalement la réponse a la L-arginine fotemsine IV, alors que la dilatation
d’artérioles du cerveau de lapin induite par I'stdtoline n’était pas affectée par ces
antagonistes (Haberl RL, 1994).
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Ces études suggerent que la dilatation endothdiépendante induite par
I'angiotensine Il sur les artérioles cérébraledaghn et du rat serait indirectement médiée par
'angiotensine 1V, plus que par l'angiotensine lleeméme. Cette conclusion est en
concordance avec les résultats de Kramar et ¢alangar EA et coll., 1998) selon lesquels
I'angiotensine IV administrée dans la carotide aegt® le débit sanguin cérébral par un
mécanisme NO-dépendant médié par le récepteus. AEffet similaire surprenant du
losartan et du PD123319, rappelant I'observatigppoaée par Fernandez chez la gerbille,
pourrait cependant suggérer que l'effet final riesalt d’'une interaction complexe entre les

trois sous-types de récepteurs.

Maktabi et coll. ont mesuré le débit sanguin cé&agbur des lapins anesthésiés au
pentobarbital, soumis a 30 minutes d’hypoxie stablévi par quinze minutes de
réoxygénation. Le débit sanguin cérébral était meesquatre fois : sous les conditions
contréles, 15 et 30 minutes apres I'hypoxie et iButes apres la réoxygénation. L'effet de
'administration de 10 mg / kg d’un inhibiteur dECA, le captopril, avant la mesure controle
ou de la perfusion d'un antagoniste non sélectif'@lggiotensine, la saralasine, débutée au
début de I'hypoxie et poursuivie le temps de laxy@@nation jusqu’a la fin de I'expérience
était examiné. Sous les conditions controles, Btad@nguin cérébral était similaire dans tous
les groupes. Pendant I'’hypoxie, le débit sanguiglm@l était augmenté dans tous les groupes
mais le captopril ou la saralasine réduisaientiggiivement 'augmentation adaptative du
débit sanguin cérébral en comparaison avec legs@estnon traités. Bien que cette étude ne
s'adressait pas spécifiquement a un modele d’isehéarébrale, ces résultats indiquent que
chez le lapin, la libération endogene d’angiotemsih contribuerait a lI'augmentation
adaptative du débit sanguin cérébral quand I'apgoiixygene au cerveau est réduit de facon
aigué (Maktabi MA et coll., 1995).

Walther et coll. ont étudié la contribution respexides récepteurs Akt AT, dans le
modele d’ischémie cérébrale focale par occlusiaoimmpaente de I'artére cérébrale moyenne
chez des souris déficientes en récepteurs a I'tenggme. Une large pénombre et une lésion
d’aire plus petite étaient trouvées apres une hdisehémie chez les souris déficientes en
récepteurs AT par rapport a leurs homologues sauvages (Walthet doll., 2002). Par
contre, chez les souris déficientes en récepteurs Rocclusion de l'artére cérébrale
moyenne engendrait un infarctus de taille plus dgaen comparaison avec les souris

sauvages. Cette différence chez les souris défesean récepteur ATétait liée a une
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réduction marquée du débit sanguin cérébral aitadans la pénombre et le centre, a une
heure (Mies G et coll., 2004). Avec une autre tépie de mesure du débit sanguin cérébral,
Iwai et coll. ont indépendamment confirmé que lesiris déficientes en récepteur AT

présentaient de plus séveres déficits neurologigques leurs homologues sauvages, en
association avec une plus forte réduction du de&biguin cérébral autour du centre ischémié
(lwai M et coll., 2004). Ensemble, ces résultatppgutent un effet protecteur du récepteur
AT, sur la séveérité des Iésions ischémiques cérebsadpposant a un effet délétere de la
stimulation AT, et suggerent que l'effet bénéfigue du réceptelip Berait médié par

I'amélioration de la perfusion dans I'aire ischéeié

Ainsi, un faisceau convergent d’arguments indique lgs angiotensines posséderaient
un effet protecteur dans l'ischémie cérébrale achez la gerbille, le rat, le lapin et la souris
et que cet effet protecteur serait lié a une redigion du débit sanguin cérébral vers les aires

ischémiées médiée par des récepteurs non(Adhard JM et coll., 2001).

De plus, la possibilité que sous ces mécanismesdgmamiques, une stimulation des
récepteurs AT améne une meilleure résistance des neurones @xikaloit étre prise en
considération. Cette hypothése examinée par lepgrda Unger était supportée par le fait que
les neurones expriment les récepteurs a l'angiotenst que I'angiotensine, a travers son
récepteur A% est un facteur neurotrophigirevitro etin vivo qui promeut la différenciation
neuronale et la régénération axonale suivant larié®ai et coll. (Dai WJ et coll., 1999) ont
déemontré l'effet protecteur de l'injection intrawgaulaire d’irbesartan a la suite d’une
occlusion transitoire de I'artére cérébrale moyed@eats normotendus. Du fait de I'absence
de modification de la pression artérielle par Bislartan intracérébral, son effet protecteur était
nécessairement lie¢ a un effet pharmacologique ®& mkcepteurs et non vasculaires
périphérigues. La question restée sans répongalétaavoir si I'effet du sartan était di a une
inhibition du récepteur Afou a une stimulation des récepteurs, ATeci a été par la suite
appréhendé sur le méme modele par Blume et calinBIA et coll., 2000). Une ischémie
focale du cerveau de rats normotendus était assawigc une forte induction de I'expression
de c-Fos et c-Jun dans le cortex et I'hippocampes bats prétraités par du losartan
intraventriculaire présentaient un déficit neurddpg plus bas et une expression de c-Jun
diminuée. Le traitement par le PD123177 seul ntapais d’effet sur la récupération de
I'accident cérébral mais abolissait I'effet protet du losartan sur le statut neurologique et

I'expression de c-Jun. Cette étude indiquait agss I'effet bénéfique du sartan sur I'état
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neurologique résultait d'un mécanisme médié paréleepteur A} et suggérait que la
stimulation du récepteur AT déclenchait des événements moléculaires permettant

d’augmenter la résistance des neurones a I'ischémie

Il a été montré que le candesartan administré piarpériphérique traverse la barriere
hémato-encéphalique efficacement et inhibe desnsgsomédiées par les récepteurs AT
localisés dans les régions cérébrales périvergiiresl (Gohlke P et coll., 2002). Dans le
modele d’ischémie cérébrale suivie de reperfusion,traitement chronique pendant cing
jours par une administration systémique sous cetaie candesartan était aussi capable
d’améliorer I'état neurologique et de diminuer Hllé de l'infarctus et de I',edéme de
I'némisphéere cérébral ipsilatéral (Groth W et ¢@D03).

Ensembles, ces études supportent I'idée que dasgallation de I'ischémie cérébrale
aigué, les angiotensines, agissant au travers apteurs non-Aj, contribueraient a une

protection hémodynamique et / ou directement nealeon

Sur un modéle de ligature unilatérale transitoieel’drtére cérébrale moyenne, Li et
coll. ont montré recemment une surexpression deptéurs A} dans les neurones des zones
bordant l'infarctus 2 jours apres la ligature (LetJcoll., 2005). Les récepteurs A@taient
guant eux principalement exprimés dans les as&ecyte blocage des récepteurs,4br le
PD123177 abolissait les effets neuroprotecteurbldcage des récepteurs Adentraux par
l'irbesartan sur la taille de l'infarctus et le seaneurologique. Ces résultats démontraient
clairement que les récepteurs Adéerebraux exercent des effets neuroprotecteurgpamse
aux lésions neuronales induites par l'ischémiejserablablement en favorisant la survie

neuronale dans les aires cérébrales infarcies.
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1.4. PERTINENCE CLINIQUE DUN EFFET PROTECTEUR
CEREBRAL DEPENDANT DE RECEPTEURS NGRT; : LES

LECONS DES GRANDS ESSAIS CLINIQUES

Abaisser la pression artérielle réduit le risquacdident vasculaire cérébral (AVC)
mais dans la plupart des essais cliniques dansdésgne réduction du risque d’AVC a été
démontrée, la thérapie anti-hypertensive étaitdasé les diurétiques. La question de savoir
si toutes les molécules anti-hypertensives prédpnae maniére égale les AVC pour une
diminution de pression artérielle comparable rémtgement débattue (Fournier A et Achard
JM, 2004), (Lawes CM et coll., 2004).

1.4.1. L'essai MRC

L’étude pionniere du « Medical Research Councih»1885 (MRC Working Party,
1985) a pointé la premiere que le diurétique befhdreethiazide était 2,5 fois plus efficace
que le béta-bloqueur propranolol dans la préventiea AVC. Dans certains groupes de
patients comme les fumeurs, le propranolol, entaépia baisse de pression artérielle, n'avait
méme aucun effet protecteur contre les AVC. Daesshi MRC chez les personnes agées
(MRC Working Party, 1992), les patients était ikt selon la pression artérielle systolique :
pour une pression artérielle systolique donnédals d’AVC était de maniére consistante
plus bas dans le groupe traité avec le diuréti\lers, en comparaison avec les béta-
bloquants ou le placebo, les diurétiques sembld@mmnir une protection spécifique contre
les AVC indépendamment de leur effet de baisseadgrdssion artérielle. Dans une large
métaanalyse incluant plus de 48000 patients, Rsatoll. (Psaty BM et coll.,, 1997) ont
trouvé que de fortes doses de diurétiques réduiskigisque d’AVC de 51 % alors que les
béta-blogueurs ne réduisaient ce risque que de 26'é4t-a-dire 43 % en moins. L'effet
protecteur contre ’AVC obtenu de maniére plus intquate avec les diurétiques, qui stimulent

la formation d’angiotensine, en comparaison avechdéta-bloquants, qui eux inhibent la
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libération de rénine, a amené Brown et Brown a @sep en 1985 I'hypothése provocatrice
que l'angiotensine Il pourrait protéger contre A¢C (Brown MJ et Brown J, 1986). Leur

hypothese avait cependant rapidement été oubliées que s’imposait le concept que le
blocage du SRA par les puissants inhibiteurs d€AEréecemment disponibles, offrait une

arme magique dans la prévention cardiovasculaire.

1.4.2. L’étude CAPPP : « des résultats controvessés

Les résultats de I'étude « Captopril Preventiondeto> (CAPPP) (Hanson L et coll.,
1999), le premier essai de grande ampleur précisiécoastruit pour prouver la supériorité de
I'inhibition de 'ECA sur les thérapies conventiaiies, étaient par conséquent attendus avec
impatience. Un total de 10985 patients avec unespr artérielle diastolique supérieure a
100 mm de Hg ont été randomisés et répartis dangrteipes soit captopril soit diurétique et
béta-bloguant. Dans I'analyse en intention dedraibus les paramétres comme la mortalité
cardiovasculaire et les taux d’'infarctus du myoeaod d’insuffisance cardiaque congestive
étaient similaires. Cependant, le risque relatiR(Rles AVC fatals et non fatals était
augmenté avec le captopril (RR de 1,25 avec umviaite de confiance a 95 % compris entre
[1,01 — 1,55], p = 0,04). Cette différence était@e plus importante dans I'analyse sous
traitement (RR de 1,43, ¥, de [1,2 — 1,82], p = 0,0004). La randomisationtaitépas
centralisée, avec pour conséquence une différagodicative entre les deux groupes pour
I'age, le sexe et la pression artérielle systoligBien que le risque relatif rapporté ait été
ajusté pour ces dissimilarités, il devenait aisé@rpes détracteurs de considérer cet essai
comme biaisé et par conséquent de rejeter simpleleersque d’AVC supérieur de 43 %

avec le captopril comparé au traitement convengbnn

1.4.3. PROGRESS et PATS: les arguments contre les
inhibiteurs de 'ECA

Rapidement apreés, I'étude « Perindopril ProtecAgainst Recurent Stroke Study »
(PROGRESS) (PROGRESS collaborative group, 20018ramt moins discutable, a fourni
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des arguments contre I'inhibition de 'ECA danglatection cérébrale secondaire. Chez les
patients avec une maladie cérébrovasculaire, laapi® combinée par un diurétique,
I'indapamide avec un inhibiteur de 'ECA, le perapil, réduisait le risque d’AVC de 43 %.
Cependant, le perindopril seul abaissait ce risgeefacon marginale (5 %) et non
significative, malgré une diminution de la pressiotérielle de 5 mm de Hg, suggérant que la
plupart si pas tous les bénéfices observés chgmtemts sous thérapie combinée étaient liés
au diurétique. En fait, les résultats de I'étudPost-stroke Antihypertensive Treatment
Study » (PATS) (PATS collaborating group, 1995) mapent fortement cette conclusion.
Dans une population étudiée trés similaire, l'immlapde seul abaissait la pression artérielle
des mémes 5 mm de Hg comme le perindopril seul BRGBGRESS, mais réduisait le risque
d’AVC de 29 %.

1.4.4. ALLHAT : les diurétiques revisités

La récente étude « Antihypertensive and Lipid-LangrTreatment to Prevent Heart
Attack Trial » (ALLHATT), incluait 33357 patientsoamis a trois traitements différents
(ALLHAT Officers and Coordinators for the ALLHAT Qlaborative Research Group, 2002),
et fournissait de solides arguments supportanpbtiyese de Brown et Brown. La meilleure
réduction des AVC était obtenue avec I'amlodipihéeediurétique chlorthalidone n’était pas
significativement inférieur a I'amlodipine mais leatients sous lisinopril présentaient une

situation significativement moins bonne.

Pour tester I'hypothése que les médicaments arditgmpsifs qui stimulent la
formation d’angiotensine (diurétiques, dihydropymes a longue durée d’action et
antagonistes des récepteurs;A3eraient plus efficaces dans la prévention de€ AJe les
médicaments qui inhibent la formation d’angiotessifinhibiteurs de I'ECA et béta-
blogquants), il a été réalisé une méta-analyse des34is cliniques prospectifs, randomisés,
incluant un total de 204496 patients parmi lesquelgotal de 8907 AVC étaient observés
(Fournier A et Achard JM, 2004). Ces essais étaéldctionnés parce qu’une différence de
génération d’angiotensine pouvait étre attendueedets deux choix thérapeutiques sur la

base de I'effet pharmacologique des médicaments.
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Quand seulement les essais controlés par le placih@®Ent comparés avec les
médicaments modifiant les taux d’angiotensinejdgque d’AVC était significativement plus
élevé avec les molécules qui diminuaient les tdargiotensine par rapport avec celles qui
augmentaient les taux circulants d’angiotensine 8R,85, 1G5, = [0,77 — 0,94)ersuskRR
= 0,65, 1Gsy = [0,58 — 0,73], p < 0,0001). Cependant, la porssartérielle était
significativement plus faible avec les médicamentisdiminuaient les taux d’angiotensine (-
6,9 vs -11,7 mm Hg pour la pression systolique, p = 0,8053,5 et -5,0 mm Hg pour la
pression diastolique, p < 0,01). Dans les essaigpacant directement les produits diminuant
les taux d’'angiotensine a ceux les augmentantisigue d’AVC était significativement
augmenté avec un RR de 1,344=[1,11 — 1,61], p < 0,002 et la pression artéiétait
plus forte mais seulement de 1,47 et 0,3 mm deudg ks drogues qui abaissaient les taux
d’angiotensine par rapport a celles qui augmentatentaux. Depuis que Lawes et coll.
(Lawes CM et coll., 2004) ont montré gqu’une diffice de 10 mm de Hg de la pression
artérielle systolique correspondait a une difféeede 31 % de risque d’AVC dans les essais
aussi bien que dans les méta analyses d’étudeshdete, il semble manifeste que le risque
d’AVC plus élevé de 34 % ne peut pas étre explipaiela modique différence de pression
artérielle et supporte la pertinence cliniqgue ééét cérébroprotecteur de la stimulation de la
formation d’angiotensine Il mise en évidence dassrhodéles expérimentaux. Méme si la
baisse de pression artérielle reste le détermiegplus puissant dans la prévention des AVC,
les drogues qui augmentent la formation d’angiotessapparaissent comme fournissant une
meilleure protection contre les AVC que les molésujui diminuent leur formation a baisse

de pression artérielle comparable.

1.4.5. HOPE et PROGRESS : le « Bon et le Mauvais »

Il a bien été reconnu que les bases expérimengalas défendre les bénéfices du
blocage du SRA au-dela du seul effet de baissa gesksion artérielle étaient convaincantes,
du fait que I'angiotensine était impliquée dans pexessus relevant de la physiopathologie
des perturbations structurales et fonctionnellesydteme cardiovasculaire mais les bénéfices
de I'inhibition de 'ECA semblent étre particuli@nent impliqués dans la protection contre la
maladie ischémique cardiaque. La plupart des grassdsis de prévention primaire ont

randomisé des patients hypertendus avec un rafaivefaible risque de maladie cardiaque, a
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'exception notable de HOPE (Heart Outcomes PresenEvaluation (HOPE) Study
Investigators, 2000). L'étude HOPE, dans laquedke patients étaient inclus sur la base du
risque cardiague et non de la pression artéri@lelairement démontré le bénéfice de
I'inhibition de FTECA. Comparé au placebo, le rami@baissait le risque d’'une issue primaire
combinée de 25 %, d'un infarctus du myocarde d&e22 d’AVC de 33 %. Que le bénéfice
cardiovasculaire soit meilleur ou pas que celuitathble a la baisse de pression artérielle
(3,4 mm de Hg en pression artérielle systoliquenme le concluent les investigateurs de
I'étude, a soulevé un interminable débat. Il sufigt dire que le ramipril diminue le risque
d’AVC de 33 % chez les patients & haut risque eaguk alors que par contre le perindopril
dans PROGRESS, en dépit d'un effet de baisse dmdssion artérielle deux fois plus
prononce, échouait a réduire significativementisgue d’AVC chez les patients avec une
maladie cérébrovasculaire. Partager 'lHTA commeeiacde risque commun ne peut pas
faire de la maladie cardiaque ischémique et de CA¥he seule entité reposant sur la méme
pathogénie. A la différence de I'hypertension nampliquée ou les AVC sont souvent
lacunaires et étroitement liés & une maladie dewepearteres cerébrales, les AVC associés a
une maladie du coeur et des gros vaisseaux soritigespuvent emboliques ou liés a la
déstabilisation de la plaque d’athérome. Klungelcetl. ont montré que parmi 1237
hypertendus sans antécédents cardiovasculairdéstran monothérapie, le risque relatif
d’AVC ischémique était plus de deux fois supériparmi les utilisateurs d’antagonistes
calciques, de béta-bloquants ou d’inhibiteurs deCA, que parmi les utilisateurs de
diurétiques (Klungel OH et coll., 2001). Chez ladignts avec une maladie cardiovasculaire,
les diurétiques conféraient encore un risque d’AMGs faible que les autres médicaments
mais la différence était considérablement plusléaibes conclusions de I'étude HOPE, sur
laquelle la revendication de la supériorité dehiinition de 'ECA sur les autres produits est
fondée, sont seulement valides dans la populapécifique des patients avec un fort risque
cardiaque. Elles ne diminuent certainement pa®igspde 'ensemble des preuves cliniques
démontrant que chez les patients hypertendus noplaués, les diurétiques fournissent une
protection contre les AVC particulierement efficanel’ensemble de celles expérimentales
démontrant un effet positif protecteur des angsitees dans I'ischémie cérébrale dépendant

de récepteurs non-AT
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1.4.6. Le plateau de la mortalité par accident wias® cérébral

La mortalité par tranches d’age des AVC a fortenoinité durant les années 70 mais
le taux de décroissance s’est progressivementtralans les années 80 et semblait atteindre
un plateau au cours des années 90 aux Etats-Uawsaftd G et coll., 2001) et en Europe de
'ouest (Sarti C et coll.,, 2001). Sur la méme péeiod’'un coté le contréle de la pression
artérielle était de mieux en mieux maitrisé, pasdanlO a 30 % (Lenfant C et Roccella EJ,
1999) et d’'un autre co6té, étrangement, la mortgée tranche d’age de maladie cardiaque
ischémique continuait de décroitre, comme le praitdg meilleur controle de la pression
artérielle (Cooper R et coll., 2000). Comme la &éipée hypertensive dans les années 70 était
essentiellement basée sur les diurétiques, et éegreannées 80 et 90, le rapport entre
diurétiques et les produits qui suppriment le SRAt¢-bloquants, et inhibiteurs de 'ECA)
diminuait de plus de cing fois (Fournier A et coR002b), on peut penser que le déclin
progressif de I'utilisation des diurétiques aitqmntribuer a I'échec du contrdle des AVC.

1.4.7. Sartans et protection cérébrale : les preesesle LIFE,
MOSES et ACCESS

Les arguments expérimentaux et cliniques développésédemment supportent le
concept d’'une protection cérébrale spécifiguemesdiée par des récepteurs non:All'idée
que les antagonistes des récepteurg pdurraient étre particulierement bien adaptés a la
prévention des AVC est attrayante. Le blocage despteurs AT par les sartans pourrait
conférer la méme protection cardiaque que [linfobitde 'ECA, en méme temps
gu'augmentant la stimulation des récepteurs non-8fécialement s’ils sont potentialisés par
les diurétiques, et donc optimiser la préventiost A€¢C. Contrairement aux résultats obtenus
avec les inhibiteurs de 'ECA, qui ont, au mieugh@ué a démontrer une réduction du risque
d’AVC dans les essais en face a face avec des catepes actifs, le losartan dans I'essai
LIFE était supérieur au béta-bloqueur atenolol (BB et coll., 2002). Dans cet essai
randomisé en double aveugle, avec des groupedgbesald193 patients agés de 55 a 80 ans
avec une hypertension essentielle, étaient suigiglgnt au moins 4 ans. Dans le méme
temps, la pression artérielle baissait de 30,2,6 £629,1 / 16,8 mm de Hg respectivement
dans les groupes losartan et atenolol et le risjagC fatal et non fatal était 25 % plus
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faible avec le losartan (RR de 0,75¢4&= [0,63 — 0,89], p = 0,001). Du fait de la difféoe
treés significative du résultat obtenu dans les dewss, comparant deux substances actives
produisant une baisse similaire de la pressiorrialft systolique et diastolique, toutes les
substances antihypertensives ne sont probablenasnéquivalentes et diminuer la pression
artérielle est certes nécessaire mais pas sufisamtoptimiser la prévention contre les AVC.
L'essai LIFE établit que chez les patients hypeftsnessentiels avec une hypertrophie
ventriculaire gauche, les sartans partagent awedlilgétiques et les dihydropyridines, une

supériorité claire et nette sur les béta-bloqupors réduire le risque d’AVC.

L’étude « Morbidity and Mortality after Stroke, Hmartan compared with
Nitrendipine for Secondary prevention » (MOSES)aiypour but de comparer un AA I,
I'eprosartan, et un inhibiteur calcique, la nitrgaigde, sur les évenements cérébrovasculaires
en prévention secondaire. Mille quatre cent cintiepts présentant un antécédent d’AVC
dans les 24 derniers mois étaient randomisés. Roer baisse de pression artérielle
comparable, 102 événements cérébrovasculaires1étaimensés chez les patients traités par
I'eprosartan contre 134 chez ceux traités parmiiggne (RR = 0,75, 1654, = [0,58 — 0,97], p
= 0,03). Le sartan apparait donc comme étant ullemeprotecteur cérébral que I'inhibiteur

calcique chez les patients a haut risque cérébralare (Schrader J et coll., 2005).

La promesse des sartans est en plus supportéa pacdnte étude pilote « Acute
Candesartan Cilexetil Therapy in Stroke Survivo(®@€CESS) (Schrader J et coll., 2003)
mise en place pour évaluer lintérét bénéfigue d'udduction modeste de la pression
artérielle dans le traitement précoce des AVC. Cieiats patients ont été recrutés pour cette
étude de phase Il prospective, en double bras,centtique,versusplacebo. Les patients
étaient randomisés pour recevoir le candesartazoemmencant au jour 1 (avec une meédiane
de 30 heures aprés 'AVC) ou le placebo du jourudgyrau jour 6 et commencant le
candesartan a partir du jour 7. Cet essai de saréi& stoppé prématurément alors que 342
patients avaient été randomisés du fait de l'imrgug inégalité entre les résultats des deux
bras. La mortalité cumulative au bout de 12 moideehombre d’évenements vasculaires
différaient significativement en faveur du groupeaandesartan cilexitil (RR de 0,475gd6;
= [0,252 - 0,895]). Les données démographiquedatdsurs de risque cardiovasculaire et la
pression artérielle (a 'admission, au début deuté, et durant la totalité de la période
d’étude), n'étaient pas significativement difféiephtre les deux groupes tout comme la dose
de candesartan dans les deux groupes apré¥"fgodr. Alors, le bénéfice significatif ne
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pouvait étre qu’exclusivement attribué a l'admirdibn plus précoce du candesartan,
immédiatement dans la période aprés 'AVC. Commeligioé par les investigateurs de
ACCESS, l'extériorisation bénéfique avait un délai 3 mois et était due a une meilleure
protection des évenements cardiaques plus queAYE| ne constituant pas une explication
physiopathologique convaincante. Une meilleure gméwen du remodelage vasculaire
résultant en un risque cardiague diminué était ggép par les auteurs. Il est cependant
difficile de concevoir que la seule différence deré® de six jours de traitement puisse
résulter dans de si importants changements de agelvasculaire qui pourraient expliquer
la réduction de 52 % des évenements cardiovasesla@pres 3 a 12 mois. Clairement,
I'administration de sartan dans la phase aiguéistthémie cérébrale, avait prévenu certains
effets délétéres responsables de risques cardideases augmentés a long terme. Il est
possible que I'administration de candesartan pdardgrhase aigué de 'AVC ait conféré une
protection critique des centres cérébraux sympadsiqpour lesquels I'altération est connue
pour favoriser des complications cardiaques. Lamfination et les processus d’apoptose
résultent dans une perte neuronale progressiveaséfastant dans l'aire de pénombre des
semaines aprés un évenement ischémique. En déafgndds mécanismes anti-ischémiques
neuronaux hémodynamiques et non hémodynamiquesasenmédiés par des récepteurs
non-AT,, les sartans pourraient protéger les centres sfngp@s centraux, expliquant a la
fois la réduction du risque cardiaque et son esppasclinique retardée. Quel que soit le
mécanisme impliqué, le bénéfice clinique considératbservé dans cette étude illustre

I'intérét potentiel de I'utilisation des sartansidda maladie cérébrovasculaire.

54



1.5.CONCLUSION

En guise d’introduction d’'une revue sur le SRAulage, Dzau (Dzau VJ, 2001) citait

la phrase suivante de Thomas Kuhn :

« Scientific discoveries are inaugurated by a gngwsense that an existing paradigm
has ceased to function adequately in the explorabioan aspect of nature to which the

paradigm itself had previously led the way » (Ttraure of scientific revolution, 1970).

Il apparait de plus en plus clairement que le cphaetuel qui considere 'activation
du SRA comme le facteur de déséquilibre centrgdamsable a long terme d’effets délétéres
sur le systeme cardiovasculaire et des dommagesrdases cibles, est un point de vue trop
réducteur qui ne permet plus d’expliquer de fagdégaate un certain nombre d’observations
expérimentales et cliniques récentes. Une conségqueatirecte de la compréhension
grandissante de la complexité dynamique du SRAje@stsa manipulation pharmacologique
doit étre approchée avec une vue moins consergaialgré le bénéfice indiscutable des
inhibiteurs de I'ECA chez les patients cardiaquielsypertendus avec une maladie vasculaire
inflammatoire athérosclérotique progressant actemmil est aussi clair que cela n’est pas
extrapolable a tous les patients hypertendus. Aadkeleur effet sur la pression artérielle, les
antihypertenseurs qui réduisent la formation d’atggisine pourraient étre moins bénéfiques
chez certains patients que ceux qui stimulent landdion des angiotensines. L’espoir
d’augmenter la protection cardiovasculaire pablesgueurs des récepteurs AT la place des
inhibiteurs de 'ECA ou par combinaison de deuxgiies a doses maximales chez les
patients a haut risque cardiaque (Pfeffer MA et.,c8D03) a maintenant disparu apres les
résultats de I'essai « Valsartan in acute myochnafiarction trial » (VALIANT). A l'inverse,
baisser la pression artérielle tout en stimular protection cérébrale spécifique médiée par
des récepteurs non-ATpar l'utilisation combinée de sartans et de digus, offre la
perspective d’'une meilleure protection contre legCAavec une protection cardiaque
comparable. Cela demanderait un essai clinique acanp face a face les sartans et les
inhibiteurs de 'ECA chez des patients a haut rsgardiovasculaire dans le but d’obtenir une

preuve directe, justifiant 'usage du blocage diepteurs AT pour optimiser la prévention
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des complications les plus dévastatrices de I'tgpsion (Fournier A et coll.,, 2004a),
(Fournier A et coll., 2004b), (Fournier A et coRQ02a), (Brunner HR et Gavras H, 2002).
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2.ETUDES REALISEES
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2.1.INTRODUCTION

Cette etude des mécanismes impliqués dans l'effeaeqteur cérébrovasculaire du

systéme rénine — angiotensine a été divisée enuhaties.

Une premiére partie est composée de deux étudt#actiant a montrer I'effet des
angiotensines sur des modeles expérimentaux d’AV@vo. Le premier modele consiste en
la réalisation d'un AVC ischémique embolique ches dats par injection de microspheres
calibrées. Ces rats ont ensuite été soumis a itentient par des doses pharmacologiques
d’angiotensine IV ou a une modulation des taux fahygiques des angiotensines circulantes
par I'intermédiaire d’'un prétraitement par un aotagte des récepteurs ABu un IEC. Le
deuxieme modele étudié a été realisé sur la gerbil "TAVC ischémique était induit par la
ligature compléte et brutale d'une carotide. L'effd’'un traitement combiné par
érythropoiétine (EPO) et un antagoniste des réoepil; a été étudié a la fois sur la survie

et les fonctions cognitives a long terme.

Dans la deuxieme partie, nous nous sommes attaghésmprendre par quels
mécanismes l'angiotensine pouvait induire un gffetecteur cérébral. Une troisieme étude,
employant un modeéle d’artére basilaire de rat &sebé vivoet perfusée, a exploré le mode
d’action de I'angiotensine IV sur les arteres céaitds. Enfin, les mécanismes moléculaires et
métaboliques en jeu ont été étudiés dans la qoareétude, utilisant notamment des modéles
d’'incubation d’artere basilaire de rat et de cebumusculaires lisses aortiques en culture

primaire.
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2.2.PREMIERE PARTIE :MISE EN EVIDENCE DES EFFETS

CEREBROPROTECTEURS DE ANGIOTENSINE IV

2.2.1. Premiere étude: Effet protecteur de I'angiotensine IV
dans l'accident vasculaire cérébral ischémique exydtal médié par
les récepteurs AletAT,

Il est maintenant bien démontré que I'angiotensirzeun effet protecteur direct, anti-
apoptotique sur les neurones ischémiques médiéeparcepteur AT, Cependant certaines
données suggerent que l'angiotensine Il contribussiaa la cérébroprotection par des
mécanismes hémodynamiques intracérébraux. Noussagwaminé I'hypothese qu’un tel
effet hémodynamique soit médié par le métabolitéashgiotensine Il, I'angiotensine 1V, par
I'intermédiaire de son « récepteur » AT

Voici le résumé de cette étude :

L’angiotensine |l posséde un effet direct protectans I'’AVC ischémique médié par
des récepteurs ATneuronaux. L’angiotensine IV, agissant au traveesson récepteur

spécifique AT,, augmente le débit sanguin cérébral.

Méthodes: Pour examiner si I'angiotensine IV contribuait’@ffet protecteur des
angiotensines, nous avons développé un modele d’A8éGémique induit par l'injection

intracarotidienne de microsphéres calibrées (50 sunjles rats Sprague-Dawley.

Résultats: L'injection intracérébrale de fortes doses diatensine 1V (1 nmol)
augmentait la survie (90 % 47 % ; p < 0,001) et réduisait le déficit neuradpe (p <
0,0001) et la taille d’infarctus cérébral (185 k432 + 26 mm ; p < 0,0001) & 24 heures.
L’antagoniste des récepteurs ATle divalinal, ou le prétraitement avec le L-NAME
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abolissaient tous les deux completement l'effettgmteur de I'angiotensine V. Des
artériographies cérébrales séquentielles mettaievidence que I'angiotensine IV induisait
une redistribution du flux sanguin vers les aireshémiées en quelques minutes. La
stimulation de production endogéne des angioteasiBeébrales par un prétraitement par le
candesartan pendant cing jours diminuait la moétale déficit neurologique et la taille
d’infarctus. A la fois l'antagoniste des réceptewks$,, le PD123319 ou le divalinal
abolissaient partiellement I'effet protecteur dodalge des récepteurs ATL’inhibition de la
production d’angiotensine par un prétraitement deéh@ures par le lisinopril, ou le blocage
combiné des récepteurs AEt AT, sur des rats prétraités par cinq jours de candesar
avaient tous deux un effet délétere significatgigtilaire.

Conclusion : Des doses pharmacologiques d’angiotensine 1Y gtectrices contre
'ischémie cérébrale aigué en recrutant un meécanib@modynamique intracérébral NO-
dépendant médié par les récepteurg.AE blocage des récepteurs pendant 5 jours intuisa
une production endogéne d’angiotensines suffis@oigr engager une protection contre

I'ischémie cérébrale aigué mediée a la fois pardespteurs AJet AT,.
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Abstract

Background and Purpose :The protective role of angiotensin receptor subsypT,
and AT, was investigated in a model of embolic stroke gwtliby carotidian injection of

calibrated microspheres (50 pm) in Sprague-Davdés r

Methods and Results :Intracarotidian injection of angiotensin IV (Ang)l (10'M)
decreased mortality and reduced neurological defiwl cerebral infarct size at 24 hours. The
AT, antagonist divalinal, or pretreatment with L-NAM&oth completely abolished the
protective effect of Ang-1V. Sequential cerebrateaographies evidenced that Ang-IV
induced a redistribution of blood flow to the isohie areas within minutes. Inhibition of
endogenous angiotensins production by pretreatrf@@n4 hours significantly increased
mortality, neurological deficit and infarct voluméhereas candesartan for 24 hours reduced
blood pressure to the same extent but had no deleteeffect. Sustained stimulation of
endogenous angiotensins production by pretreatmigmicandesartan for five days decreased
mortality, neurological deficit and infarct sizeotB the AT, receptor antagonist PD123319 or
divalinal partially abolished the protective eff@ft5 days AT blockade. Combined blockade
of AT, and AT, completely reversed the protective effect of 5sdegndesartan and increased

mortality, neurological deficit and infarct volun@the same extent as lisinopril pretreatment.

Conclusion : Pharmacological doses of Ang-IV are protectiveirsgjaacute cerebral
ischemia by triggering an Admediated, NO-dependent intracerebral hemodynamic
mechanism. AT blockade for 5 days induces sufficient endogerangotensins production
to engage additive AF and AT;-mediated cerebral protection against acute iscemi
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2.2.2. Deuxieme étude Effets protecteurs synergiques de
I'érythropoiétine et de I'olmesartan sur la sumides altérations
de la mémoire suite a un accident vasculaire caérétirez la
gerbille

Il n'existe a ce jour malgré les investissementsosgaux de lindustrie aucun
traitement qui ait fait ses preuves pour amélitegaronostic de ’AVC ischémique (en dehors
de la fibrinolyse qui n’'est possible). Nous avohgl& le potentiel des sartans dans I'AVC,
ouvert par nos résultats précédents. Nous avonhki\amite étude la plus « préclinique »

possible, et 'avons construite sur la base ddsxiéhs suivantes :

Nous avons trouvé chez le rat que le traitemenupasartan recrute une composante
Ang-1V-dépendante, alors qu’il est par ailleurs bétadans des modéles expérimentaux
animaux que I'’Ang-1V, par le biais de « réceptedsT, neuronaux dans I'hippocampe, a un
effet stimulant sur les processus cognitifs et &nmarisation. Ceci nous a conduit a postuler
gu’un traitement par un sartan a la phase aigUW€ pourrait apporter un bénéfice sur les
séquelles mnésiques, principale cause de dépendaeeeles survivants. L'évaluation des
capacités de mémorisation de travail et d’acqoisitte mémoire spatiale a un mois a donc été

choisie comme « end-point » principal.

L’absence de bénéfice dans les essais cliniquesatebreuses molécules évaluées en
raison de leurs propriétés cérébroprotectricediétatlans des modéles expérimentaux invite
a évaluer l'intérét d’'une stratégie de multithéeafaine approche qui a fait ses preuves dans le
traitement des cancers, du SIDA, ...). L'érythropo@{EPO) représente a I'heure actuelle la
molécule la plus prometteuse pour le traitementAMC a la phase aigué. Elle confere une
protection spectaculaire dans les modeéles expétauenanimaux, avec une fenétre
thérapeutique de plusieurs heures. Comme pouradeans, le recul de l'utilisation chez
’homme (dans d’autres indications) est de plusddeans, avec des milliers de patients
traités. Une étude pilote réalisée chez 'lhommesdiaVC a montré I'innocuité et suggere un

bénéfice potentiel.

Nous avons donc retenu le principe de I'évaluatiorpotentiel de I'association EPO /
sartan a la phase aigué de I'AVC ischémique avecsciméma d’administration des
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médicaments compatibles avec les délais incomtessid’'une utilisation en clinique.
L’EPO a été administrée 2 heures et 48 heures #p¢€. Le traitement par le sartan (ou

par un IEC a dose isohypotensive) a été début@Beh apres 'AVC.

Voici le résumé de cette étude :

Objectifs : Une étude clinique pilote suggere que les pévgsi protectrices de
I'érythropoiétine (EPO) démontrées dans des modagpérimentaux d’AVC sont
transférables a I'Homme. Par ailleurs, les saraimsulent la production d’angiotensines, et
recrutent des mécanismes protecteurs mediés ¢ pacepteur AT de I'angiotensine Il, et ii)
par I'angiotensine IV dont les effets bénéfiquesles fonctions cognitives et la mémoire sont
établis. Nous avons évalué le potentiel d’'un traéget combiné par 'EPO et I'olmesartan

dans le modele d’AVC ischémique chez la gerbille.

Méthodes: L’EPO (5000 Ul / kg, IP) était administrée 24& heures apres la ligature
d’'une carotide chez la gerbille (n = 50 par groupe36 heures, I'olmesartan (10 mg / kg), le
ramipril (2,5 mg / kg) ou rien, étaient rajoutéfenu de boisson des survivants traités par
'EPO. Les courbes de survie de Kaplan-Meyer a lmmme (1 mois) ont été établies, et les
survivants a J30 ont été soumis a des tests fometi® de mémorisation immédiate (Object
Recognition Test (ORT)) et spatiale (Morris Wateadd (MWM)).

Résultats : L'EPO augmentait significativement la survie 30J38 %versusl1l4 %
pour les contréles, p = 0,016). L'olmesartan avateffet protecteur additif, alors que le
ramipril avait un effet opposé pour une baisse r@sgion artérielle comparable (survie 56 %
versus24 %, p = 0,007, EPO / olmesartagrsusEPO / ramipril,). Les survivants traités par
'EPO présentaient une altération des performaadesfois pour les tests ORT (p = 0,0001)
et MWM (p < 0,0001) comparés aux gerbilles normakess AVC. Le traitement combiné par
'EPO et l'olmesartan restaurait totalement la rég® normale aux tests de mémoire
immédiate et spatiale alors que le ramipril n'ayai¢ d’effet protecteur.

Conclusion: L’association olmesartan / EPO a un effet prei@csynergique sur la
survie indépendant de la pression artérielle dansnbdele d’AVC ischémique chez la
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gerbille. L'introduction de I'olmesartan a J2 préni complétement les séquelles cognitives a

un mois de la mémoire de travail et de la mémaiediale.
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Abstract

Background and Purpose: Erythropoietin (EPO) is markedly protective in ersmental
stroke and emerges as promising in a pilot clinisildy. Stimulation of angiotensins
production by AT blockade promotes Aldependent neuroprotective effect, whereas
angiotensin IV has facilitating effects on cogretifunction and memory.

Methods: the synergic potential of EPO and olmesartan coatitnn therapy was examined
in the single carotid ligation stroke model in therbil. EPO was administered (IP, 5000
Ul.kg™?) 2 and 48 hours after the stroke. At 36 hours,estantan (10 mg.kgday?), ramipril
(2.5 mg.kg".day") or nothing was added to the tap water of EPCtétkaurvivors. Long term
(1 month) Kaplan-Meyer survival curves were recdrdand survivors were submitted at day
30 to immediate (Object Recognition Test (ORT)) apdtial (Morris Water Maze (MWM))
memory function tests.

Results: EPO significantly increased survival at day 30 ¥884 % for controls, p = 0.016).
For a comparable blood pressure lowering effeateshrtan further increased survival rate to
56 % whereas ramipril decreased it to 24 % (p 80.&PO / olmesartars EPO / ramipril).
EPO-treated survivors had markedly altered perfooes in both ORT (p = 0.0001) and
MWM (p < 0.0001) tests compared to normal gerliilsmbined therapy with ramipril further
deteriorated immediate and spatial memory, wheeB® / olmesartan treatment fully
restored normal response to the memory tests.

Conclusion: Treatment with olmesartan combined to early EP@ragpy has a BP
independent additive protective effect on strokevisal, and completely prevents long term

memory dysfunction.
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2.3.DEUXIEME PARTIE :ETUDE DES MECANISMES DE

PROTECTION DE LANGIOTENSINE IV

2.3.1.Troisieme étude: Effet vasoconstricteur de I'angiotensine
IV sur I'artéere basilaire de rat indépendant degpéeurs AT et AT,

Les mécanismes des effets vasomoteurs de l'angiotehV sont tres mal compris.
Alors qu'in vivo, elle induit une vasodilatation cérébrale et réndds études sur vaisseaux
isolés (mésentérique, fémorale, aorte) montrengftet vasoconstricteur, dont la pertinence
physiologique est discutable. Alors que l'angioteasll n’a pas d’affinité pour le site de
liaison ATy, I'angiotensine IV se lie aux récepteurs £l AT, avec une affinité de I'ordre de
2 log inférieure a celle de 'angiotensine 1l. Tesiles études rapportant un effet constricteur
de l'angiotensine IV ont utilisé des concentratiomsromolaires, et I'effet constricteur était
inhibé par un bloqueur des récepteurs Ale travail le plus convaincant vient du groupe de
Bernard Lévy et montre sur I'artére mésentériqueadeque I'angiotensine IV (I0OM) est
vasoconstrictricevia son récepteur A vasodilatatricevia son récepteur Aden présence
d’'un bloqueur AT, et qu'un effet vasoconstricteur peut étre démasquand les deux
récepteurs AT et AT, sont simultanément bloqués. Nous avons travailtd’artere basilaire
de rat isolée perfusée. Dans cette préparatiomgibéensine Il n'a pas d’effet, ni seule ni en
présence de candesartan ou de PD123319. L'abseaceaépbnse fonctionnelle a
I'angiotensine Il offrait ainsi un modeéle particriement intéressant pour étudier les effets
propres de l'angiotensine IV. Alors que la RT-PCRtran évidence la présence des ARN
des récepteurs ATx et s AT, et AT, dans ces arteres, I'angiotensine IV n'avait pafef
non plus. Puisque nous attendions un effet vadatblar de I'angiotensine IV sur les
vaisseaux du lit cérébral, nous avons tenté dditéacsa mise en évidence en précontractant
les arteres par du KCI et avons eu la surprise s&'oker I'apparition d’'une réponse
contractile, dose-dépendante, Adpécifique, avec une Ggcompatible avec une pertinence
physiologique. L'analyse de cet effet constrictaaus a conduit a la conclusion que I'effet
constricteur de I'angiotensine 1V était indiredty@edié par I'endothéline-1.
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Voici le résumé de cette étude, qui est acceptéaemablication dans J Vasc Res :

Méthodes: L'effet de l'angiotensine IV (Ang-IV) a été étéd sur des arteres

basilaires (AB) de rat fraichement isolées, pedaseun débit constant.

Résultats: L’Ang-IV n’avait aucun effet sur la pression gerfusion basale des AB,
mais induisait une contraction marquée concentradigpendante sur les vaisseaux
précontractés par une solution de 50l me KCI (CEkp= 44,5 + 16,0 M). Cette contraction
n'était pas affectée par I'antagoniste des réceptédl;, le candesartan ou le bloqueur des
récepteurs A7, le PD123319, mais était inhibé de facon dosequdgate par deux
antagonistes différents spécifiques des récep#&lissla Nle-Let®¥(CH,-NH,)**-Ang-IV et
le divalinal-Ang-IV. La suppression de I'endothé@liuabolissait la réponse contractile a
'Ang-IV, et le prétraitement des arteres avec udahélium intact par I'antagoniste des
récepteurs EJ/ ETg, le PD142893 bloquait de la méme fagcon la coritracinduite par
’Ang-1V. Sur des AB prétraitées par de 'ET-1 (@M), I’Ang-1V induisait une contraction
concentration-dépendante, déplacée vers la gauahaapport a celle observée avec la
précontraction au KCI, non affectée par le candasamais totalement abolie par la Nle
Lel®¥(CH,-NH2)**-AnglV. L'effet contractile de I'Ang-IV n'était pasaffecté par la
suppression de I'endothélium en présence d’ET-lgéme, en contraste avec les AB
prétraitées par le KCI, suggérant que I'endothél@iait obligatoire pour démasquer l'effet de

I’Ang-IV comme une source de libération d’ET-1 egdoe.

Conclusion: Pris ensemble, ces résultats indiquent queitdke$a(rM) concentrations
d’Ang-IV entrainent un effet vasoconctricteur méda¥ son site de fixation spécifique AT

sur I’AB de rat, et que cet effet vasoactif estii@act et implique les endothélines endogenes.
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Abstract

The effect of angiotensin IV (Ang-IV) was studied freshly isolated rat basilar
arteries (BA) perfused at a constant rate. Ang-Bd mo effect on basal BA perfusion
pressure, but induced a marked concentration-deperdntraction in vessels precontracted
by a 50 nM KCI solution (EGo = 44.5 + 16 M). This contraction was unaffected by the
angiotensin AT receptor antagonist candesartan or the angioteh§inreceptor blocker
PD123319, but was markedly inhibited by two différepecific AT, receptor antagonists,
Nle'-Letr®¥(CH,-NH,)**AnglV and divalinal-Ang-IV. Removal of the endotien
abolished the contractile response to Ang-1V, aretrpatment of endothelium-intact arteries
with the endothelin EA/ETg receptors inhibitor PD142893 blocked to the saxterg the
Ang-1V induced contraction. In BA pre-treated widilr-1 (0.01M), Ang-IV induced a
concentration-dependent contraction, shifted tdeftecompared with that observed with KCI
precontraction, unaffected by candesartan but ceielyl abolished by NfeLel®¥(CH,-
NH.)**-AnglIV. The contractile effect of Ang-IV was notfafted by endothelium removal in
the presence of exogenous ET-1, in contrast to Kf&treated BA, suggesting that
endothelium was mandatory to unmask the effectraf-A/ as a source for endogenous ET-1
release. Taken together these results indicatddiwatnM) concentrations of Ang-1V exert a
constrictive effect mediated by its specific birglisite AT, in the rat BA, and that this
vasoactive effect is indirect and involves endogsnendothelin(s).

Key words: angiotensin 1V, angiotensin IV antagonists, jAfleceptors, perfused

basilar artery.
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2.3.2. Quatrieme étude: L’'angiotensine IV inhibe le
catabolisme de l'endothéline-1 médié par 'InsuRegulated
Aminopeptidase (IRAP) induit par I'endothéline-1r diartére
basilaire de rat

(non encore soumise)

2.3.2.1. Introduction

La nature moléculaire du site de liaison spécifigigel’angiotensine IV (Ang-1V),
initialement dénommé « récepteur » AT été identifiée récemment. Il s’agit d’'une enzyme
Insulin Regulated Aminopeptidase (IRAP) (AlbistonL Aet coll., 2001), initialement
caractérisée dans les tissus sensibles a l'ins@#dpocyte et muscle strié) (Keller SR et
coll., 1995). IRAP est contenu dans des vésiculgsptasmiques avec le transporteur de
glucose GLUT-4 (Keller SR et coll.,, 1995); la stiaion par l'insuline induit leur
expression a la membrane (Keller SR, 2003), (Wu-gvaéR et coll., 1999). Insérée dans la
membrane, IRAP présente un fragment cytosoliqueuretfragment extracellulaire qui
contient le site catalytique de l'activité leucipeptidase zinc-dépendante (Thomas WG et
Mendelsohn FA, 2003). Par ailleurs, il est appaue dRAP et P-LAP, une leucine
aminopeptidase placentaire, sont une seule et reétité (Matsumoto H et coll., 2001). Dans
le placenta, P-LAP s’exprime a la membrane cellalan réponse a I'ocytocine. Les substrats
in vivo d'IRAP / P-LAP ne sont pas connus, mais vitro elle clive la vasopressine,
I'ocytocine, les met-enkephalines, ... (MatsumototHtal., 2001), (Rogi T et coll., 1996),
(Lew RA et coll., 2003). L’Ang-1V se fixe sur la gee extracellulaire d’'IRAP et inhibe son
activité catalytique. Le fait que dans le placefiteytocine induise I'expression a la
membrane d’'une enzyme dont I'ocytocine est préasgraubstrat a ainsi conduit a proposer
I'hnypothése générale qu’un rdle physiologique d’'RAqui est exprimée dans de trés
nombreux tissus, pourrait étre de permettre unelbale rétrocontrle négatif autocrine de la
signalisation peptidique extracellulaire. L’effetflitateur de la vasopressine et de I'ocytocine
sur I'acquisition mnésique dans I'hippocampe esnhgtabli. Il est ainsi postulé, mais non
démontré, que l'effet facilitateur de I'Ang-IV sues processus de mémorisation soit la
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conségquence de linhibition par I'Ang-1IV de la dadation de la vasopressine et / ou de

I'ocytocine.

L’ensemble de ces considérations, la mise en ég@ene dans des cardiomyocytes
en culture I'endothéline-1 induit I'expression anl@mbrane d’IRAP (Wu-Wong JR et coll.,
2000), et les données rapportées par notre lali@ataggérant que sur l'artere basilaire,
I’Ang-IV induit une vasoconstriction médiée parnaothéline-1 (ET-1) nous a conduit a

postuler un modele pour rendre compte de I'effstutaire de 'Ang-IV.

L’ET-1 induirait dans la cellule musculaire lissenome dans le cardiomyocyte
I'expression d'IRAP a la membranegrigure 1). L'exposition extracellulaire du site
catalytigue d'IRAP permettrait la dégradation denfiothéline extracellulaire, limitant ainsi
son action. En inhibant I'activité catalytique dAR, ’Ang-IV augmenterait la concentration
nette péricellulaire d’'ET-1 et amplifierait soniactconstrictrice. En I'absence d’ET-1, IRAP
resterait confinée dans les vésicules cytoplasmsigid’Ang-1V n'aurait pas d’effet. Pour
rendre compte de notre observation que la préitimubgar le KClI démasque l'action
constrictrice de I'Ang-IV, nous postulons que le IKCourt-circuite la régulation
physiologique normale du trafficking d’IRAP a la mierane par 'ET-1. De fait, le calcium
cytosolique est un élément central de la signadisantracellulaire contrélant I'expression de
surface des protéines transmembranaires et desgsud’exocytose, et 'augmentation de la
concentration de K extracellulaire entraine une dépolarisation qupaaur conséquence

I'entrée de calcium dans le cytosol.
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Figure 1 : Schéma du mécanisme proposé par lequ&mngiotensine IV entraine

une vasoconstriction médiée par 'ET-1.

Cette étude avait donc pour but de vérifier expéntalement les hypothéses sur

lesquelles est construit ce modéle.
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2.3.2.2. Matériel et méthodes

2.3.2.2.1. Translocation d'IRAP a la membrane @onée a I'ET-1

a) Western blot des fractions membranaires et 3sapques

Les arteres basilaires étaient prélevées et pegupéndant 15 minutes par une
solution de Krebs. Alors, les artéres étaient ig&sbou non par des solutions d’ET-1 (310
M), d’ET-3 (3.10° M) ou de KCI (50 mM) puis broyées & l'aide d’unl®mn (UltraTurrax
T8, IKA Labortechnik) a faible vitesse pendant 6@candes dans un tampon
d’homogénéisation (20 mM Mops, pH 7,2, 0,25 M ssefol mM dithiothreitol, avec des
inhibiteurs de protéases (1 mM EGTA, 100 uM leumeptl mM PMSF et 1 uM pepstatine)
et des inhibiteurs de phosphatase (1 mM orthovdeatasodium et 200 uM pyrophosphate
de sodium) (Walker AJ et coll., 2001). L’homogémait centrifugé a 800 g pendant 10
minutes a 4 °C afin d’obtenir le culot de faibleegise contenant les noyaux et le tissu non
homogénéisé. Le surnageant était recentrifugé a20Q0Qy pendant 60 minutes a 4 °C pour
collecter les fractions cellulaires membranairec@gbplasmique. La fraction membranaire
était lavée par du TBS et incubée dans un tampdysdg50 mmol / L Tris-HCI pH 8,0, 150
mmol / L NaCl, 0,02 % sodium azide, 100 pg / mlofiure de phénylmethylsulfonyl, 1ug /
mL aprotinine, et 1 % de Triton X-100). Les échiéomis étaient dissous dans 20 pL de
tampon (quantité correspondante a 80 g de pratémales), dénaturés a 95 °C et soumis a
une électrophorese dans un gel de polyacrylamitie @. Les protéines étaient transférées
sur des membranes de nitrocellulose. Aprés bloeage le tampon de blocage (0,05 % de
Tween 20, 8 g / L de lait écrémé dans du TBS) pé&ature ambiante pendant une heure, les
membranes étaient incubées avec un anticorps pabiclde lapin anti-IRAP (Alpha
Diagnostic International, San Antonio, USA) (Kell&R et coll., 1995) dilué dans 200
volumes de solution TBS (10 mmol / L Tris-HCI pH)8150 mmol / L NaCl, et 0,05 %
Tween 20) contenant 15 % de solution de lait écrardé°C pendant une nuit. Aprés cing
lavages successifs avec du TBS pendant 5 minggsnémbranes étaient incubées avec un
anticorps secondaire 1gG de chevre anti-lapin (BmRaboratories) dilué dans 3000 volumes
de TBS contenant 15 % de lait écrémé a températabgante pendant une heure, puis lavées
encore 5 fois avec du TBS pendant 5 minutes, &istslisées par chemiluminescence (ECL

reaction, Amersham).
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b) Microscopie confocale

L’anticorps anti-IRAP du commerce donne en immustdthimie un marquage non
spécifique intense qui interdit son utilisation slaette technique. Nous avons donc utilisé un
anticorps dirigé contre GLUT-4, (dont I'expressi@n la membrane accompagne celle
d’'IRAP), pour visualiser en microscopie confocaxpression de GLUT-4 a la membrane de

cellules musculaires lisses d’aorte de rat en eifprimaire.

Afin de déterminer la localisation cellulaire de GL-4, des études
d'immunofluorescence ont été réalisées sur desresltprimaires de cellules musculaires
lisses vasculaires d’aorte de rat. Ces cellulesolases lisses étaient mises en croissance sur
des lames coatées a la polylysine dans du milielbd2ao’s modified Eagle supplémenté
avec 10 % de sérum de veau foetal et ensuite fp@e2 % de paraformaldehyde dans du
PBS a 4 °C et perméabilisées dans 0.3 % de Trita0X(Walker AJ et coll., 2001), (Arribas
SM et coll.,, 1996). Les cellules étaient incubéescaun anticorps primaire de lapin anti-
GLUT-4 dirigé contre le rat (Calbiochem) (James &Eoll., 1989) dilué au 1/1000 une nuit
a 4 °C. Apres un lavage intensif avec du TBS canef,1l % de Tween 20, I'anticorps IgG
secondaire de chévre dirigé contre le lapin et éoagd’Alexa Fluor 488 (Molecular Probes)
était incubé une heure a 37 °C. Les lames étaientite montées dans un milieu contenant du
Mowiol (Calbiochem) puis examinées en utilisant mitroscope confocal Zeiss LSM-510

Meta (Carl Zeiss Jena, Allemagne).

2.3.2.2.2. Dégradation de 'ET-1 par IRAP

a) Dosage de I'endothéline-1 par test ELISA.

La diminution de la concentration initiale d’ET-1ud milieu incubé a 37°C a été
mesurée par ELISA a 15, 30, 60, 120 et 180 mineteprésence et en I'absence d’'une artére
basilaire.

Une artere basilaire entiere mais ouverte sur séiéraiait perfusée par une solution
de Krebs pendant 15 minutes et alors incubée pénmtenheure dans 30 pL d'une solution
d’ET-1 (Cayman Chemical, oM dans la solution de Krebs) (Capobianco E et c2003)
sous une atmosphére de 5 % de,@éns 95 % d’'@a 37 °C. Le milieu était supplémenté ou
pas avec de I'Ang-IV (1& M or 10° M) et / ou un antagoniste des récepteurs, A
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Norleuciné, Leucinaf-(reducted peptide bond)-angiotensine IV (NJeueuaf-angiotensine
IV) (3.107 M). Les échantillons étaient dilués avec le tampdBLISA au 1 / 18™ Les
concentrations d’ET-1 étaient déterminés en utitisan kit d’'ELISA commercial (Cayman
Chemical) (Capobianco et coll.,, 2003). Cet essamumométrique était basé sur une
technique de double anticorps « sandwich ». Chamits avait été coaté par un anticorps
monoclonal spécifigue de I'ET-1. Un conjugué ackthglineterase: Fb’, qui se fixait
sélectivement sur un épitope difféerent de la mdedlET-1, était aussi ajouté dans le puits.
La concentration des analytes était alors détemnare mesurant l'activité enzymatique de
I'acéthylcholineterase avec le réactif d'Ellmanar gpectrophotométrie. Les résultats étaient
exprimés en pg / mL avec l'aide d’'un logiciel Dsliét 1l et le pourcentage de dégradation de
'ET-1 pendant 15, 30, 60, 120 et 180 minutes é#hirs calculé. Le pourcentage de

disparition de 'ET-1 du milieu attribuable a I'are a été étudié a 60 minutes.

b) HPLC

La chaine de chromatographie liquide a haute pedoce (HPLC) consistait en un
systeme de deux pompes associées KONTRON, d’'unaerm®IC18 Stability en phase inverse
(10 cm de longueur, 3 mm de diamétre interne, 3 dertaille de particules, 300 A de
dimension de pores, C.I.L. Cluzeau, France) et dlétecteur de fluorescence (RF-10Axl,
Shimadzu). Le volume de la boucle d’injection é@dét 1 pL. L'ET-1 et ses métabolites
étaient élués en utilisant un gradient de deux mgéls.de solvants : Mix A, 30 % acétonitrile
dans I'eau (0,1 % acide trifluoroacétique (TFA))ixNB, 90 % acétonitrile dans I'eau (0,1 %
TFA) (Kumarathasan P et coll.,, 2001). La compositie la phase mobile était ainsi
programmeée : la composition initiale était fixé&0 % de Mix A pendant 1 minute, puis une
rampe permettait d’atteindre 100 % de Mix B sur rBlhutes, cette composition restait
maintenue constante pendant 10 minutes, et uneergétagt alors programmée pour ramener
la phase mobile a sa composition initiale (100 %viie A) en 15 minutes, laquelle était
maintenue pendant 5 minutes. La durée totale d@diementation était de 61 minutes. Le
détecteur de fluorescence était optimisé pour uedlaure sensibilité de détection avec une

longueur d’onde d’excitation de 280 nm et une languwl’onde d’émission de 340 nm.
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2.3.2.3. Résultats

2.3.2.3.1. Translocation d’'IRAP a la membrane

a) Western Blot (IRAP)

Les western-blot réalisés avec un anticorps arAPlIRcommercial montrent une
augmentation du marquage de la fraction membramaire2ponse a I'ET-1 et au KCI mais
pas a I'ET-3 Figure 2.

Cyt Mb Cyt Mb Cyt Mb Cyt Mb

Figure 2 : Localisation d’'IRAP obtenue a partir desfractions cytoplasmiques
(Cyt) et membranaires (Mb) des broyats d’arteres basilaires incubées ou non en
présence de KCI (50 mM), ET-1 (3.1 M) ou ET-3 (3.10° M).

L’insuline, le KCI et I'ET-1 induisent une diminoth franche du marquage
cytoplasmique et un renforcement du marquage meralvea L'absence d’effet de 'ET-3,
ligand sélectif du récepteur ETindique que I'ET-1 entraine I'expression d'IRAPla
membrane en réponse a la stimulation de son régegeetype A.

b) Microscopie confocale (GLUT-4)

La localisation cellulaire de GLUT-4 dans les cdtiotis basales était cytoplasmique
et membranaireR{gure 3. L’incubation des cellules musculaires lissespedsence de KClI
(50 mM) et d’ET-1 (3.18 M) entrainait une translocation de GLUT-4 & la rbeame
cellulaire alors que I'ET-3 (3.10M) n’avait pas d'effet, et que I'effet du KCI dismissait en
I'absence de calcium extracellulaire (zéro calciUBDTA).
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Controle KCI

Figure 3 : Immunolocalisation de GLUT-4 sur les céliles musculaires lisses dans les
conditions basales (Contrdle) ou incubées en préseEnde KCI (50 mM),
ET-1 (3.10% M), ET-3 (3.10° M) ou KCI (50 mM) sans calcium extracellulaire.

Nous avons confirmé ce résultat fonctionnellemeunt Bartére basilaire isolée
perfusée : a linverse de I'ET-1, le prétraitemgratr I'ET-3 ne démasquait pas l'effet

constricteur de I'Ang-IV.

2.3.2.3.2. Effet de I'Ang-IV sur le métabolisme KET-1 par I'artére

basilaireex vivo

a) ELISA

Afin d’examiner directement I'hypothése selon ldtge’Ang-IV induirait une
vasoconstriction en inhibant la dégradation exthaleere de I'ET-1 par IRAP, le taux de
disparition de 'ET-1 exogéne était examinévitro en présence ou en absence d’'une artere

basilaire Figure 4).
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Figure 4 : Cinétique de clairance de 'ET-1 (en % @ la quantité initiale 10° M)

mesurée en ELISA en présence (artére) ou non (miligd’une artere basilaire.

La dégradation spontanée de I'ET-1 était de momd@% au bout de trois heures, et

de plus de 70 % en présence de l'artere.

Ce pourcentage est inhibé de facon dose-dépenganti&addition d’Ang-IV dans le
milieu. L’antagoniste de I'’Ang-1V, la NIéu Leuaf-angiotensine 1V, n’a pas d’effet propre,
mais bloque complétement I'effet inhibiteur de IgxiV.

Le taux de dégradation spontanée de I'ET-1 suiVamtubation a 37 °C dans le
milieu de perfusion contenant 101 d’ET-1 était de 9,2 + 2,8 % & 60 minutésgure 5), et
était augmenté a 66,5 + 3,9 % / 60 minufes<(0,0001) en présence d’'une artére basilaire.
L’angiotensine IV (1§ M) réduisait le taux de dégradation & 42,7 + 7,586 minutes® =
0,0013versusartére basilaire seule) et I'angiotensine IV (1) réduisait encore plus le taux
de dégradation a 14,5 + 4,1 % / 60 minutes<(0,0001versusartére basilaire seul® =
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0,0006versusAng-IV 10% M). L'antagoniste de I'angiotensine IV montrait éger effet
agoniste, et réduisait le taux de dégradationEé-IL a 59,2 + 1,5 % / 60 minutd®,= 0,013
versusartére basilaire seule, mais réduisait signifigatient I'inhibition de la dégradation
d’ET-1 induite par 'Ang-IV 1G M (56,25 + 2,1 % / 60 minutda= 0,013).
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Figure 5 : Pourcentage de dégradation de 'ET-1 diagcon spontanée (controle),
en présence d’artere basilaire (AB), d’angiotensin&/ (Ang-1V) avec ou sans

Nleu!, Leual-angiotensine IV (NL) au bout de 60 minutes d’incultion

Ces résultats mettent en évidence la disparitiofEdel du milieu extracellulaire par
un mécanisme attribuable a IRAP, compatible averertopothése de travail. Cependant ils
n'apportent pas la preuve formelle de la dégradadi® I'ET-1 a I'extérieur de la cellule par
IRAP, sa disparition pouvant étre la conséquenaealinternalisation préalable suivie d’'une

dégradation lysosomiale.
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b) HPLC

Nous avons étudié en HPLC le milieu de culture lidcaux temps tO, t60 et t180
minutes. Le pic d’'ET-1 mesuré en fluorescence mpast modifié dans le temps en I'absence

d’artere basilaireKigure 6 Controlé.
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Figure 6 : Chromatogrammes de fluorescence obtenaa bout de 0, 60 et 180
minutes d’incubation de I'ET-1 seule (contrdle), emprésence d’'une artere

basilaire avec ou sans angiotensine IV avec ou satigalinal
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L’ET-1 est dégradée trés faiblement spontanémemhea heure et 180 minutes, de
'ordre de 2 a 3 %. En présence de l'artéere basilde pic d'ET-1 est diminué a t60 et
disparait quasiment completement a tIBi@re 7A), alors qu’en paralléle apparait a t60 un
second pic, qui est trés augmenté a tI=EQure 7 B). En présence d’Ang-IV le pic initial
d’ET-1 ne diminue pas dans le temps, et le secomd’gpparait pas. En présence d’Ang-1V
et de son inhibiteur spécifique le divalinal, lan@hution du pic correspondant a I'ET-1 et
I'apparition du second pic réapparaissent. Desltaisucomparables ont été obtenus en

présence d'aorte de rat dans le milieu de culture.

Ces résultats confirment ceux obtenus en ELISAsuggéerent la validité de notre
hypothése en mettant en évidence l'apparition ddeptide qui est tres probablement le
produit de clivage de I'ET-1 par IRAP.
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Figure 7 : Cinétique de disparition de 'ET-1 (expimée en pourcentage de la dose
initiale) mise a incuber en présence ou non de I'tére basilaire, d’Ang-1V et de divalinal
(A) et cinétique d’apparition d'un autre peptide dans les mémes conditions (B)
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2.3.2.4. Discussion

L’ensemble des résultats obtenus suggére la \alidit modele proposé comme
hypothese de travail. L’incubation par I'ET-1 indlienrichissement de la préparation de
membranes cytoplasmiques par rapport a la fractjposolique, indiquant la translocation a
la membrane d’'IRAP en réponse a I'ET-1. Cet effatreédié par le récepteur g Tpuisque
'ET-3, le ligand spécifique du récepteur &M'a pas d’effet. Ces résultats sont d’ailleurs
cohérents avec les observations fonctionnelledasuontractilité de l'artere basilaire. Alors
que comme I'ET-1, 'ET-3 induit une contraction Hartére basilaire, 'ET-3 ne fait pas
apparaitre la réponse contractile a I'angiotengiheLa préincubation avec le KCI induit
'augmentation attendue du marquage de la fragnembranaire par I'anticorps anti-IRAP,
et cette augmentation disparait en I'absence dgucalextracellulaire. L’ensemble de ces
résultats est confirmé de facon indirecte par tiéten microscopie confocale des cellules
musculaires lisses d’aortes de rat. La stimulag@n I'ET-1 ou le KCI fait clairement
apparaitre une diminution du marquage cytosoliqr&stdUT-4, le partenaire d’'IRAP dans
les vésicules cytosoliques, alors que 'ET-3 o@ en I'absence de calcium extracellulaire

n'ont pas d’effet.

Ces résultats soulévent plusieurs interrogationis ngéritent d’étre discutées. La
premiére est que l'ensemble des conclusions reposel’utilisation de I'antagoniste
spécifiqgue de I'angiotensine 1V, le divalinal. Leogpe d’Anthony Albiston a Melbourne qui
a identifie IRAP comme le récepteur A& étudié ses propriétés enzymatiques a partir de
préparation de membranes de cellules HEK trangectdvec I'ADNc d'IRAP. La
dégradation du substrat d'IRAP, la Leu-béta-napitmtle a été mesurée en présence de
différents ligandsKigure 8 (Lew RA et coll., 2003).
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Figure 8 : Inhibition of IRAP by Ang IV analogues. Substrate (Leuf-NA) was
incubated with HEK29T-IRAP membranes in the presene or absence of inhibitor
peptides: Ang IV (-), LVV-H7 (+), Nle*-Ang IV (), divalinal Ang IV (), AVP () at the
indicated concentrations. Data are expressed as tiper cent inhibition of substrate
cleavage relative to control, and are the mean = 3Eof 6-9 replicates from two to three
experiments, each performed in triplicate(Lew RA et coll., 2003)

La conclusion, surprenante, de ce travail est ¢amgiotensine IV, mais aussi le
divalinal et la LVV-hemorphin-7 sont des inhibitsude l'activité catalytique d’IRAP. En
d’autres termes, pour cette équipe, le divalinalaeLVV-hemorphin-7 ne sont pas des
antagonistes de l'angiotensine IV, mais des agesistUne telle conclusion n’est pas
seulement en contradiction directe avec nos prag®dtats, mais aussi avec I'ensemble des
travaux émanant de différentes équipes qui montpeeatle divalinal ou la LVV-hemorphin-7
bloquent les effets biologiques de I'angiotensie(Chen S et coll., 2000), (Kramar EA et
coll., 1997), (Krebs LT et coll., 1996). L’hypotreequ’IRAP a une double fonctionnalité, a la
fois peptidase par son domaine extracellulairesraassi récepteur peptidique plus classique,
capable de transduction d’une signalisation inthalegre par I'intermédiaire de son domaine
cytosoligue ne peut étre exclue formellement. Ainangiotensine [V, divalinal et
hémorphines pourraient avoir la méme action inhdatde I'activité enzymatique d’IRAP,
mais l'angiotensine IV serait un agoniste et leatihal un antagoniste de sa fonction
récepteur. Une telle hypothese n’est toutefois quaspatible avec nos observations que le
divalinal atténue I'effet inhibiteur de I'angioténs IV sur la dégradation de 'ET-1. Nous
devons cependant reconnaitre que le blocage detliehibiteur de la dégradation de 'ET-1

par 'angiotensine IV n’est que partiel dans nopésiences conduites en HPLC, alors que ce
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blocage était complet avec l'autre antagoniste {INar-Ang-1V) dans les expériences
réalisées en ELISA. Il est ainsi tout a fait polssiQue le divalinal soit un antagoniste a

activité agoniste partielle.

Le groupe de Melbourne souleve par ailleurs uneeaagbntradiction avec nos
résultats, bien plus embarrassante dans la meaureus ne pouvons pas, comme pour I'effet
antagoniste du divalinal, nous appuyer sur desltedgs concordants de la littérature.
Matsumoto (Matsumoto H et coll., 2000) a étudidédédnts substrats potentiels de la forme
soluble d'IRAP, spontanément sécrétée par desleglldHO transfectées, et conclue que
'ET-1 n’est pas clivée par IRAP. A la suite d’édlgas de courriels, Antony Albiston a a
notre demande examiné dans son modéle si 'ET4ll ®thstrat d'IRAP, et trouve lui aussi
que tel n'est pas le cas. Dans la mesure ou naussdwei en nos résultats et aucune raison de
mettre en cause ceux d’Albiston et de Matsumotqukestion posée devient alors de tenter de
comprendre comment les différences dans les mod&{périmentaux utilisés pourraient

rendre compte de la contradiction apparente.

Matsumoto et Albiston ont étudié les propriétésyamatiques d’'IRAP soluble, soit
libérée spontanément dans le milieu de culture estiaite de préparations de membranes par
un traitement au triton. Il est concevable queameslitions puissent induire des modifications
conformationnelles de la protéine avec pour résules modifications des propriétés de

I'enzyme native, présente dans son environnementbranaire.

Une explication alternative pourrait étre que leaditions expérimentales différentes
influencent non pas I'enzyme elle-méme, mais lesditions de son interaction avec son
substrat, I'ET-1. De trés nombreuses hypothésesemtualors étre évoquées. Il est ainsi
possible que le clivage de 'ET-1 en présence d'ariere mais pas en présence d’'IRAP
soluble soit la conséquence d’'une cascade enzymatigns laquelle IRAP est impliquée. I
est par exemple possible que pour devenir sub$iRAP, I'ET-1 doive au préalable subir
une premiére coupure par une autre ectoenzymst théme possible que I'ET-1 ne soit pas
directement substrat d'IRAP mais soit clivée pae @utre ectoenzyme, active uniquement
dans sa forme soluble, et dont le clivage par IRARit une étape nécessaire a I'activation,
rendant ainsin fine la dégradation de 'ET-1 IRAP-dépendante et exjalig son inhibition
par 'angiotensine IV. Enfin il est aussi possigles I'ET-1 circulante ne soit pas directement
substrat d'IRAP, mais le devienne aprés sa liag@alable a I'un de ses récepteurs. Il a ainsi
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par exemple été montré que le récepteur de type Beddothéline subit une protéolyse
limitée a la surface de la cellule par une métatigase, mais le récepteur n’est clivé que s'il
est occupé par son ligand, I'ET-1 (Grantcharova €ok., 2002).

L’interprétation de nos résultats que nous privdég reste que I'ET-1 est substrat
d’'IRAP, car si tel n’était pas le cas, il faudradmettre alors que la clairance de 'ET-1 du
milieu extracellulaire est la conséquence de sternalisation dans les cellules musculaires
lisse de la paroi du vaisseau, et que cette irteati@n est controlée positivement par IRAP.
Il faudrait par ailleurs admettre qu’en parall@dRAP contrdle positivement la sécrétion ou la
libération a partir de la membrane d’'un autre miEptians le milieu extracellulaire. De fait,
nous ne serons en mesure d’apporter une réponisitidéfque lorsque nous aurons réussi a
identifier formellement la nature du peptide qupamit en HPLC a mesure que I'ET-1
disparait. Que ce peptide soit ou pas un fragmé&i-dl, 'ensemble de ce travail nous aura
de toute facon conduit a confirmer les conclusisnggérées par notre étude des effets de
I'angiotensine IV sur I'artére basilaire isolée fpeée, identifiant 'ET-1 comme le médiateur
de I'effet vasoconstricteur de I'angiotensine I\digmue nous pouvons maintenant conclure
formellement que I'ET-1, par le biais de son réeaptET, induit la translocation a la
membrane cellulaire d'IRAP, et que l'angiotensiferhlentit la disparition de I'ET-1 de

I'espace périvasculaire en inhibant un mécanisméPHaépendant.

Si le peptide inconnu est un fragment d’'ET-1, @vdil apportera pour la premiere
fois la preuve de I'hypothése que le (ou un) rdiggmlogique d'IRAP est de constituer un
mécanisme de rétrocontrble autocrine négatif desidgmalisation extracellulaire par les
hormones peptidiques en dégradant (directemeniditectement) ces peptides dans le milieu
extracellulaire. Si ce peptide n’a pas de lien &iEeT-1, nous serons en mesure de proposer
la méme conclusion, nuancée par la réserve quepauns en ce qui concerne I'ET-1, le
mécanisme par lequel IRAP accélére la disparitienl’'dormone peptidique du milieu

extracellulaire par un mécanisme ne repose pasneudégradation par IRAP.
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3. DISCUSSION
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L’ensemble de nos travaux nous a permis de mettireimiére la participation du
métabolite de I'angiotensine I, I'angiotensine ldux meécanismes de protection contre
l'ischémie cérébrale. Les mécanismes de cet effetegteur de I'angiotensine IV restent
cependant pour I'essentiel obscurs.

Nos observations mettent en évidence que l'angsotenlV agit probablement en
facilitant la préservation du flux sanguin dansdgion ischémique, limitant ainsi la taille de
I'infarctus en réduisant la zone de pénombre, maisble aussi avoir spécifiquement un effet
favorable sur les séquelles cognitives de liscleeénmpliquant des mécanismes d’action

neuronaux.

Alors que nous avons montré qu’administigevivo I'angiotensine IV induit une
puissante vasodilatation cérébrale, I'étude dgpegariétés vasomotrices sur un vaisseau isolé
du lit cérébral met en évidence un effet paradorate vasoconstricteur. Cette contradiction
apparente est constante dans la littérature puisemdravaux ayant examiné l'effet de
I'angiotensine IV administréan vivo rapportent une augmentation des flux sanguins
tissulaires (Kramar EA et coll., 1997), (Naveri L eoll., 1994), alors que la plupart des
études réaliséan vitro rapporte un effet vasoconstricteur de I'angioteasV (Li Q et coll.,
1995), (Loufrani L et coll., 1999).

Nous avons démontré sur le modele de lartére diesilisolée perfusée que
I'angiotensine IV induit une contraction en inhibam mécanisme autocrine de rétrocontréle
négatif médié par IRAP qui diminue la concentragfiicace d’ET-1 (endogéne ou exogéene).
Ces resultats sont a notre sens importants a daes.tLe premier est qu’ils étayent
expérimentalement pour la premiére fois avec I'eplende I'ET-1 I'hypothese qu’un réle
physiologique d’'IRAP est de moduler I'amplitude degaux peptidiques extracellulaires. Le
second est que ce modéle nous a permis de metéd@dance des effets de I'angiotensine IV
a des concentrations compatibles avec celles pdbgsmement circulantes, alors que
'ensemble des études conduites jusqu’a présesi hienin vivo qu’in vitro ont utilisé des
doses micromolaires, largement surpraphysiologiqd&ngiotensine IV (Chen S et coll.,

2000), (Patel JM et coll., 1998), (Garrison EA etddwitz PJ, 1996). En d’autres termes,
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nous pensons, mMéme si nous ne l'avons pas mis emguex dans la discussion de notre
manuscrit, que nos résultats apportent la preni@sela preuve que l'angiotensine IV est
bien un acteur physiologique du systéme réninegiotensine. Cependant, nos résultats ne
nous permettent pas d’affirmer que le role physgjmjoe de I'angiotensine IV est d’amplifier

les effets vasculaires de I'ET-1.

Nos observations sont dans une large mesure ltedinunasard et d’'une succession de
résultats déconcertants. Notre hypothése initlzdsge sur les données de la littérature, était
que l'angiotensine IV est un vasoconstricteur suplupart des lits artériels (Loufrani L et
coll., 1999), mais est vasodilatatrice dans lautation cérébrale (Kramar EA et coll., 1997).
Notre premiere surprise avec le modele de lartbasilaire dans nos conditions
expérimentales a été d'observer la contractionndtie aux différents vasoconstricteurs
classiques (épinéphrine, ET-1), mais strictementa@ réponse a I'angiotensine I, ni seule,
ni en présence d’antagonistes de ses récepteurseART,. Cette absence d’expression
fonctionnelle des récepteurs de I'angiotensinedlisnoffrait avec ce modele I'opportunité
unique de pouvoir étudier les effets de I'angioite®sV sur son récepteur AT IRAP sans
recruter de stimulation parasite des récepteurseAT ou AT, une difficulté présente dans
toutes les études vitro publiées (Gardiner SM et coll., 1993), (Le MT etl¢ 2002). Dans
ce modele I'angiotensine IV n’avait cependant auefiet elle non plus. Dans la mesure ou
nous anticipions un effet vasodilatateur, nous auenté de le démasquer classiquement par
une précontraction au KCI, et révélé une vasocitistn. Puisque la précontraction au KCI
faisait apparaitre la fonctionnalité d’AT/ IRAP, et qu'l était connu que dans le
cardiomyocyte (Wu-Wong JR et coll., 2000) et l'amigte (Wu-Wong JR et coll., 1999)
'ET-1 induit la translocation d'IRAP a la membrames résultats nous invitaient directement
a évaluer si une précontraction par 'ET-1 pouedlé aussi faire apparaitre une réponse a

I'angiotensine IV.

Dans ce modele expérimental, l'artére basilaire esfposée aux agents
pharmacologiques simultanément par sa lumiére etspaparoi externe, adventitielle, le
perfusat et le bain ayant la méme composition. Netens tout récemment modifié notre
dispositif expérimental afin de pouvoir controlee dacon indépendante la solution de
perfusion et celle du bain. Nos résultats prélinmnesamontrent que I'angiotensine IV apres
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précontraction au KCI, n'a pas daction vasoconside lorsqu’elle est administrée
seulement dans la lumiére, et gu’au contraire,eziteaine une vasoconstriction lorsqu’elle est
administrée dans le bain, méme en I'absence d’Aeggine IV luminale. Un travail de Mima
et coll. a montré que linjection intraartériell&Ed-1 n'avait pas d’effet sur le diamétre de la
basilaire chez le chat et le chien, alors que liadstration intracérébrale d’ET-1 entrainait
une diminution du diamétre de la basilaire de 7@Wma T et coll., 1989).

Ces observations ouvrent des perspectives a la rétemsion des mécanismes de
I'effet vasodilatateur de I'angiotensine IV obserwveé vivo. Il est en effet possible que
I'angiotensine IV agisse en inhibant la dégradatiten peptides présents non pas dans la
lumiére, mais dans I'espace interstitiel. Il ested égard intéressant de souligner ce que nous
avons observé au cours des artériographies céeslofaéz le rat : alors que I'angiotensine IV
était administrée sous forme de bolus dans la idaratterne, son effet vasodilatateur était
retardé, apparaissant progressivement apres cimgtesi pour atteindre un maximum environ
dix minutes aprés l'injection, un délai d’actionngpatible avec sa pénétration progressive a
travers la paroi artérielle ou dans l'interstitiw@rébral a partir du lit capillaire. A l'inverse
des conditions expérimentales des expériemoesivodans lesquelles 'ET-1 était le seul
substrat potentiel d'IRAP, de nombreux peptidestalbs d'IRAP comme la vasopressine et
I'ocytocine sont aussi présents dans le tissu c&réBes peptides sont classiqguement des
vasoconstricteurs. Cependant, I'administration deopressine ou d’ocytocine directement
dans l'artere vertébrale du chien entraine une didation marquée des vaisseaux
intracraniens (Suzuki Y et coll., 1992), (Suzuketrcoll., 1993). Cet effet vasorelaxant de la
vasopressine et de I'ocytocine est aussi retraniwétro sur des anneaux d’arteres basilaires,
alors que ces peptides contractent les anneautearfémorales (Katusic ZS et coll., 1986).
On peut dés lors imaginer gui'vivo, le tonus contractile de base des artéres céesbest le
résultat net de la balance des effets constrictdar§ET-1 et des effets dilatateurs de la
vasopressine et de I'ocytocine, les concentratamses peptides dans l'interstitium cérébral
périvasculaire étant elles-mémes la conséquentédialibre dynamique de leur production
et de leur dégradation par IRAP. Si la vasopressshein meilleur substrat d'IRAP que I'ET-
1, alors linhibition d’IRAP par I'angiotensine I€ntrainerait une modification de I'équilibre
résultant en une augmentation du ratio vasopregdiiel expliquant I'effet vasodilatateur

net de I'angiotensine IYh vivo.
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Une autre hypothése de travail peut étre avancée mmdre compte de l'effet
vasodilatateur de l'angiotensine IM vivo. Elle résulte d'une observation déconcertante
obtenue dans notre modele d'artéere basilaire p&sfuda précontraction par le KCI
démasquant une contraction dose-dépendante adtangine IV, nous avons étudié si cette
contraction impliquait les récepteurs Adu AT,. Nous avons montré que la réponse a
I'angiotensine IV n’était modifiée ni par la présende candesartan, ni par celle de
PD123319, un antagoniste spécifique du récepteuyr Rdus avons ensuite mis en évidence
que la précontraction par I'ET-1 entrainait ellessiul'apparition d'une réponse a
I'angiotensine 1V, et avons la encore étudié I'effe candesartan et du PD123319 sur cette
réponse. Les résultatgigure 6, que nous avons pris soin de ne pas inclure datre
manuscrit, montrent que le blocage du récepteurest responsable d’une augmentation tres

significative et tres reproductible de I'effet ctiteur de I'ET-1.
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Figure 6 : Effet des antagonsites des récepteurs ATAT, ou AT, sur la
contraction de I'artére basilaire de rat stimulée @r 'ET-1 10 M, en présence ou non
d’Ang-IV

Ce résultat suggere que, dans ce modele particldiffet vasoconstricteur de I'ET-1
est le résultat net de deux effets opposeés, unecweastriction médiée par 'ET-1 et une
vasodilatation A}-dépendante. Puisqu’en I'absence de précontragianl’ET-1 I'artére
basilaire ne répond pas a l'angiotensine Il, nilsei en présence de candesartan ou de
PD123319, cette observation suggere que 'ET-1liindemme pour IRAP, I'expression
fonctionnelle du récepteur ATmais aussi I'apparition de son ligand, I'angiciee, dans la
préparation. De trés nombreuses interactions oétdécrites entre le systeme rénine-
angiotensine-aldostérone et les endothélines (R&Bsiet coll., 1999). Nous n'avons pas
trouvé parmi ces travaux de preuves expérimenthfeste que 'ET-1 induise la production
d’angiotensine par les cellules vasculaires, tamigeKawaguchi et coll. ont montré que I'ET-
1 stimule sur des cellules endothéliales vitro, I'activité de I'enzyme de conversion
(Kawaguchi H et coll., 1991).
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Une troisieme piste peut étre envisagée pour tadtgecomprendre la nature de la
réponse a lI'angiotensine v vivo, et en particulier son réle au cours de I'ischéocd@ebrale.
L’ischémie cérébrale aigué stimule la productiotracérébrale d’ET-1. La concentration
d’ET-1 dans le parenchyme cérébral augmente danmé&leles d’'ischémie aigué, et chez
'homme, les taux d’ET-1 s’élevent dans le liqumgphalo-rachidien et dans le sang veineux
d’origine céphalique a la phase aigué de I’AVC. @bservations ont conduit de hombreux
auteurs a proposer que 'ET-1 joue un réle cerdeals la physiopathologie de 'AVC et
contribue a la cascade d’événements aboutissaimfardtus cérébral. A I'appui de cette
hypothése, il a été montré dans des modéles exgétamx que le blocage du récepteun ET
par un antagoniste spécifique a un effet protecflanebo JE et coll., 1998) (Patel TR et
coll., 1996).

La production d’'ET-1 au cours de lischémie cérébraigué n’est pas due aux
neurones, mais aux cellules de la glie. Dans laureesu le role physiologique central de ces
cellules est d’assurer des fonctions ancillairesexwice du neurone, on peut s’étonner qu’en
réponse a une agression ischémique, ces celluésefit un médiateur qui aggrave la
souffrance neuronale. On peut deés lors se demandette production d’'ET-1 en réponse a
I'ischémie ne doit pas étre interprétée au cordrammme une composante de la réponse
adaptative, physiologique, visant a limiter la $iarfce ischémique des neurones. Il reste bien
sar possible que dans certaines circonstances,régibnse dépasse son but et puisse aboutir a
un effet délétére. Cependant, aucun argument ewpgtal définitif ne permet d’exclure
I'hnypothése paradoxale que I'ET-1 participe a uncamésme protecteur. Il est dailleurs
intéressant de souligner que dans un modele expétand’ischémie cérébrale, si le blocage
du récepteur E4 a un effet protecteur, celui du récepteurs EBfjgrave les conséquences de

I'ischémie (Siren AL et coll., 2002).

Dans la mesure ou I'ET-1 est produite par les tadlgliales ischémiques, il est
|égitime de penser que laugmentation de la comagoh cérébrale d’ET-1 n’est pas
uniforme, et répond a un gradient avec un maximenigsionnel. Sur notre modele d’artere
basilaire, nous avons montré que la précontragimnune dose modeste d’ET-1 démasque

I'effet constricteur de l'angiotensine |V. Des r#ats préliminaires nous ont permis
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d’observer toutefois que si la précontraction dgeoue avec des doses plus élevées d’ET-1,
I'angiotensine IV a cette fois un effet relaxaRigure 7A etB).
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Figure 7A : Effet de I'angiotensine IV & 1 M sur des artéres basilaires de rat
précontractées avec une plus forte dose d’ET-1 (&I M) (n = 8)
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Figure 7B : Courbes doses-réponse a lI'angiotensihé d’arteres basilaires
de rat précontractées par 'ET-1 & 1¢ M en présence ou de 'antagoniste des

récepteurs ATy, la Nleu', Leual’-angiotensine IV (NL).

Nous n’avons pas encore étudié dans le détail Esamismes de cette composante
relaxante, qui pourrait étre due au recrutemerdadyple angiotensine / AJet / ou a celui de
la stimulation progressivement majoritaire de Iaodilatation induite par le récepteur &£T
endothélial avec l'augmentation de la concentratBT-1. Quelque soit la nature,
probablement complexe, de cette réponse, elle olargerspective d'une hypothese
particulierement attrayante. Si les concentratisoist tres élevées dans le périmetre de la
lésion ischémique, et bien plus faibles a distadeeelle-ci, alors I'angiotensine IV pourrait
conduire a une vasoconstriction en zone saineeevasodilatation spécifiquement ciblée a la
zone d'ischémie. Une telle réponse représenterait mécanisme de protection
particulierement adapté en réponse a une isché@uoaef, en réduisant une perfusion de luxe
dans les zones normalement irriguées, et en redinigle flux sanguin cérébral vers la zone

d’ischémie en ouvrant toutes les collatérales gplgance qui le perfusent.
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L’ensemble de ces réflexions dessine les persms;ties hypothéses de travail, au
demeurant non exclusives les unes des autresesquidlles le travail de recherche initié par
cette these pourra étre poursuivi. Si nous ne s@PAs en mesure a ce jour de proposer un
modele simple du rdle physiologique intégré dediatensine IV dans la régulation de la
circulation cérébrale ni de ses mécanismes, noysngose dessiner la perspective d’'un acteur
prépondérant dans les mécanismes de l'adaptatibischémie cérébrale, orchestrant et
modulant les interactions complexes de plusiedec&furs peptidiques et de leurs récepteurs

spécifiques, avec pour implication directe la poiigé d’avancées cliniques importantes.

Nous avons proposé notre étude sur les effetsatgiftensine IV et des sartans au
journal Stroke, qui I'a rejeté sans appel. L'argaimessentiel avancé par I'expert était le

suivant :

“The increase in mortality after administration lfinopril, an ACE inhibitor is
surprising, in view of the very-well documented @rdan protective effects of ACE
inhibitors, both in experimental animals and in launs. These results are highly questionable

and their interpretation in doubt.”

Pour cet expert, le concept que I'angiotensinesausvoir des effets protecteurs, et
que les sartans puissent conférer une protectiompautre mécanisme que par I'inhibition
de la stimulation des récepteurs ;Adst a ce point irrecevable intellectuellement Iqo'a
d’autre alternative que de simplement mettre eriedoan seulement l'interprétation que nous
proposons de nos résultats, mais les résultatsnémes. Ces résultats ne font pourtant que
confirmer ceux rapportés par le groupe de Leon&®imandez il y a déja plus de dix ans.
Nous observons un effet délétere des IEC quel gaiealui utilis€, aussi bien dans le modéle
d’injection de microsphéres chez le rat que damhsi ce la ligature de la carotide chez la
gerbille, et dans ce dernier modele, aussi biert &agministration dans les heures qui
précédent que dans les heures qui suivent I'indiicte I'ischémie. Aussi frustrant gu'il soit,
le scepticisme soulevé par notre travail ne fa# gauligner a nos yeux son intérét et son
importance. Nous apportons un faisceau d’obsemstiexpérimentales concordantes qui
mettent en lumiere que la conception couranteagjudlle est basée I'utilisation thérapeutique
des IEC dans la prévention cérébrovasculaire iestn £rronée, considérablement réductrice.

La vision actuelle, hémianopsique, qui consisteoasitiérer que les sartans ont le méme
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mécanisme d’action que les IEC, méconnait le pielequi’offre la stimulation des récepteurs
non-AT, et représente un obstacle conceptuel majeur a inwestigation pertinente,
expérimentale et clinique, qui permettrait de défawvec précision les avantages respectifs de
I'une et l'autre classe en fonction des situatipagologiques précises. Nos résultats obtenus
chez la gerbille illustrent comment la conceptidaspéquilibrée que nous proposons de la
physiologie du systeme rénine - angiotensine etadgharmacologie ouvrent directement sur
des progres « translationnels » cliniques. Le béadé&pectaculaire conféré par I'association
thérapeutique de I'érythropoiétine et de I'olmemartlans le post AVC, tant sur la mortalité
gue sur les séquelles cognitives a moyen termeostgpdirectement les espoirs suscités par
ce concept. Les échecs répétés des tentativesphasiltie traduire en progrés clinique les
effets protecteurs, parfois marqués, de différestistances dans des modeles expérimentaux
animaux invitent a la prudence. Cependant, I'épgibiétine comme les sartans se distinguent
de I'ensemble de ces molécules puisque dans lesade, une étude pilote suggére que leurs
propriétés protectrices dans le post AVC sont bblan présentes chez ’'Homme. Si tel est le
cas, alors il est légitime d’attendre que leur sgige (mise en évidence dans un modele
expérimental animal dans lequel le délai de leumiadstration apres 'AVC est compatible
avec une utilisation clinique), ait de la méme fagoe traduction au cours de leur utilisation
chez ’lHomme. Au-dela de l'intérét potentiel majelans le traitement de I'AVC ischémique
a sa phase aigué, ces résultats ouvrent une wapeutique possible a d’autres situations.
Le bénéfice marqué sur les fonctions cognitivesfa@@npar I'olmesartan dans un modele
d’'ischémie cérébrale aigué entrainant un infarctassif laisse envisager qu’un traitement
chronique puisse aussi étre protecteur vis-a-vss rdieroépisodes ischémiques répétés qui
font le lit de la démence vasculaire, et pour uaet pelui de la maladie d’Alzheimer. Il est a
cet égard important de souligner que I'élévatios @eix circulants d’angiotensine IV induite
par le candesartan est toujours présente sansisseanent apres trois mois de traitement

chez ’'Homme comme chez le rat.
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