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ANGIOGENESE
BASES FONDAMENTALES
ET APPLICATION PHYSIOPATHOLOGIQUE

Le cours de la Chaire de Médecine Expérimentale, « Angiogenese — Bases
Fondamentales et Applications Physiopathologiques » a traité de trois sujets prin-
cipaux : I’ontogenese des vaisseaux coronaires, les relations entre angiogenese et
neurogenese, la découverte de nouveaux genes spécifiques de différents types
d’endothélium vasculaire normal ou pathologique.

Ontogenese des vaisseaux coronaires.
Angiogenese thérapeutique au niveau du caar

La vascularisation primitive du caar se fait par vasculogenese. Le myocarde
est recouvert par un manteau de cellules sous-épicardiques, précurseurs des vais-
seaux coronaires. Ce réseau pénetre dans la racine de 1’aorte, formant les vais-
seaux coronaires. Le réseau coronaire se développe notablement en période post-
natale avec une angiogenese marquée lors de la premiere année de la vie grace au
fibroblast growth factor (FGF) et au vascular endothelial growth factor (VEGF).
L’infarctus du myocarde entraine la mise en jeu de I’hypoxia inducible factor-
lo. (HIF-1av), du fait de I’hypoxie, et s’accompagne d’une expression du VEGF,
ainsi qu’il a été montré dans des biopsies myocardiques effectuées lors de chirur-
gie coronaire chez des patients au décours immédiat d’un infarctus. Outre la
possibilité de créer des néovaisseaux par I’expression in situ de ces facteurs
angiogéniques, les patients ayant eu un infarctus du myocarde aigu développent
aussi une néoangiogenese grace a la mobilisation de cellules endothéliales progé-
nitrices. L’importance de la participation de ces cellules aux néovaisseaux myo-
cardiques est difficile & évaluer. Toutefois, Kuaini et coll. ont montré (N. Engl.
J. Med. 346 : 5, 2002) qu’un greffon cardiaque féminin implanté chez un receveur
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masculin était colonisé par des cellules progénitrices provenant du receveur. Le
nombre des cellules du receveur dans le cceur du donneur était loin d’étre négli-
geable puisque 18 % des myocytes, 20 % des artérioles et 14 % des cellules des
arteres coronaires possédaient le marqueur chromosomique Y du receveur. Ceci
montre la capacité qu’a 1’organisme a mobiliser, dans certaines conditions, telles
que I’hypoxie et I'inflammation, des cellules souches progénitrices provenant
vraisemblablement en grande partie de la moelle sanguine et capables de se
différencier en cellules endothéliales mais aussi en cellules musculaires lisses vas-
culaires.

Accroitre I’angiogenése est une solution thérapeutique logique pour augmenter
I’apport d’oxygene et de nutriments dans un territoire myocardique ischémique.
De nombreuses questions se posent sur le type de vaisseaux a cibler afin de
développer une circulation collatérale efficace (capillaires péri-infarctus ou arté-
rioles), sur le type de facteur de croissance (VEGF, FGF, ...). La voie d’abord a
utiliser, vasculaire, intramyocardique ou intrapéricardique, est débattue. D’autres
stratégies que 1’utilisation de genes ou de protéines recombinantes sont étudiées
expérimentalement, telles que la mobilisation par des chimiokines ou des cyto-
kines (telles que le GM-CSF) des cellules endothéliales progénitrices d’origine
médullaire. Une autre alternative est 1’implantation de ces progéniteurs chez le
patient apres culture et expansion in vitro de ses propres progéniteurs sanguins
circulants. L’objectif a long terme de la thérapie angiogénique dans 1’infarctus
du myocarde est d’obtenir une diminution de la morbi-mortalité coronaire mais
les résultats des premieres études réalisées ne portent que sur des criteres intermé-
diaires (amélioration des tests d’effort ; augmentation de la perfusion myocar-
dique).

Une douzaine d’études cliniques ont été rapportées, la plupart d’entre elles
concernent I’utilisation de protéines recombinantes, le FGF et le VEGF. Ces
études intéressent le plus souvent un nombre limité de patients ; une seule a été
effectuée en double aveugle. L’étude rapportée par Henry et coll. n’a pas montré
de différence significative de la perfusion myocardique lors de la scintigraphie
cardiaque effectuée 60 ou 120 jours apres traitement par le VEGF recombinant
(Circulation, abst, 1999). L’étude la plus importante, effectuée avec du FGF
recombinant chez 337 patients (FIRST Trial) montre une discrete amélioration
des symptomes mais une absence d’amélioration des tests d’effort ou de la
scintigraphie myocardique, en dehors peut étre des patients les plus graves (Post
et coll., Cardiovasc. Res. 49 : 522, 2001).

Les difficultés rencontrées avec ce type d’étude proviennent d’un effet placebo
fréquent chez I’insuffisant cardiaque, de la réalisation ardue des essais randomisés
et en double aveugle dans cette pathologie, des effets secondaires de certaines
molécules telles que le VEGF. De la, un certain recul vis a vis de I’enthousiasme
initial pour la thérapeutique angiogénique myocardique, telle qu’elle est reflétée
par une série de titres d’articles ou d’éditoriaux en 2000 et 2001 dans les revues
spécialisées en cardiologie. L’angiogenese thérapeutique cardiaque bénéficie seu-
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lement maintenant de I’accroissement des connaissances sur les mécanismes cel-
lulaires et moléculaires du développement vasculaire. Peut-&tre ne faut-il pas
s’adresser a une molécule unique superpuissante telle que le VEGF mais envisa-
ger une combinaison de molécules, voire encore utiliser des précurseurs des
cellules endothéliales capables de générer des néovaisseaux par mobilisation des
précurseurs médullaires par des cytokines, ou par culture ex vivo des cellules
endothéliales du patient suivie de réimplantation.

Angiogenése et Neurogenese

11 existe de nombreuses convergences entre le systeme vasculaire et le systeme
nerveux : tous les deux sont des réseaux ramifiés unidirectionnels avec de nom-
breuses bifurcations, des circuits intégrés (information périphérique amenée a un
centre de contrdle et retour a la périphérie) ; ils sont organisés de fagon similaire
par des constituants cellulaires (neurones et cellules gliales pour les nerfs ; cel-
lules endothéliales et musculaires lisses de la paroi vasculaire pour les vaisseaux).
En outre, de nombreuses molécules sont partagées par les deux systemes telles
que les neuropilines et les sémaphorines, les ephrines et leurs récepteurs, le
systetme de signalisation Notch, ... Ainsi, par exemple, la neuropiline 1 est le
récepteur de la sémaphorine 3 responsable de la régression du cone de croissance
et de la répulsion des neurites in vitro. La méme neuropiline 1 est aussi le co-
récepteur du VEGF 165 et participe a ’effet mitogénique de ce récepteur sur
les cellules endothéliales. La transgenese additive de la neuropiline 1 entraine
des anomalies vasculaires a type d’hémorragie et de dilatation vasculaire ainsi
que des anomalies du développement des axones. L’inactivation génique de la
neuropiline 1 entraine une létalité embryonnaire, un développement anormal a
la fois du systeme nerveux et du systeme cardiovasculaire qui est insuffisant et
retardé. L’addition de dimeres de neuropiline 1 a des cultures d’embryons de
souris neuropiline 1 -/-, permet de rétablir un développement vasculaire normal.
Ainsi, cette molécule décrite initialement comme molécule de guidage des neu-
rones s’avere-t-elle essentielle dans la croissance et le guidage du systeéme endo-
thélial vasculaire.

A I’inverse, le VEGF, décrit initialement comme facteur de croissance des
cellules endothéliales, est capable de stimuler la croissance axonale. Il exerce un
effet neurotrophique sur des explants de ganglion cervical supérieur et de la
racine dorsale de 1’aorte. 1l favorise la survie des neurones, des cellules satellites
et des cellules de Schwann in vitro. In vivo, le transfert d’un plasmide codant
pour le VEGF atténue la progression de la neuropathie sensitivo-motrice qui se
développe au cours de I'ischémie périphérique chez le lapin dont I’artere fémorale
a été occluse. L’action du VEGF serait li€ a I’augmentation du nombre de
vaisseaux dans le nerf péroné (augmentation de la perfusion via les vasa nervo-
rum) ainsi qu’a un effet anti-apoptotique sur les cellules de Schwann (J. Isner
et coll., Nature 6 : 405, 2001). De méme, le transfert du VEGF au cours de la
neuropathie diabétique expérimentale induite chez le rat par la streptozotocine
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ou l’alloxane améliore la vitesse de conduction nerveuse sensitive et motrice.
Le mécanisme d’action serait la encore un rdle protecteur de 1’ischémie des
microvaisseaux irriguant les nerfs, tel qu’on peut I’apprécier par le maintien du
flux sanguin et la conservation d’une morphologie normale des nerfs lors du
traitement par le VEGF.

L’importance du VEGF dans la protection neuronale est encore montrée par
une série de travaux remarquables menés par 1’équipe de P. Carmeliet et coll.
qui a réalisé une délétion ciblée d’un élément de réponse hypoxique situé sur le
gene du VEGF, en amont de la région codante (Nat. Genet. 28 : 131, 2001). IIs
ont observé chez la souris adulte une fatigabilité musculaire, une dégénérescence
des motoneurones, une diminution des potentiels d’action des unités motrices au
niveau des neurones de la corne ventrale de la moelle épiniere. Cette atteinte
progressive et sélective des motoneurones des pattes postérieures mime en tout
point les lésions observées dans la sclérose latérale amyotrophique chez 1’homme.
Le mécanisme d’action du VEGF a ce niveau pourrait étre double : maintien de
la perfusion des vaisseaux a destiné neuronale (qui seraient particulierement
sensibles a I’hypoxie au niveau de la corne antérieure de la moelle) et effet anti-
apoptotique du VEGF. Cet effet de survie cellulaire serait le fait a la fois du
récepteur R2 du VEGF et de la neuropiline 1.

Découverte de genes spécifiquement exprimés
dans différents types d’endothélium vasculaire normal ou pathologique

La recherche de nouveaux genes et de nouvelles protéines impliquées dans
I’angiogenese normale et pathologique se fait actuellement par le criblage systé-
matique de geénes ou de protéines différentiellement exprimées dans 1’endothé-
lium vasculaire. Saint-Croix et coll. ont comparé 1’expression de genes de
I’endothélium de vaisseaux tumoraux provenant de cancer colorectal a ceux de
vaisseaux provenant du méme tissu sain (Science 289 : 1197, 2000). Les genes
ont été analysés par la technique de Serial Analysis Gene Expression (SAGE).
De nouveaux genes spécifiques de 1’endothélium normal et tumoral ont été ainsi
découverts, certains d’entre eux correspondant a des séquences courtes d’ARN
messagers transcrits et non completement identifiés (expressed sequence tags,
ESTs). Cette étude montre la présence de nombreux génes en commun dans les
deux types d’endothélium, normal et tumoral. On note la présence de plusieurs
genes spécifiquement exprimés dans 1’endothélium tumoral, et ceci quelque soit
le type de tumeur. Certains de ces genes sont aussi exprimés dans des circons-
tances de néoangiogenese physiopathologique telles que 1’angiogenese du corps
jaune ou I’angiogenese observée lors de la cicatrisation. Ceci indique que les
mémes signaux sont utilisés au cours des processus tumoraux et au cours de
I’angiogenése physiologique, faisant ainsi de 1’angiogenése tumorale une angio-
genese similaire a celle observée au cours d’une blessure « non cicatrisée ».

Un autre exemple de recherche de geénes spécifiquement exprimés par les
cellules endothéliales est celui des cellules endothéliales humaines soumises a
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des conditions d’hypoxie chimique ou gazeuse et pour qui, en utilisant la tech-
nique du cDNA Representational Difference Analysis, notre laboratoire a identi-
fié 350 genes différents induits par I’hypoxie. 75 % de ces genes €taient connus,
25 % correspondaient a des ESTs. Parmi les geénes déja connus, 40 % étaient en
rapport avec 1’hypoxie (génes liés au métabolisme cellulaire anaérobique, génes
de I’apoptose, facteurs de croissance, ...). 60 % des genes identifiés n’étaient pas
connus pour étre induits par I’hypoxie. La validation de ces genes déja identifiés,
mais non connus pour étre induits par I’hypoxie, implique plusieurs étapes :
étude de leur expression dans des situations d’ischémie tissulaire telles que celle
de I'ischémie critique des membres inférieurs chez ’homme ; quantification des
ARN messagers lors des cultures de cellules endothéliales hypoxiques et dans
des tissus ischémiques ; étude de I’expression de la protéine correspondante ;
recherche des propriétés angiogéniques putatives de la protéine codée par le gene
dans des systemes in vitro et in vivo.

L’étude systématique de facteurs de croissance de 1’endothélium des glandes
endocrines par criblage de protéines secrétées et mitogenes pour les cellules
endothéliales de glandes surrénales a permis a 1’équipe de Ferrara et coll. de
découvrir un nouveau gene, I’Endocrine Gland Derived-VEGF : EG-VEGF
(Nature 412 : 877, 2001). Ce geéne est 1’autologue humain d’une protéine appelée
VPRA, Venum Protein A. L’EG-VEGF induit la fenestration de 1’endothélium
des glandes endocrines et agit en coopération avec le VEGF. Comme lui, il est
induit par I’hypoxie. A I'inverse du VEGF dont I’expression est ubiquitaire,
I’EG-VEGF est exprimé de facon trés spécifique dans les tissus stéroidogéniques.
L’EG-VEGEF n’exerce pas d’effet angiogénique dans les tests classiques d’angio-
genese (cornée du lapin, ...) mais induit une angiogenése massive ainsi que la
formation de kystes apres injection intra-ovarienne. Ce geéne joue donc un réle
unique dans la croissance et la fenestration de 1’endothélium des tissus stéroido-
géniques et pourrait jouer un role physiopathologique dans la maladie polykys-
tique ovarienne et peut étre dans le syndrome d’hyperstimulation ovarienne.

p. C.

RAPPORT D’ACTIVITE DU LABORATOIRE

I — SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE ET ENDOTHELINE.
BIOLOGIE DE LA PAROI VASCULAIRE

Equipe : P. CorvoL, C. HUBERT, M. PaGgaNo, C. MonNOT, L. MULLER, K. BERNS-
TEIN, M. GERVAIS-TAUREL, K. FRENZEL, A. MICHAUD, A. BARRET, X. HOUARD,
S. FucHs, C. DuGourDp, A. CazEks, J. PHILIPPE, C. ARDIDIE, C. SOUNDARAMOURTY,
E. ETIENNE

Le systeme rénine-angiotensine et les endothélines jouent un rdle essentiel
dans la vasomotricité mais aussi dans la structure de la paroi vasculaire. Les
objectifs de I’équipe sont : 1) I’étude du roéle respectif que jouent les deux sites
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actifs de I’enzyme de conversion (ACE), 2) la caractérisation approfondie d’une
nouvelle voie de signalisation cellulaire de 1’angiotensine II aboutissant a un effet
mitogénique, et son rdle fonctionnel, 3) la compartimentalisation subcellulaire des
isoformes de 1’enzyme de conversion de 1’endothéline (ECE) et son effet dans
le métabolisme des peptides vasoactifs, 4) le role de la fibronectine protéinase
dans le remodelage vasculaire.

1. L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) —
Role respectif des deux sites catalytiques de ’ACE

Du fait d’une duplication génique, I’ACE possede deux sites actifs (appelés
domaines N et C) qui different par leur sensibilité au chlore, la préférence de
certains substrats et d’inhibiteurs (IEC) tels que le captopril. Nous avons montré
que le tétrapeptide AcSDKP, régulateur négatif de I’hémopoiese, était clivé préfé-
rentiellement par le domaine N. Le pseudopeptide phosphinique RXP407, synthé-
tisé et étudié en collaboration avec V. Dive (CEA, Saclay), inhibe 1 000 fois
plus le domaine N que le domaine C. Afin d’approfondir le rdle respectif de
chacun de ces sites, ce programme a pour objectifs :

a) Inhibition sélective des domaines N et C. Importance physiopathologique et
application thérapeutique potentielle

L’inhibition sélective du domaine N par le RXP407 aboutit & une élévation
de I’AcSDKP plasmatique, ceci sans effet notable sur la pression artérielle car
la conversion de 1’angiotensine I en angiotensine II est toujours assurée par le
domaine C. Un protocole en cours vise a savoir si 1’inhibition du domaine N par
le RXP407 permettrait, par 1’élévation sélective d’ AcSDKP, de protéger la moelle
osseuse lors d’une irradiation subléthale et de prolonger la survie des animaux.
Cette recherche associe 1’unité INSERM U362 (Dr W. Vainchenker), le CEA
(Drs E. Ezan et V.Dive) et les laboratoires Servier. Le but ultime de cette
recherche est d’envisager l'utilisation d’un inhibiteur sélectif du domaine N de
I’ACE comme thérapeutique adjuvante et transitoire de protection des progéni-
teurs hémopoiétiques médullaires, lors de chimiothérapies agressives. Une telle
stratégie éviterait la chute tensionnelle que pourrait provoquer un IEC non sélectif.

L’inactivation du gene de I’ACE par recombinaison homologue a confirmé le
role attendu de cette enzyme dans la régulation de la pression artérielle et du
métabolisme hydrosodé. En outre, les animaux dont le gene de I’ACE a été
invalidé ont des anomalies du développement rénal, sont profondément ané-
miques et les males ont une hypofertilit¢é marquée. Afin de connaitre les consé-
quences de I’inactivation du domaine N ou du domaine C durant le développe-
ment, un programme d’inactivation génique sélective de ces domaines a été
entrepris. Deux vecteurs de recombinaison ont ét€ construits pour supprimer
I’activité enzymatique des domaines N et C. Dans les deux cas, les deux histi-
dines du site catalytique ont été remplacées par des lysines qui ne peuvent plus
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lier I’atome de zinc indispensable a la catalyse. L’équipe du Dr K. Bernstein
(Dept of Pathology, Emory Univ., Atlanta, USA) a inactivé le site catalytique
du domaine N et des souris hétérozygotes devraient étre obtenues prochainement.
Notre équipe inactive le domaine C par une construction ol une cassette de
sélection a la néomycine est flanquée de deux séquences loxP afin qu’elle puisse
étre éliminée apres qu’ait eu lieu la recombinaison homologue.

Ces souris seront d’excellents modeles pour connaitre le role de chaque
domaine de I’ACE dans le métabolisme de 1’angiotensine et de la bradykinine,
et surtout dans le développement rénal, le contréle de I’hémopoiese et de la
fertilité masculine.

b) Etde du site actif de ’ACE par mutagénése dirigée

Nous poursuivrons 1’étude du site actif de I’ACE par la recherche de 1’acide
aminé basique (arginine) qui interagit avec le groupe carboxyterminal du substrat.
L’alignement du site actif de I’ACE de drosophile (qui ne possede qu'un domaine
catalytique) avec celui de la carboxypeptidase A suggere que I’ Arg485 pourrait
interagir avec le substrat. Cette arginine sera mutée dans I’ACE de drosophile
par une glutamine ou un glutamate et, dans un deuxieme temps, 1’arginine équiva-
lente de I’ACE de mammifere sera mutée. Les enzymes recombinantes correspon-
dantes seront exprimées, purifiées et leurs propriétés vis a vis de différents
substrats et inhibiteurs seront étudiées. Ceci permettra d’affiner le modele du site
actif de I’ACE pour lequel le laboratoire a déja accumulé de nombreuses données.

2. Récepteur de I’angiotensine de type 1 (AT))

Ce projet de recherche consiste en 1’analyse des voies de signalisation activées
par le récepteur de ’angiotensine de type 1 (AT),) stimulant la prolifération des
cellules musculaires lisses au cours de la progression des maladies vasculaires
ou de la resténose. Une dissection des voies de signalisation sera effectuée dans
un premier temps dans le modele des cellules CHO recombinantes. L’importance
de cette voie de signalisation sera ensuite évaluée dans des modeles animaux.

a) Contribution de la voie PI3SK/Akt a la prolifération cellulaire en réponse a
I’Angll dans les lignées cellulaires établies de CHO

Dans les cellules CHO surexprimant les récepteurs AT, et ayant une réponse
proliférative nette a I’Angll, les deux voies de signalisation activant les kinases
Erkl /Erk2 (ou p42/p44 MAPKSs) ou PKB/Akt sont activées par I’ AnglI. L’inhibi-
tion de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) entraine un blocage a la fois de la
phosphorylation d’Akt et de la synthese d’ADN induite par I’ Angll alors qu’elle
n’affecte pas l’activité des Erk1/2. Une approche par mutagénese dirigée est
effectuée afin d’étudier deux mutants. Le mutant Glu/Asn74 du récepteur AT,
qui est incapable d’induire un effet prolifératif et qui possede une cinétique
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d’activation des voies PI3K/Akt et Erk1/2 défectueuse et, par ailleurs, le mutant
dominant-négatif de I’Aktl décrit par Dimmeler et al. De plus, la surexpression
spécifique des isoformes de 1’Akt sera réalisée afin de déterminer leurs rdles
respectifs dans 1’induction de la réponse mitogénique. Ces travaux permettront :
a) d’établir une corrélation entre 1’activation de la voie PI3K/Akt et la réponse
proliférative a I’Angll, et b) de connaitre la spécificité d’action des trois iso-
formes d’Akt dans la prolifération cellulaire induite par 1I’Angll via AT,.

b) Contribution des Erkl/2 a la prolifération cellulaire en réponse a I’Angll
dans les lignées cellulaires établies de CHO

Les inhibiteurs de MEK1, kinase phosphorylant Erk1/2, entrainent un blocage
a la fois de la phosphorylation d’Erk1 et 2 et de la synthese d’ADN induite par
I’ Angll alors qu’ils n’affectent pas I’activité d’Akt. La contribution des Erk1/2
dans la réponse proliférative sera appréciée grace la protéine PEA-15 (Phospho-
protéine Enrichie dans les Astrocytes, d’un poids moléculaire de 15 kDa) dans
le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du Dr H. Chneiweiss (INSERM U114).
Cette protéine lie Erkl et Erk2 sans modifier la phosphorylation de ces kinases,
et localise leur activité dans le cytoplasme grace a un export nucléaire permanent.
Des lignées de CHO surexprimant AT,, seuls ou avec PEA-15 étiquetée avec la
GFP sont en cours de caractérisation. Ce travail permettra de vérifier a) si
I’interaction de PEA-15 avec Erkl1/2 aboutit a une inhibition de la prolifération
cellulaire, b) le mécanisme intervenant dans la localisation nucléaire des Erk1/2
et ¢) si la localisation nucléaire des Erk1/2 est nécessaire a la réponse proliférative
médiée par AT,.

¢) Localisation subcellulaire d’Akt — Implication dans la réponse proliférative
a langiotensine 11

Les conséquences fonctionnelles de la localisation cytoplasmique ou nucléaire
de I’Akt active seront étudiées grace a une lignée CHO co-exprimant AT,, et
I’isoforme Aktl étiquetée par HA, construite au laboratoire. Les premieres expé-
riences montrent une localisation cytoplasmique d’ Akt dans la cellule non stimu-
lée. L’étude du trafic intracellulaire d’Aktl sera étudié aprés application
d’agonistes ou d’antagonistes d’AT|, ainsi qu’aprés prétraitement par les inhibi-
teurs de PI3K ou d’Akt. Les résultats seront rapportés a la réponse aux facteurs
de croissance. Ultérieurement, le role de signaux d’adressage nucléaire sera étudié
par des mutants d’Akt ne pouvant plus migrer dans le noyau ou au contraire
ayant un adressage nucléaire spécifique permanent. Les lignées établies seront
étudiées pour leur capacité a proliférer en réponse a I’ Angll.

d) Importance physiopathologique de la voie PI3K/Akt dans des modeles
expérimentaux de pathologie vasculaires

Cette partie concerne 1’analyse des voies de signalisation mises en jeu au cours
de la progression des plaques athéromateuses ou de la resténose apres agression
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vasculaire. Cette approche sera réalisée sur un modele de prolifération néointi-
male de la carotide chez la souris hypercholestérolémique et athéromateuse
ApoE -/- ou dans le modele d’expression de récepteurs AT1 constitutivement
actifs, en collaboration avec 1’équipe d’E. Clauser (EPI 0103). Apres agression
de la carotide par dilatation artérielle et insufflation d’air, les cinétiques d’expres-
sion des Aktl, 2 et 3 et des isoformes de PI3K seront étudiées respectivement
par hybridation in situ et immunohistochimie. De plus, des études de la phospho-
rylation des Akt seront réalisées sur des prélevements provenant de ces mémes
carotides. L’administration d’antagonistes des AT, et(ou) d’inhibiteurs des voies
PI3K ou Erk1/Erk2 sera réalisée avant lésion afin de voir si I’inhibition de ces
signalisations intracellulaires peut moduler la migration et la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires. Enfin, I’existence de souris déficitientes
en Aktl par inactivation génique sera un outil intéressant pour 1’étude de cette
voie de signalisation en réponse a 1’angiotensine II in vitro et in vivo.

3. Compartimentalisation subcellulaire et activité protéolytique
des isoformes de I’enzyme de conversion de I’endothéline

L’enzyme de conversion de I’endothéline (ECE-1) assure la biosynthese d’en-
dothéline a partir de son précurseur. Ce peptide agit par des effets autocrines et
paracrines. Sa production est donc controlée localement, ce qui fait de 'ECE
I’enzyme clé de I’activation du systeme endothéline.

L’ECE-1 a une large distribution tissulaire, au niveau des systémes cardiovas-
culaire et endocrine, ainsi qu’au cours du développement. Il existe 4 isoformes
de ’ECE-1 produites a partir d’un gene unique par des promoteurs alternes. Ces
isoformes ont la méme activité catalytique luminale/extracellulaire, et ne different
entre elles que par leur domaine cytosolique. Nos objectifs sont de caractériser
les sites d’action intra- et extracellulaires de ’ECE, et de rechercher d’autres
substrats physiologiquement importants. Ces informations sont nécessaires a
I’analyse du mode d’action des inhibiteurs de ’ECE.

a) Analyse du trafic intracellulaire, identification des signaux de tri et analyse
de I’hétérodimerisation des isoformes

L’objectif est de caractériser les domaines cytosoliques de I’ECE, qui sont les
seuls déterminants spécifiques de chaque isoforme. Les différences de localisation
de '’ECE-1 permettent notamment a cette enzyme de générer le peptide aussi
bien au cours du processus sécrétoire que dans le milieu extracellulaire. Afin
d’analyser le role spécifique de chaque isoforme, nous avons recours a des
cellules transfectées. Nos modeles correspondent aux types cellulaires exprimant
I’ECE-1 in vivo: la lignée neuroendocrine AtT-20, les cellules épithéliales
MDCK et les cellules endothéliales EA.hy 926 et HMEC-1.
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Nous avons pu mettre en évidence les localisations subcellulaires spécifiques
de ces isoformes, et identifier certains signaux. Ce travail est poursuivi, notam-
ment apres I’identification de la quatrieme isoforme (ECE-1d).

L’ECE-1 forme des dimeres associés par des ponts disulfures. Nous avons
déja mis en évidence des hétérodimeres entre isoformes. L’expression de ces
isoformes étant régulée par des promoteurs spécifiques, nous testerons 1’hypo-
these selon laquelle les signaux d’adressage dominants constituent des domaines
régulateurs de la localisation et de 1’activité de 1’ensemble des isoformes de
I’ECE-1.

b) Fonction de I’ECE dans la voie d’endocytose

La dégradation par I’'ECE-1, in vitro, de certains peptides tels que la bradyki-
nine, I’angiotensine I, ou la neurotensine, a été décrite récemment. Cette activité
présente des caractéristiques enzymatiques distinctes, notamment un pH optimum
acide auquel I'ECE ne peut assurer la biosyntheése d’endothéline avec efficacité.

Nous avons mis en évidence la concentration de certaines isoformes d’ECE-1
au niveau de la voie d’endocytose, notamment dans les endosomes de recyclage.
Ces structures vésiculaires au pH acide transportent les ligands de récepteurs
apres leur internalisation. Dans les cellules endothéliales, 'ECE est également
présente dans de grosses vésicules contenant la cavéoline. Ces structures sont
responsables de la transcytose des molécules provenant de la circulation. Ces
résultats suggerent la possibilité d’une nouvelle fonction de I’ECE dans la voie
d’endocytose. L’ECE-1 pourrait dégrader les peptides internalisés. Afin de tester
ces hypotheses, nous analyserons la capacité de I’ECE-1 de cliver la bradykinine
et de modifier la réponse a ce peptide dans des cellules endothéliales et dans
des cellules transfectées avec le récepteur de ce peptide (collaboration avec le
laboratoire du Dr F. Alhenc-Gelas - INSERM U367).

c) Identification de protéines associées a I’ECE

La localisation des protéines membranaires est assurée par l’interaction des
domaines cytosoliques avec des complexes protéiques spécifiques. Les protéines
associées aux domaines cytosoliques de I’ECE régulent donc la localisation de
son activité catalytique. L’identification de telles protéines pourrait permettre
d’obtenir des outils peptidiques capables de moduler les activités intracellulaires
et extracellulaires. Nous entreprendrons I’identification des protéines associées
aux domaines cytosoliques par une approche protéomique (« interactome »). Afin
de mener ce travail, nous bénéficierons des outils développés pour les études
décrites ci-dessus, aussi bien au niveau cellulaire qu’au niveau moléculaire. Les
complexes protéiques isolés seront analysés par électrophorese bi-dimensionnelle
suivi d’identification par spectrométrie de masse.
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4. Une protéase cryptique de la fibronectine
et son implication potentielle dans le modelage vasculaire

Nous avons montré que le domaine de liaison au collagene de la fibronectine
(Fn) possedait une activité cryptique de type métalloprotéinase a zinc. Cette
enzyme appelée fibronectine protéinase (Fn-protéinase) pourrait étre impliquée
dans les phénomenes de modelage et remodelage vasculaire. La Fn-protéinase
est présente dans le serum de nouveau-né et est générée dans des cultures de
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV), a la suite de la cascade d’activa-
tion du plasminogene en plasmine a la surface de ces cellules. Le projet comporte

un double aspect, biochimique et moléculaire.

a) Isolement et études biochimiques / enzymatiques de la Fn-protéinase

N

La Fn-protéinase naturelle sera purifiée a partir de serum de veau fecetal, son
activité étant caractérisée par I’emploi d’une série d’inhibiteurs permettant de la
différencier des métalloprotéases matricielles. La structure primaire de la protéine
sera établie par maldi-tof, sa caractérisation enzymatique et biochimique sera
effectuée de fagon approfondie et des anticorps générés.

b) Clonage de la Fn-protéinase

A partir de fibroblastes de peau de feetus et de cancers du sein en culture,
Grey et al. ont isolé un facteur stimulant la migration cellulaire. Ce facteur,
surexprimé dans les cancers du sein, stimule I’angiogenese dans la membrane
chorioallantioide de poulet. Son clonage montre qu’il provient de I’épissage
alternatif du geéne de la fibronectine. Cet épissage alternatif meéne a la synthese
d’une protéine de 70 kDa correspondant a la partie N-terminale de la fibronectine
qui comprend le domaine de liaison au collagéne. Notre hypothese est que ce
nouveau variant d’épissage du gene de la fibronectine soit une isoforme de la
Fn-protéinase qui pourrait étre surexprimée dans des conditions physiopatholo-
giques de remodelage tissulaire.

L’ADNc de ce variant d’épissage est actuellement cloné a partir des mRNAs
de cellules endothéliales. La production de la protéine recombinante et celle d’un
mutant pour lequel les histidines du site catalytique de la Fn-protéinase sont
remplacées par des phenylalanines sont en cours. La protéine recombinante per-
mettra d’évaluer les effets cellulaires (prolifération, migration, apoptose) de la
Fn-protéinase, d’en rechercher les mécanismes et d’étudier la régulation de son
expression.

La production de la protéine recombinante facilitera la recherche de substrats
et d’inhibiteurs de la Fn-protéinase (Collaboration avec le Dr V. Dive (CEA,
département d’ingénerie et d’étude des protéines, Saclay). Les outils ainsi mis
au point permettront d’aborder son rdle in vitro et in vivo dans 1’hydrolyse de
protéines de la matrice extracellulaire et donc sa contribution a la stabilisation /
déstabilisation de la paroi artérielle et éventuellement a 1’angiogenese.
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II — ANGIOGENESE EMBRYONNAIRE

ET PHYSIOPATHOLOGIQUE

Equipe: A. EicHMANN, J.-M. Gasc, S. GERMAIN, L. PARDANAUD, N. LAMANDE,
C. BreanT, J. FAVIER, D. MoyoN, L. Yuan, E. LARGER, K. SAvARY, G. SINH,
S. LE JaN, V. DuBus-BoNNET, C. AMY, M.-T. MorIN, F. MONGIAT

Les trois objectifs essentiels sont : 1) I’étude de génes impliqués dans le déve-
loppement vasculaire ; 2) la découverte de nouveaux genes induits dans I’hypoxie
et I’ischémie ; 3) la validation du r6le joué par des genes dans des modeles
expérimentaux et en pathologie humaine.

Le domaine de I’angiogenese a pris un essor considérable depuis 1’identifica-
tion du VEGF comme facteur majeur de croissance des cellules endothéliales
(CE). D’autres molécules a effet angiogénique (zinc-métalloprotéases, facteurs
de transcription, peptides vasoactifs, ...) ou anti-angiogénique (angiostatine,
endostatine, serpines, ...) participent aussi au réglage délicat de la balance angio-
génique / antiangiogénique qui détermine la vasculogenese et 1’angiogenese.
L’importance de ce domaine est considérable sur le plan diagnostique, pronos-
tique et thérapeutique. Le VEGF figure en premier lieu parmi les molécules

développées a effet pro- ou anti-angiogénique.

La compétition internationale est importante dans ce domaine. L’équipe a
les atouts d’allier expérience et compétence dans le domaine de 1’angiogencse
embryonnaire dans le modele aviaire, de disposer d’outils moléculaires originaux
et de pouvoir valider un certain nombre de cibles dans des modeles expérimen-
taux et en pathologie humaine. La collaboration de I'INSERM U36 avec les
services cardiovasculaires de 'HEGP ainsi qu’avec I'INSERM U428 sont des
atouts importants pour la validation et le transfert rapide en clinique des don-
nées expérimentales.

1. Etude de genes impliqués dans le développement vasculaire

a) Participation des récepteurs au développement vasculaire : étude
fonctionnelle au cours du développement embryonnaire

Nous avons cloné chez ’oiseau les VEGF-récepteurs VEGFR2 et VEGFR3,
qui s’expriment sélectivement dans les CE de I’embryon. Le VEGFR2 s’exprime
dans le mésoderme embryonnaire avant méme la formation des vaisseaux san-
guins et nous avons démontré que les cellules VEGFR2" donnent naissance aux
CE et aux cellules hématopoiétiques (CH) de différents lignages. Afin d’isoler
les genes capables de diriger le choix du lignage endothélial versus hématopoié-
tique de ces hémangioblastes, nous analysons le répertoire génétique de ces
précurseurs en utilisant des banques différentielles d’ADNc. Leur analyse fonc-
tionnelle sera conduite par surexpression dans un tissu dépourvu de capacité a
générer des CE et des CH. Ce systeme, rapide et peu coliteux, peut étre élargi
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sur I’analyse d’un grand nombre de génes, qui seront ensuite étudiés dans d’autres
modeles, notamment chez la souris et chez 1’homme.

Des études récentes ont révélé 1’existence d’une variété de récepteurs et de
facteurs de croissance spécifiques de 1’endothélium vasculaire, y compris un
nouveau récepteur au VEGF, la neuropiline-1 (NRP-1), le récepteur tie-2 et ses
ligands, angiopoiétines 1 et -2 (ang-1, ang-2), les éphrines et leurs récepteurs?.
Nous avons mise en évidence une expression différentielle de ces couples ligands/
récepteurs dans 1’endothélium artériel et veineux. Le rdle précis de ces molécules
dans le développement des artéres, veines et vaisseaux lymphatiques n’est pas
encore bien compris. Il s’agit d’une voie de recherche prometteuse pour le
développement de thérapies contre des pathologies vasculaires.

Etude moléculaire des précurseurs vasculaires VEGFR2' : analyse de sizzled
et de la septine-2 : Parmi les génes que nous avons isolés, nous analyserons deux
molécules de signalisation susceptibles de jouer des roles importants dans la
différenciation des hémangioblastes : sizzled de poulet (c-szl) et septine-2.

Le premier gene isolé, I’équivalent aviaire du gene sizzled (c-szl), cloné récem-
ment chez Xenopus laevis, fonctionne comme un antagoniste a wnt. Les facteurs
de croissance de la famille wnr agissent sur la détermination cellulaire, suggérant
un role important pour c-szl dans la différenciation des hémangioblastes. C-szl
s’exprime dans les cellules mésodermiques VEGFR2" de la partie postérieure de
I’embryon au stade de gastrulation. Des résultats préliminaires suggerent que c-
szl a la capacité d’induire la formation de CH dans le mésoderme.

La Septine-2 appartient a une famille de protéines localisées au niveau du
plan de clivage de cellules en division et qui sont impliquées dans des divisions
asymétriques. L’ARNm de la septine-2 est exprimé dans des sous-populations
de CE et de CH des ilots sanguins du sac vitellin ainsi que dans des CH intra-
aortiques. Des marquages immunocytochimiques des il6ts sanguins du sac vitellin
montrent que les CH se forment par bourgeonnement a partir des CE suggérant
une division asymétrique. Un anticorps sera dirigé contre la septine-2 afin de
déterminer sa localisation sub-cellulaire et de montrer si des CH sont générées
a partir de divisions asymétriques de CE.

Etude des précurseurs endothéliaux embryonnaires circulants : Des précurseurs
endothéliaux sont présents dans le sang adulte. In vitro ces cellules se différen-
cient en CE, in vivo ces précurseurs peuvent étre incorporés dans des sites de
néovascularisation. Sur le plan thérapeutique, ces cellules circulantes pourraient
étre utilisées pour acheminer des molécules anti- ou pro-angiogéniques a des
sites d’angiogenese physiologique ou pathologique.

En utilisant le systeme Caille-Poulet, nous montrons que des CE circulent tout
au long de la vie embryonnaire en conservant leurs capacités de différenciation
et de colonisation. Nous recherchons le stade a partir duquel ces précurseurs
circulent et d’ou ils se ségrégent. Nous étudions également la possibilité que des
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précurseurs autres que mésodermiques puissent voyager dans la circulation
embryonnaire.

Etude de la différenciation de I'endothélium artériel, veineux et lymphatique :
Ce projet vise a établir le role de deux récepteurs transmembranaires, la neuropi-
line-1 (NRP-1) et la neuropiline-2 (NRP-2), au cours du développement des CE
artérielles, veineuses et lymphatiques.

e NRP-1 et différenciation artério-veineuse. Le rdle de la NRP-1 dans le
développement du réseau artériel sera étudié chez I’embryon de poulet, in ovo,
au niveau du sac vitellin et de la membrane chorioallantoidienne (CAM) par
application de formes activant ou inhibant ce récepteur.

o NRP-2 et développement veineux et lymphatique. Afin de préciser le role
de la NRP-2 au cours du développement des CE veineuses et lymphatiques, nous
compléterons 1’analyse spatio-temporelle de son expression et examinerons des
souris dont le géene de la NRP-2 a été délété. Deux lignées de souris mutantes
sont mises a notre disposition, 1’analyse de leur phénotype vasculaire sera
complétée par une étude biochimique de I’interaction NRP-2/VEGF-C/VEGFR3
ainsi que par croisement des souris NRP-2 déficientes avec des souris portant

des mutations dans le gene du VEGFR3.

b) Participation de métallopeptidases a zinc dans l’angiogenese embryonnaire

Nous avons montré que des peptides vasoactifs comme 1’endothéline, générée
a partir de son précurseur la big-endothéline par I’enzyme de conversion de
I’endothéline (ECE), possedaient un effet angiogénique sur la CAM. De méme,
I’angiotensine II, générée a partir de son précurseur inactif par I’ACE, est angio-
génique. Enfin, le groupe de R.Pasqualini a montré que 1’aminopeptidase N
(APN) possedait un effet angiogénique par un mécanisme encore inconnu.
L’ECE, I’ACE et I’APN sont toutes des métallopeptidases a zinc pour lesquelles
des inhibiteurs sont soit bien établis (ACE), soit en cours de synthese/développe-
ment (ECE, APN). Cette recherche vise a approfondir les propriétés angiogé-
niques de I’ACE et de I’APN, étant donné la possibilité d’intervenir pharmacolo-
giquement sur ces enzymes.

Role putatif de I’ACE dans la différenciation des premieres cellules hémato-
poiétiques : L’implication du peptide Ac-SDKP comme substrat de I’ACE, et sa
caractérisation comme peptide hémorégulateur (voir le projet « Systémes rénine-
angiotensine et endothéline ; biologie de la paroi vasculaire »), ont suscité un
projet qui vise a montrer si ’ACE, par la dégradation de ce peptide, joue un
role dans la différenciation initiale des hémangioblastes en CE d’une part, et en
CH, d’autre part. Nous avons pu montrer que I’ACE est exprimée (ARNm et
protéine) dans I’endoderme extra-embryonnaire de I’embryon de poulet des le
premier jour du développement. La distribution de I’ACE est compatible avec
un role fonctionnel dans la différenciation de la premiere génération de CH. Une
étude comparable sur I’embryon de souris est en cours et une étude fonctionnelle
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in vitro (culture d’embryon) et in vivo dans I’ceuf sera entreprise pour connaitre
le mécanisme par lequel cette enzyme clé du systeme rénine-angiotensine pourrait
avoir une fonction hors de ce systéme.

Etude de I’expression embryonnaire de I’aminopeptidase N (APN). Recherche
d’inhibiteurs a effet anti-angiogénique : Un travail sur I'effet angiogénique de
I’APN a été entrepris récemment en collaboration avec le laboratoire du Pr. Ber-
nard Roques (INSERM U266) qui nous a fourni un inhibiteur spécifique. Apres
avoir cloné I’APN de poulet et établi son patron d’expression spatio-temporelle
par hybridation in situ et in toto (ARNm), et par des expériences de liaison sur
coupe d’embryon (protéine), nous étudierons les effets in vivo sur la vascularisa-
tion de I’embryon et de la CAM. Ensuite, nous montrerons si un effet antiangio-
génique peut étre obtenu par blocage de I’APN et peut faire régresser une tumeur
greffée sur la CAM. Ce modele permettra de mieux appréhender les mécanismes
d’action de I’activité angiogénique de I’APN.

Role du facteur de transcription EPAS-1 dans I’angiogenése embryonnaire :
Le facteur de transcription EPAS-1 (HIF-2a) fait partie de la superfamille des
facteurs de transcription basic helix loop helix (bHLH). In vitro, il est capable
de s’hétérodimériser avec son partenaire ARNT pour activer la transcription de
geénes angiogéniques. L’inactivation du gene EPAS-1 chez la souris (Iéthale a
I’état embryonnaire) conduit a des résultats discordants : dans une étude, il est
noté une déficience du systeme nerveux sympathique tandis qu’une autre montre
des Iésions vasculaires.

Nous avons cloné le gene EPAS-1 chez le poulet et montré son expression
importante lors de I’angiogenese embryonnaire. Chez ’homme, nous avons aussi
montré qu’EPAS-1 était précocément exprimé chez ’embryon et, par ailleurs,
dans I’angiogenese tumorale. Afin de savoir si EPAS-1 possede ou non un effet
sur le modelage vasculaire, nous avons construit un rétrovirus aviaire exprimant
un dominant négatif d’EPAS-1 (Favier et al., en préparation). L’administration
chez I’embryon de poulet de ce dominant négatif d’EPAS-1 permettra de
connaitre le réle joué par ce facteur dans 1’angiogenese.

2. Nouveaux genes induits lors de I’angiogenese hypoxique/ischémique

L’objectif est ici la découverte de nouveaux genes impliqués dans I"hypoxie et
I’angiogenese réactionnelle. Deux situations pathophysiologiques seront étudiées :
I’ischémie critique des membres inférieurs et 1’angiogeneése tumorale.

Cette étude comporte un criblage différentiel des ARNm de CE en hypoxie,
inducteur d’angiogenese, par rapport a la normoxie, par cDNA Representational
Difference Analysis (cDNA RDA). 350 genes dont I’expression est induite par
I’hypoxie ont déja été identifiés ; deux tiers correspondent a des genes connus
et un tiers a des ESTs (Expressed Sequence Tags).
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a) Angiopoietin related protein 4

Un de ces genes a plus particulierement retenu notre attention : 1’angiopoietin
related protein 4 (ARP-4). Il s’agit d’un gene codant pour une protéine de la
famille des angiopoiétines, molécules impliquées dans I’angiogenese, particuliere-
ment au niveau de la stabilisation et la maturation des néovaisseaux. Au niveau
protéique, ARP-4 est exprimée dans le foie adulte, le tissu adipeux, le placenta
et dans les glioblastomes. Son role dans la régulation du métabolisme lipidique
a été envisagé mais aucun rdle ne lui a été attribué dans les processus angiogé-
niques.

Nous avons montré la surexpression de I’ARP-4 dans les tissus ischémiques
(ischémie des membres inférieurs et cancer). Nous avons cloné 1’ADNc entier
d’ARP-4 de souris et humain et développons des anticorps. En collaboration
avec le groupe de C. Monnot, nous étudions I’effet de la surexpression d’une
forme recombinante d’ARP-4 dans différents modeles de cellules vasculaires.
Nous étudierons les voies de signalisation des MAP-kinases, de la PI3-Kinase/
Akt et de Jak/Stat et le role qu’ARP-4 pourrait jouer dans la régulation des
phénomenes de mitogénicité et/ou d’apoptose des cellules vasculaires. Le role
d’ARP-4 dans les processus angiogéniques sera aussi étudié en surexprimant
I’ADNc d’ARP-4 de facon tissu-spécifique dans la peau et I’endothélium vascu-
laire : ’ADNc complet de ARP-4 de souris, sera placé sous le contrdle du
promoteur du gene humain de la kératine K14 a expression cutanée. Enfin, une
lignée de souris transgéniques surexprimant spécifiquement ARP-4 dans les CE
sera créée sous le controle du promoteur de la VE-cadhérine ou de Tie-2.

b) Neuritine

Dans le cadre d’une étude conjointe avec le groupe d’Anne Eichmann, nous
nous intéressons aussi a un autre geéne : la neuritine. En effet, des études récentes
indiquent I’existence de mécanismes communs de différenciation vasculaire et
neuronale. La neuritine a été caractérisée dans le systtme nerveux et nous avons
trouvé qu’elle est exprimée dans I’ischémie critique des membres inférieurs au
niveau des CE vasculaires. Nous effectuerons les études d’expression de ce gene
dans les phases précoces de vasculogenese et d’angiogenese chez 1’embryon de
poulet.

c) Autres genes

Nous menerons une étude systématique de 1’expression de tous les genes issus
de notre criblage sur les tissus de jambes de patients atteints d’ischémie critique
et les tissus tumoraux. En collaboration avec le service d’anatomie pathologique
de I’Hopital Tenon, nous disposons d’un recrutement de tumeurs angiogéniques :
les genes issus du criblage cDNA-RDA seront évalués par 1) hybridation in situ,
2) PCR semi-quantitative ou quantitative en temps réel.
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3. Validation des nouveaux genes et études fonctionnelles

La validation des genes explorés dans les objectifs 1 et 2 sera effectuée par
I’étude de : 1) leur expression dans différents tissus normaux ou pathologiques
— telle I'ischémie des membres inférieurs, 2) leur fonctionnalité dans des
modeles simples (embryon de poulet) ou plus élaborés chez le mammifere.

a) Etude de I’expression de génes possiblement pro- ou anti-angiogéniques

Ischémie critique des membres inférieurs : L’ischémie des membres inférieurs
est une complication gravissime de 1’artérite oblitérante des membres inférieurs
aboutissant a I’amputation. Nous disposons, grace au Service de Pathologie Vas-
culaire de ’'HEGP, de prélevements effectués lors de I’amputation en zone saine
et ischémique. Nous avons étudié 1’aspect des vaisseaux dans ces deux zones et
semi-quantifié la densité des vaisseaux de petit et moyen calibre. Ces préleve-
ments permettent I’étude de 1’expression de genes possiblement impliqués dans
les processus d’angiogenese, tels ARP-4.

Parmi les molécules directement impliquées dans la formation ou le remode-
lage des vaisseaux, il est apparu que la thrombospondine-1 était fortement expri-
mée dans la partie 1lésée de la jambe. L’expression anormale de Ila
thrombospondine-1, considérée comme antiangiogénique, en région ischémique,
suggere que certaines molécules anti-angiogéniques pourraient étre anormalement
exprimées et contribuer a 1’absence du développement de la néoangiogenese.

Cellules endothéliales circulantes : Dans le cadre d’une collaboration avec le
Dr M. Aiach (INSERM U428), la batterie des genes explorés et repérés dans les
objectifs 1 et 2 sera étudiée dans les CE circulantes provenant de patients sains
puis souffrant d’ischémie (coronarienne ou des membres inférieurs).

b) Etude de la fonctionnalité des génes possiblement pro- ou anti-
angiogéniques

Modele de I’embryon de poulet : Ce modele a ’avantage d’étre rapide, peu
couteux et permet d’analyser I’effet de génes a divers stades de 1’angiogenese
embryonnaire. Les techniques suivantes ont déja permis d’obtenir des résultats
au laboratoires : 1) application directe d’agonistes ou d’antagonistes ; 2) greffe
de cellules recombinantes exprimant la protéine d’intérét, comme dans le cas de
cellules CHO produisant de I’endothéline ; 3) injection d’un rétrovirus aviaire
codant pour un gene d’intérét (un antisens) ou un dominant négatif, comme pour
EPAS-1 (cf plus haut) ; 4) greffes de tumeurs sur la CAM.

Etude de I'effet du glucose sur la néovascularisation de I’embryon de poulet :
Au cours du diabete, il existe une néo-vascularisation anomale. Nous proposons
I’embryon de poulet comme modele expérimental en rendant I’embryon hypergly-
cémique par une injection unique de glucose dans le vitellus qui est suffisante
pour maintenir une concentration plasmatique élevée pendant une semaine. Une
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étude macroscopique (densité vasculaire), ultrastructurale (relations entre CE et
péricytes), et moléculaire (expression des facteurs de transcription et de crois-
sance pro- ou anti-angiogéniques) montre des lésions de la paroi vasculaire a ce
stade du développement embryonnaire, conséquence directe de 1’hyperglycémie.

Modeles expérimentaux chez les rongeurs : Comme indiqué dans 1’objectif 2
pour ARP-4, nous développerons des modeles chez la souris ou le rat pour
I’étude des fonctions pro- ou anti-angiogénique des molécules des précédents
objectifs et des modeles d’ischémie cardiaque et rénale tel que I’ischémie-reperfu-
sion dans le cceur de lapin (collaboration avec I’EPI 01 INSERM, Dr A. Ber-
deaux).

Etant donné I’intérét potentiel des molécules anti-angiogéniques dans le cancer,
des collaborations sont déja en cours avec I’'IGR (Dr M. Pericaudet, Dr J. Feun-
ten) pour I’étude de 1’effet anti-tumoral putatif de 1’angiotensinogéne, molécule
anti-angiogénique découverte et brevetée au laboratoire (Brevet européen
n° 0 1401077.1).

III — NEUROPEPTIDES CENTRAUX ET REGULATION HYDRIQUE
ET CARDIOVASCULAIRE

Equipe : C. LLORENS-CORTES, N. Picco, A. Hus-CITHAREL, R. ROZENFELD, S. EL
MEssARrl, C. Fassot, D. RoescH, M. OKADA

Le but de nos travaux est d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. La
démarche consiste a étudier I’organisation et le role fonctionnel d’un systeme
peptidergique donné. Ces études permettent d’identifier les enzymes impliquées
dans le métabolisme de ces peptides et les différents sous-types de récepteurs
sur lesquels ces peptides agissent. La syntheése de molécules bloquant ces nou-
velles cibles et leur évaluation in vivo sur les différentes actions biologiques
induites par ces peptides conduisent au développement de composés potentielle-

ment utilisables en clinique.

1. Etude du Systeme Rénine-Angiotensine (SRA) Cérébral

Au cours de ces derniéres années, nos travaux ont été principalement axés sur
I’organisation et le role fonctionnel du SRA cérébral. Nous avons montré dans
le cerveau que I’aminopeptidase A (APA) et ’aminopeptidase N (APN), deux
ectoenzymes a zinc, étaient respectivement impliquées, in vivo, dans la conver-
sion de I’angiotensine II (Angll) en angiotensine III (AngllIl) et dans ’inactiva-
tion de I’AnglIIl en angiotensine IV. Une exploration systématique du site actif
de I’APA par mutagénese dirigée et par le criblage de banques de pseudopeptides
réalisées par chimie combinatoire a permis la synthese d’inhibiteurs spécifiques
et sélectifs de I’APA, inexistants jusqu’a ce jour, tel un pseudotripeptide B-
aminothiol (travaux conjoints entre INSERM U266, équipe de MC. Fournié-
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Zaluski et notre équipe ; Brevet PCT/FR00/00112). En bloquant in vivo I’APA
et ’APN par des inhibiteurs spécifiques et sélectifs, nous avons montré que le
peptide effecteur du SRA cérébral était 1’ AnglIl et non 1I’Angll comme établi a
la périphérie. Ces travaux ont mis en évidence que I’ AngllIl cérébrale exerce un
effet stimulateur tonique dans le contrdle central de la pression artérielle (PA)
chez le rat hypertendu vigile. Ainsi, ’injection centrale et non systémique des
inhibiteurs de I’APA, diminue la PA chez le rat spontanément hypertendu (SHR)
vigile, un modele de I’hypertension essentielle humaine. Ces résultats suggerent
que I’APA cérébrale pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique pour
le traitement de I’hypertension artérielle (HTA) et justifie le développement
d’inhibiteurs spécifiques et sélectifs de 1’APA, capables de traverser la barriere
hémato-encéphalique comme antihypertenseurs a action centrale (Brevet PCT/
FR9900059).

Notre projet consiste a effectuer une étude structure fonction de 1I’APA, afin
de synthétiser des inhibiteurs spécifiques et sélectifs de cette enzyme, capables
de passer la barriere hématoencéphalique. Ces molécules seront ensuite évaluées
in vivo apres injection par voie intraveineuse ou orale, dans différents modeles
d’HTA expérimentale.

a) Etude structure-fonction de I’aminopeptidase A. Construction d’un
modele 3D de I’APA

La récente résolution de la structure cristallographique de la leukotriene A4
(LTA4) hydrolase représente la premiere structure 3D d’une aminopeptidase
monozinc. La structure du site actif de la LTA4 hydrolase est en accord avec le
role des résidus que nous avions caractérisé dans I’APA et le mécanisme cataly-
tique que nous avions proposé. Cette similitude va nous permettre d’établir un
modele 3D du site actif de I’APA sur la base de la structure cristallographique
de la LTA4 hydrolase en collaboration avec le Dr B. Maigret (UMR, CNRS
7565, Lab. de Chimie théorique). Nous allons effectuer une modélisation par
homologie de la chaine protéique comprise entre les résidus 50 et 539 de I’ APA.
Cette région présente la plus forte conservation de séquence avec la LTA4h. Ce
modele préliminaire sera amélioré par optimisation de son énergie conformatio-
nelle. L’atome de zinc puis I'inhibiteur GluPO,H, (analogue de 1’état de transi-
tion) seront ajoutés a ce modele ainsi qu’une couche de molécules d’eau afin de
tenir compte d’un effet éventuel du solvant. Ce modele sera ensuite optimisé par
minimisation d’énergie et par dynamique moléculaire. Nous avons récemment
obtenu un modele 3D préliminaire de I’APA tres proche de la structure la LTA4
hydrolase permettant de visualiser de nouveaux résidus, qui semblent importants
pour la structure de 1’enzyme ou son activité (liaison du substrat, liaison du cal-
cium).

En combinant ces données structurales a celles que nous obtiendrons par muta-
génese dirigée, nous pourrons établir le role exact de ces résidus et valider notre
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modele. Chaque protéine mutée sera exprimée de fagon stable en cellules CHO
puis purifiée et caractérisée sur le plan biochimique et enzymatique. Ce modele
permettra de définir un pharmacophore d’inhibiteur de I’APA utile pour la syn-
thése de nouvelles molécules.

b) Production de I’aminopeptidase A pour la cristallisation

La cristallisation de I’APA finalisera la caractérisation structurale de I’enzyme.
Afin de produire I’APA en grande quantité, un systeme d’expression en cellules
d’insectes sera utilis€. Une forme soluble sera générée en sous-clonant le domaine
extracellulaire de I’ APA dans un vecteur d’insecte de nouvelle génération, possé-
dant un signal de sécrétion (HBM), comme dans le cas de 1’endopeptidase neutre
EC 3.4.24.11.

c) Développement et étude d’inhibiteurs spécifiques et sélectifs de
I’aminopeptidase A

Au sein d’un partenariat avec les laboratoires Glaxo-Wellcome et 1’équipe de
M-C Fournié-Zaluski, nous développerons de nouveaux inhibiteurs spécifiques
et sélectifs de I’APA capables de passer la barriere hématoencéphalique apres
injection parentérale. L’activité de ces molécules sera évaluée en étudiant leur
capacité a bloquer I’activité APA cérébrale, a bloquer la conversion de 1’ Angll
en Anglll dans le SNC, a abaisser la PA dans ’'HTA expérimentale.

Les expériences en traitement aigu puis semi-chronique (8 jours) par voie iv
ou orale seront conduites dans deux modeles d’HTA expérimentale : 1) Le rat
SHR, 2) le rat DOCA-sel. Ce dernier modele se caractérise par une inefficacité
des inhibiteurs du SRA systémique et par une rénine basse, données retrouvées
dans ’HTA des sujets noirs américains. Ce modele est intéressant car le SRA
périphérique n’est pas impliqué dans 1’élévation de la PA. Ces études permettront
de savoir si un inhibiteur de I’APA pourrait avoir un effet anti-HTA, du fait de
I’inhibition du SRA central.

Sur ce theme, depuis 1998, 3 étudiants ont soutenu leur these et un quatrieme
son DEA.

2. Interaction de I’Ang II/III avec d’autres peptides :
Voies de signalisation mises en jeu

Nous avons récemment étudié€ la distribution des ARN,_ & des récepteurs AT,
et AT, les deux isoformes des récepteurs AT, de I’angiotensine chez les ron-
geurs, le long du néphron de rat par RT-PCR. Les différents segments expriment
majoritairement les ARN,__ du récepteur AT, ,, a I’exception du glomérule ou les
ARN,  des deux isoformes sont exprimés en quantité similaire. La stimulation
de AT,, et AT, par I’Ang II/III active la mobilisation du calcium intracellulaire

N

avec la méme efficacité. Nous nous sommes plus particulierement interessés a
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la branche large ascendante corticale (CTAL) qui exprime presque exclusivement
les ARN, & du récepteur AT, ,. Nous avons mis en €vidence dans ce segment
que I’Angll/III, via AT,,, médie des augmentations de calcium intracellulaire
dépendantes de I’activité de plusieurs enzymes telles que la tyrosine kinase, la
protéine kinase C (PKC), mais aussi la phosphatidyl 3-kinase qui induit une
régulation concertée de la NA™-K*-ATPase et du cotransporteur Na*-K*-2Cl" via
la PKC. Bien que le CTAL ne contienne qu’un seul type cellulaire, il est soumis
a de multiples régulations hormonales impliant entre autres une action de la
vasopressine (via le récepteur V,) et de la bradykinine (via le récepteur B,).

Projet : 11 a été montré que les récepteurs AT, et B, sont capables de s’hétérodi-
mériser. Dans le CTAL, I’ AngII/III stimule le transport de sodium, alors que la
bradykinine 1’inhibe. Le CTAL est donc un modele « ex vivo » qui nous permettra
d’approfondir ce type de régulation, notamment en regardant si différentes iso-
formes de PKC sont impliquées au cours de la stimulation par 1’AnglI/III ou
la bradykinine.

3. Recherche de ligands endogénes
de récepteurs orphelins présents dans le SNC

Au cours des travaux que nous avons réalisés sur la distribution cérébrale et
I’identification du type cellulaire exprimant les récepteurs de 1’ Angll/AnglIl,
I’existence d’un autre sous-type de récepteur des angiotensines, spécifique de
I’ AnglIl a peu a peu émergé. En partant d’ARN total de noyaux supraoptiques
de rat, nous avons isolé un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé
aux protéines G (GPCR) partageant 31 % d’identité de séquence avec le récepteur
AT,,. Nous avons étiqueté ce récepteur avec 'EGFP et nous I’avons exprimé
dans une lignée stable CHO. Ce récepteur est présent a la membrane mais ne
lie pas les angiotensines I’identifiant & un récepteur orphelin. Ceci nous a conduit
a développer un nouveau procédé de criblage pour I’identification de ligands
endogenes de récepteurs orphelins mettant a profit la propriété qu’ont les GPCRs
a s’internaliser sous I’action de ligands agonistes. Cette méthode consiste a 1)
étiqueter un récepteur orphelin avec la protéine autofluorescente EGFP et I’ expri-
mer a la surface de cellules eucaryotes ; 2) mettre ces cellules en contact avec
des fractions HPLC purifiées d’un extrait tissulaire ; 3) visualiser en microscopie
confocale I’internalisation du récepteur fluorescent. En effectuant plusieurs étapes
de purification et de tests d’internalisation successifs, il est possible d’isoler et
de purifier la fraction contenant le ligand peptidique pur et de séquencer celui-
ci. (Brevet PCT/FR 00/00113 en coll. avec A. Beaudet, Montréal Inst. McGill et
H. Vaudry, INSERM U413, Contrat de licence avec la Société Neuro 3D N°
98210B10). Nous avons validé ce procédé sur le récepteur de la neurotensine.

N N

Notre projet de recherche consiste a appliquer ce procédé a la recherche de
ligands endogenes de GPCRs orphelins (4 récepteurs orphelins sont actuellement
a I’étude), localisés dans le SNC et présentant une similarité de séquence avec
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des récepteurs de neuropeptides déja connus. Ce travail fait 1’objet d’une Alliance
avec ’unité Inserm U413 et I'Institut de Recherche SERVIER.

4. Etude d’un nouveau neuropeptide, I’apéline et de son récepteur

La recherche de ligands endogénes de GPCRs orphelins, nous a conduit a
isoler ’homologue murin du récepteur orphelin humain APJ. Le ligand endogene
de ce récepteur a été isolé fin 1998. Il s’agit d’un peptide de 17 acides aminés,
I’apéline (K17F), issu d’un large précurseur la préproapéline composé de
77 acides aminés.

Apéline KI17F: NH,-Lys-Phe-Arg-Arg-Gln-Arg-Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-
Gly-Pro-Met-Pro-Phe-COOH.

Nous avons montré récemment que ce peptide est présent dans le cerveau
humain et murin et qu’il intervient dans la régulation du métabolisme hydrosodé
et des fonctions cardiovasculaires. De plus, le récepteur de 1’apéline a été identifié
comme étant un corécepteur pour 1’entrée du virus du SIDA et certains fragments
d’apéline pourraient bloquer 1’entrée de ce virus. Vu les fonctions de ce récepteur,
il devient important de développer de facon rationnelle des agonistes ou antago-
nistes de ce récepteur, qui permettront aussi d’approfondir le rdle physiologique
de I’apéline.

a) Etudes structure-fonction du récepteur de I’apéline

Relation entre la structure et ’activité de differents ligands peptidiques sur le
récepteur de 1’apéline : Nous comparerons la capacité de différents fragments
d’apéline a se lier sur le récepteur de 1’apeline, a modifier la production d’AMPc
(second messager du récepteur de 1’apéline) et a induire I’internalisation de ce
récepteur. Ceci permettra de définir la séquence minimale de la molécule capable
de se fixer sur le récepteur et d’induire son activation, premiers pas vers la
synthese d’un analogue non dégradable ou d’un antagoniste de ce récepteur (coll.
avec le laboratoire d’H. Vaudry, INSERM U413). Le test (liaison sur le récepteur
de DI'apéline) se fera a partir d’une chimiotheque de 2 000 composés et sera
effectué en collaboration avec la Société Neuro 3D.

Modélisation du récepteur de 1’apéline et validation du modele par des études
structure-fonction par mutagenese dirigée : Le récepteur de 1’apéline est un GPCR
qui n’a pas encore été étudié sur le plan structural. Une caractérisation pharmaco-
logique du récepteur murin a été entreprise dans notre équipe et révele qu’il y
aurait une dissociation entre I’internalisation et le couplage transductionnel du
récepteur. En effet, des délétions a I’extrémité N- ou C-terminale de K17F ont
montré que la partie C-terminale du peptide semble étre cruciale pour I’internali-
sation alors qu’elle ne semble pas avoir d’incidence sur la transduction du signal
du récepteur de I’apéline. I semble que la séquence peptidique (ou la structure
du peptide) soit importante et que les sites d’ancrage du peptide dans le récepteur
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induisant I’internalisation ou le couplage transductionnel soient distincts. Le pro-
jet de recherche consistera a construire un modele 3D du récepteur de 1’apéline
par homologie en se basant dans un premier temps sur la structure 3D du
récepteur de la rhodopsine. Ce modele sera ensuite amélioré en le comparant a
celui du récepteur de 1I’angiotensine II de type-1 (AT1) qui partage une forte
identité de séquence avec le récepteur de ’apéline’. La validation et I’améliora-
tion du modele aideront au développement d’agonistes/antagonistes qui permet-
tront une caractérisation fine du rdle physiologique et physiopathologique de
ce récepteur.

b) Identification du fragment d’apéline produit in vivo : Développement d’un
dosage RIA de ’apéline et analyse de 'immunoréactivité de I’apéline
cérébrale

Afin de caractériser I’anticorps dirigé contre K17F que nous avons produit, un
dosage RIA a été développé. Les premiers résultats montrent que I’affinité de
I’anticorps pour K17F est comprise entre 10" M et 10° M. Actuellement, des
expériences complémentaires sont en cours afin d’estimer le degré de sélectivité
de cet anticorps vis a vis de différents fragments d’apéline. L’immunoréactivité
apéline dans différentes régions du cerveau de rat sera étudiée et la nature de
I’immunoréactivité mesurée sera identifiée par HPLC, dosage RIA et identifica-
tion du peptide isolé par spectrométrie de masse (coll. INSERM U413).

c) Role physiologique de I’apéline

Distribution de 1’apéline et de son récepteur dans le SNC : Dans le cerveau
humain, il n’existe que des études succintes d’hybridation in situ de I’ARNm de
la préproapéline et d’immunocytochimie du récepteur de 1’apéline. Apreés avoir
réalisé la distribution détaillée des neurones apélinergiques et du récepteur de
I’apéline dans le cerveau de rat adulte, nous entreprendrons la distribution de
I’apéline et de son récepteur dans le cerveau humain de sujets sains. Nous
envisageons par la suite, en fonction des données obtenues et des moyens dispo-
nibles, d’étudier cette distribution sur des cerveaux de personnes décédées et
atteintes par le virus du SIDA afin d’évaluer si les régions 1ésées sont celles qui
expriment les récepteurs ou les neurones apélinergiques.

Role de I’apéline dans le contréle de la PA : L’apéline et son récepteur sont
présents dans les mémes structures que celles qui expriment I’angiotensine II/I1I,
ce qui suggere que ’apéline pourrait étre impliquée dans le controle de la PA.
Pour vérifier cette hypothese, nous évaluerons 1’expression de ’apéline dans le
cerveau d’animaux hypertendus et les effets centraux de différents fragments
d’apéline sur la PA dans différents modeles d’HTA chez 1’animal vigile.

Recherche d’une implication de 1’apéline dans la prise alimentaire : Les corps
cellulaires des neurones apélinergiques sont présents dans le noyau arqué et
semblent situés a la méme antériorité que les corps cellulaires des neurones a
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neuropeptide Y (NPY), neuropeptide stimulant la prise alimentaire. De nom-
breuses fibres apélinergiques sont aussi présentes dans les noyaux dorso- et
ventromédian, suggerant aussi que I’apéline pourrait jouer un role dans la prise
alimentaire.

Nous évaluerons tout d’abord I’expression de 1’apéline dans ces structures chez
des rats Wistar Kyoto soumis a une restriction alimentaire ou chez des rats
Zucker génétiquement obeses. Puis, nous rechercherons si I’apéline est colocali-
sée avec le NPY par des expériences de double marquage et nous étudierons in
vivo 1'effet de I’apéline injectée par voie icv sur la prise de nourriture chez le
rat ou la souris ayant subi ou non une restriction alimentaire. Ces résultats seront
comparés a ceux obtenus parallelement apres injection i.c.v. du NPY.

Recherche d’une implication de 1’apéline dans la régulation des rythmes circa-
diens : L’ARNm du récepteur de I’apéline est exprimé dans la glande pinéale,
le noyau para-ventriculaire (PVN) et le noyau suprachiasmatique. Les neurones
apélinergiques sont présents dans le noyau suprachiasmatique, 1’aire retrochias-
matique et le PVN, structures jouant un role important dans la régulation des
rythmes circadiens, suggérant que 1’apéline pourrait étre impliquée, comme la
mélatonine, dans cette régulation. L’expression de ’apéline sera évaluée dans
plusieurs structures (glande pinéale, hypothalamus, hypophyse) au cours des
périodes jour et nuit. Une éventuelle colocalisation de 1’apéline avec des neuro-
peptides impliqués dans la régulation des rythmes circadiens comme le NPY, le
VIP, la vasopressine sera recherchée.

En collaboration avec le laboratoire du Prof P. Pevet (UMR 7518 CNRS) et
plus particulierement avec 1’équipe du Dr V. Simmoneaux, 1’effet de 1’apéline
sur la sécrétion de mélatonine sur des pinéalocytes en culture primaire sera
étudié. Parallelement nous déterminerons si ces cellules expriment 1’apéline ou
son récepteur par des expériences de dosage RIA, de liaison ou de RT-PCR.

Puis, in vivo, chez la souris, I’effet central de 1’apéline sur I’activité locomo-
trice en périodes jour et nuit et nuit apres un flash lumineux sera étudié, sachant
qu’il a été démontré que I’activité locomotrice de différents rongeurs est le reflet
d’une libération circadienne de mélatonine (Collaboration avec le Dr E. Challet,
UMR 7518 CNRS).

Recherche d’une implication de I’apéline dans la régulation de la sécrétion
d’ACTH : La détection de 1’apéline et de son récepteur dans la partie parvocellu-
laire du PVN et dans les cellules du lobe antérieur de 1’hypophyse (données
personnelles) suggerent une éventuelle régulation de la sécrétion d’ACTH par
I’apéline soit au niveau hypothalamique via le CRF, soit au niveau hypophysaire
par un effet direct. Nous rechercherons si le récepteur de I’apéline est présent
dans les neurones a CRF. Enfin, nous étudierons ’effet de 1’apéline sur la
libération de CRF dans 1I’éminence médiane et une éventuelle colocalisation de
I’apéline ou de son récepteur avec ’ACTH. Si ces résultats s’averent positifs,
nous effectuerons des expériences ex vivo consistant a superfuser des antéhypo-
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physes de rat en présence ou en absence d’apéline et a mesurer ’ACTH libérée
dans les superfusats (Collaboration avec 1I’équipe du Dr Bluet-Pajot, INSERM
U549).

Conséquences prévisibles pour 1’évolution des connaissances dans le domaine
médical ou en santé publique :

e L’APA pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique pour le traitement
de 'HTA pour laquelle peu de nouveaux médicaments sont disponibles, alors
méme que certaines formes d’HTA (notamment chez le sujet noir Américain)
sont difficiles a équilibrer.

e L’intérét d’avoir développé un nouveau procédé de criblage pour la recherche
de ligands endogenes de GPCRs orphelins localisés dans le SNC est de découvrir
de nouveaux neuropeptides comme I’apéline, puis de comprendre leurs roles
physiopathologiques. En fonction des données obtenues, le récepteur orphelin
étudié deviendra une cible thérapeutique potentielle justifiant le développement
d’agonistes ou d’antagonistes non peptidiques comme composés potentiellement
utilisables en clinique.

IV — GENETIQUE ET CLINIQUE DE L’HYPERTENSION
ARTERIELLE

Equipe: X. JEUNEMAITRE, G. BEAURAIN, A.-M. Houort, C. DELALOY,
F. MEUNIER, K. BARAT, J. Lu, A.P. GIMENEZ-ROQUEPLO

L’hypertension artérielle (HTA) représente I’exemple méme d’une maladie
complexe, soumise a de multiples facteurs génétiques et environnementaux
divers. Une des particularités des approches que nous mettons en ceuvre est la
complémentarité entre les équipes clinique et génétique de ’HEGP et celles
travaillant au sein de 1’Unité 36. Nous avons pu, au cours des 4 dernieres
années, poursuivre notre effort de collection de familles avec HTA essentielle et
secondaire, de collection de tumeurs de la surrénale, de méme que focaliser une
partie de nos études sur des formes rares héréditaires d’HTA. Nous avons effectué
les études fonctionnelles de plusieurs variants génétiques humains de I’angiotensi-
nogene, démontré un certain nombre de relations génotypes-phénotypes originales
dans ’HTA essentielle, et surtout identifié deux genes inattendus, appartenant a
une nouvelle famille de kinases, WNKI1 et WNK4, comme responsables d’une
forme particuliere d’HTA. Une grande partie des projets de 1’équipe est mainte-
nant tournée vers 1’étude de la régulation de I’expression de ces genes in vitro
et in vivo, la création de modeles animaux transgéniques, la recherche de parte-
naires. Pour ces différents projets, notre équipe a développé des collaborations
nationales, européennes et internationales, a accueilli au cours des quatre der-
nieres années 3 étudiants en stage de maitrise, 2 étudiants en DEA, 3 chercheurs
post-doctorants, et soutenu une theése de Génétique. Nous avons intégré en 2002
un chercheur CR1 Claude Bernard, et espérons la nomination d’un chercheur
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post-doctoral en CR2. Au niveau du Département de Génétique, le Dr Anne-
Paule Gimenez-Roqueplo qui devrait étre promue MCU-PH en 2002, a obtenu
un Contrat Objectif INSERM, ce qui lui permettra d’augmenter son temps
recherche au sein de 1I’Unité. L’accueil d’un nouveau chercheur post-doctorant
est prévu au cours de ’année 2002, de méme que le prolongement d’un étudiant
de DEA en theése et I’accueil d’un étudiant en DEA supplémentaire.

1. Role d’une nouvelle famille de kinases, WNKs

a) Analyse d’une forme autosomique dominante d’hypertension artérielle
essentielle avec hyperkaliémie

Le projet est axé sur I’Hypertension Hyperkaliémique Familiale (HHF), encore
appelée syndrome de Gordon ou pseudohypoaldosteronisme de type I (PHA2),
une forme autosomique dominante d’HTA, caractérisée par un tableau biologique
associant hyperkaliémie, acidose métabolique et hyperchlorémie en 1’absence de
toute insuffisance rénale et pour laquelle les anomalies biologiques suggéraient
une anomalie rénale primaire, en particulier un dysfonctionnement du cotranspor-
teur NaCl (gene SLC12A3) au niveau du tubule distal rénal, mais pour lequel
aucune anomalie moléculaire n’avait pu &tre mise en évidence. En 1997, I’étude
par une équipe américaine de huit familles atteintes a permis d’identifier 2 régions
a l'origine du trait sur les chromosomes 1 et 17, dont au moins une correspond
également a une région identifiée dans ’'HTA essentielle humaine.

Nous avons caractérisé plusieurs familles francaises, confirmé la transmission
autosomique dominante de la maladie, montré les liens entre les anomalies méta-
boliques (hyperkaliémie, hyperchlorémie, acidose métabolique) mais 1’apparition
plus tardive de I’hypertension artérielle et identifié un nouveau locus appelé
PHA2-C (chr 12pl13) a partir d’une grande famille originaire du Nord de la
France. Nous avons pu collecter plus de 20 familles et montré une grande
variabilité intrafamiliale mais aussi interfamiliale du phénotype. Parallelement a
ce travail, nous avons poursuivi I’analyse moléculaire du locus PHA2-C par
analyse de cartographie physique et génétique. En collaboration avec le labora-
toire de RP Lifton (Yale, USA), également sur I’étude du méme locus a partir
d’une seule famille atteinte, nous avons finalement identifié une délétion de
22 Kbp dans I’intron 1 du gene d’une kinase, WNKI1, délétion incluse dans la
délétion de 41 Kbp retrouvée dans la famille américaine, et dont nous avons pu
montrer qu’elle entrainait une surexpression du gene. Parallelement, 1’identifica-
tion d’homologues de cette kinase, WNK4 au locus PHA2B (chr 17q21), a
montré la présence d’autres mutations faux-sens chez d’autres familles atteintes.
Ces deux genes, WNKI et WNK4, codent une nouvelle famille de sérine/thréonine
kinases (with no lysine (K) kinase), famille récemment isolée et donc trés peu
caractérisée. Les kinases codées par ces geénes sont particulieres : la lysine cataly-
tique dans le sous-domaine II du domaine kinase est en effet remplacée par une
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cystéine. Elles ne semblent pas activer les voies classiques des MAP kinases
et leur capacité d’autophosphorylation est influencée par les modifications de
concentration ionique extracellulaire : elles pourraient donc étre impliquées dans
des mécanismes de régulation osmotique de la cellule et donc intervenir dans
une voie de régulation de transporteurs ioniques. Cependant, I’expression ubiqui-
taire de WNKI1 suggere un rdle physiopathologique plus large.

Etude de la régulation de I’expression de WNK1 et WNK4 (C. Delaloy, DEA
puis These, J. Lu Poste vert INSERM, A.-M. Houot Assistant Ingénieur Inserm) :
Le géene WNKI1 est étendu sur plus de 150 kbp, comprend 28 exons et est a
I’origine de deux transcrits d’environ 9,5 et 11 kb. L’expression de ces 2 iso-
formes est tissu-spécifique. Le transcrit long de WNKI est préférentiellement
exprimé dans le cceur, le muscle squelettique, le testicule et le cerveau, alors
que le transcrit court est trés largement majoritaire dans le rein, ceci de fagon
identique chez I'homme et la souris. A partir de I’analyse de leucocytes circu-
lants, il a pu étre montré que seule la forme courte est surexprimée — 5 a
10 fois — chez les patients, suggérant que l’isoforme courte rénale serait a
I’origine de la pathologie. Ceci implique 1’existence d’une répression constitutive
et spécifique de I’expression de la forme courte par des éléments contenus dans
les séquences délétées de I’intron 1. L’objectif est 1’étude in vitro des promoteurs
de WNKI1 sous contrdle transcriptionnel de différentes séquences pouvant corres-
pondre aux promoteurs possibles. Une fois les promoteurs ubiquitaire et rénal
déterminés, la séquence correspondant a la délétion dans I’intronl de 22 kb sera
clonée, transfectée, analysée en tests Luciférase et vérifiée par western-blot et
des expériences d’empreinte a la DNAse et de retard sur gel seront effectuées a
partir d’extraits protéiques cellulaires exprimant les deux isoformes. Ces études
in vitro constituent un préalable indispensable aux études in vivo présentées
ci-dessous.

Ces études seront complétées par I’analyse de I’expression des genes WNKI1
et WNK4 au cours du développement chez la souris (Coll. J.-M. Gasc dans le
laboratoire). En raison de 1’expression ubiquitaire de WNKI1 et de I’expression
spécifiquement rénale de WNK4, 1’objectif de ce travail est 1) de comparer la
localisation rénale (souris, rat, homme) de ces deux kinases, 2) d’analyser leur
expression au cours du développement chez I’embryon de souris et de rat,
3) d’analyser I’expression de WNKI1 au cours du développement normal dans
les autres tissus exprimant cette kinase a 1’état adulte (en particulier, cceur,
muscle, cerveau), 4) d’analyser cette expression dans différentes situations patho-
logiques, en particulier souris K.O. pour le géne NCC (co-transport NaCl) qui
devrait étre une cible au moins indirecte de ces enzymes. Un certain nombre
d’outils ont été développés au cours de ’année 2001 dans le laboratoire : clonage
des cDNA humains des 2 isoformes présumées de WNK1, de WNK4, clonage
de sondes 5 et 3’ pour hybridation in situ, synthése d’anticorps polyclonaux
correspondants a des antipeptides choisis dans les parties N et C-terminales des
2 protéines.
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Recherche de partenaires de WNKI1 et WNK4 (I. Desitter, CDD recherche ;
post-doc) : Une des caractéristiques essentielles de WNK1 et WNK4 est la pré-
sence de deux domaines coiled-coil, apres le domaine kinase et dans la partie
C-terminale de la protéine. Ces domaines jouent probablement un réle important
dans la liaison de la kinase a des protéines partenaires qui seront recherchées
par la stratége de double-hybride en levure. La premiere partie de ce projet est
effectué en collaboration avec 1I’équipe de O. Staub (Institut de Pharmacologie,
Lausanne, Pr B. Rossier). Les recherches de partenaires seront conduites initiale-
ment avec 1’aide d’une banque de cDNA de souris. Des résultats préliminaires
encourageants ont déja été obtenus, suggérant un ou deux partenaires.

Création de modeles souris (J. Hadchouel, post-doc ; C. Delaloy ; Coll. U367,
P. Meneton) : La création d’animaux génétiquement modifiés constitue 1’outil
indispensable d’analyse moderne de la fonction de ces genes. Pour WNKI1, ou
I’anomalie humaine semble étre un gain de fonction liée a une surexpression
génique, nous réaliserons deux constructions permettant la réalisation par transgé-
nese classique d’un modele animal souris surexprimant ’'une ou l'autre des
isoformes WNKI1 dans le tubule distal du néphron. Les cDNA humains formes
« longue » et « courte » sont déja clonés au laboratoire et leur expression ciblée
dans le tubule distal par clonage du promoteur KSP-cadherin — dont I’expression
a déja été démontrée comme spécifique du tubule rénal en amont du cDNA. Avec
J. Hadchouel, nous étudierons la possibilité d’analyse in vivo de la régulation de
WNKI1 chez I’animal entier, avec dans un premier temps [’utilisation de la
technologie des BACs (pour disposer de grands fragments d’ADN en amont du
geéne) et du gene rapporteur nLacZ, marqueur sensible et résolutif. Plusieurs
constructions seront utilisées pour reproduire la séquence répresseur de I’intron 1,
dont le profil d’expression sera étudié au cours du développement et dans le
tissu adulte. Le modele souris de PHA2 lié a la surexpression de WNKI1 sera
ensuite créé chez la souris par délétion du ou des élément(s) répresseurs(s)
identifié(s) dans le génome des cellules ES, injection des cellules ES dans les
blastocystes et établissement de lignées murines (collaboration avec F. Tronche,
College de France).

La recherche d’un modele animal permettant de préciser le role de WNK4
sera aussi effectuée en collaboration avec P. Meneton (U367 INSERM) qui
possede cette expertise. WNK4 est exprimé essentiellement dans le rein (tubes
distal et collecteur) et sous une seule isoforme de 4.4 Kb. Nous avons choisi la
création de souris K.O. et une lignée de souris K.I. reproduisant les mutations
humaines — délétion de la séquence en aval du 2 domaine coiled-coil. Cette
étude a obtenu un financement dans le cadre du programme ACI 2001.

L’ensemble de ces projets de transgénese, devrait permettre d’obtenir un
modele de la pathologie humaine, de corréler le niveau d’expression a la sévérité
du phénotype, d’apporter des éléments de réponse concernant le rdle de la spécifi-
cité tissulaire des deux isoformes de WNKI1, et de caractériser les importances
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relatives de WNK4 et WNKI1 dans la régulation du transport ionique et de la
pression artérielle et éventuellement de tester 1’interaction entre ces 2 génes.

Identification d’autres génes responsables du PHA2 (G. Beaurain CR1 CI. Ber-
nard, F. Mathieu Post-doc, B. Fiquet-Kempf, médecin) : La collection de familles
supplémentaires nous a permis de tester la liaison entre les sujets atteints de trois
familles et d’exclure les trois loci candidats déja connus. Nous avons ainsi montré
que le PHA?2 faisait intervenir au moins un quatrieme locus. Nous poursuivrons
la caractérisation de plusieurs familles et localiserons le nouveau locus respon-
sable de la maladie. Avec les 4 familles les plus informatives actuellement a
notre disposition, une simulation d’étude de liaison montre que les LOD scores
maxima attendus sont entre 1.5 et 3.6 pour chacune des familles et un total >7.0
en cas d’homogénéité génétique. Une analyse de génome entier semble étre la
plus appropriée a notre objectif, et sera conduite en collaboration avec le Centre
National de Génotypage.

2. Hypertension artérielle essentielle :
Analyse de genes candidats et relations génotypes-phénotypes

a) Collection de familles, analyse de genes candidats (Dépt de Génétique,
Service d’HTA, CIC, HEGP)

L’analyse génétique de I’'HTA essentielle nécessite de grandes collections d’in-
dividus et de familles afin de pouvoir tester 1’hypothese d’effets faibles ou
interactifs de geénes de susceptibilité. Nous poursuivrons notre effort unique en
France de collection et de caractérisation de familles hypertendues (>800 a ce
jour). Un effort particulier est effectué pour le recrutement de fratries concor-
dantes et discordantes pour la pression artérielle, avec la participation d’un finan-
cement industriel (BMS 2001-3). Un effort est aussi effectué pour le recrutement
et la caractérisation clinique et biologique de trios (2 parents, 1 sujet index)
dans le cadre d’un contrat CEE du 5° PCRDT 2001-3 (Investigateur principal,
Pr A. Dominiczak, Glasgow). Pour cette derniere étude, 1’analyse génotypique
est effectuée au Centre National de Génotypage (Pr M. Lathrop, Evry), aprés une
phase initiale de recherche systématique de polymorphismes sur génes candidats.

Nous poursuivrons également la collaboration entretenue depuis 1994 avec
I’équipe du Pr G.H. Williams (Boston, USA) et des Dr S.C. Hunt et P.N. Hopkins
(Salt Lake City, USA) pour I’étude phénotypique détaillée de paires de fratries
hypertendues avec pour objectif I’étude de relations entre polymorphismes de
genes candidats et des phénotypes intermédiaires impliqués dans la régulation
de la pression artérielle (systeme rénine angiotensine, systeme kallicréine-kinine,
réponse au sel, sécrétion d’aldostérone, contre-transport Na/Li). Dans le cadre
de cette collaboration, plus de 400 individus sur les 3 sites ont maintenant été
étudiés. Nous avons pu montrer des relations familiales positives sur la concentra-
tion plasmatique de rénine dans des conditions standardisées de régime salé ainsi
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que sur la réponse de la sécrétion d’aldostérone a la perfusion d’angiotensine II
(phénotype de modulation-non modulation), et de 1’excrétion de cortisol urinaire.
Le polymorphisme M235T du gene de I’AGT est significativement associé au
phénotype de non-modulation. Des relations fortes ont été retrouvées entre la
concentration plasmatique de LDL-cholesterol et la réponse tensionnelle a I’admi-
nistration aigue d’angiotensine II, qui pourrait étre en partie médiée par le gene
du récepteur de type 1 de I’angiotensine II. Une association significative a été
retrouvée entre gene de 1’adducine, contre-transport Na/Li et profil plasmatique
de rénine.

Nous poursuivons 1’étude de geénes candidats et leur relation avec le phéno-
type : canal Na épithélial sensible a 1’amiloride (ENaC) et ses partenaires, Serum
Glucocorticoid Kinase (SGK), isoformes de Nedd-4, génes du systéme natriuré-
tique (peptides et récepteurs, neutral-endopeptidase).

b) Erudes des genes WNKI et WNK4 dans I’HTA essentielle (K. Barat, CDD,
J. Lu, Poste Vert INSERM)

La découverte des genes WNKI1 et WNK4 a I’origine du PHA2. Nous recher-
cherons les SNPs de ces genes et leur association dans I’"HTA essentielle, notam-
ment dans des études européennes, en particulier I’étude BRIGHT dirigée par le
Pr M. Caulfield (Londres, UK) et contenant plus de 1 500 fratries hypertendues.

c) Analyse de relations génotypes-phénotypes (F. Mathieu, Post-doc ; Dépt de
Génétique et CIC, HEGP)

Deux études originales ont débuté a partir des résultats obtenus au cours des
dernieres années. La premiere est une étude de pharmacogénétique effectuée chez
des fratries hypertendues avec 1’objectif de déterminer les déterminants de la
réponse aigué et chronique au candésartan, inhibiteur des récepteurs de 1’angio-
tensine II. Cette étude, effectuée au CIC de ’'HEGP, a prévu d’inclure 30 fratries
hypertendues (60 sujets) avec des mesures répétées cliniques et biologiques et
permettra ’analyse des éventuelles relations génotypes — réponse médicamen-
teuse.

La seconde étude, financée par un PHRC 2001-3, concerne 1’étude chez le
volontaire sain de I'impact des variations interindividuelles de kallikréine sur
I’homéostasie hydrosodée, le métabolisme phosphocalcique et le flux artériel
endothélium-dépendant. Une relation négative existe entre la pression artérielle
et le niveau d’excrétion urinaire de kallicréine dont environ 50 % de la variance
est génétiquement déterminé. Des souris K.O. pour la kallikréine rénale posseédent
une altération de la vasodilatation flux-dépendant. Dans le cadre d’une collabora-
tion avec 1’U367 (F. Alhenc-Gelas), nous avons identifié un polymorphisme
(R53H) du gene de la kallikréine rénale, et démontré son impact fort sur ’activité
enzymatique de la kallikréine (absence quasi-complete d’activité enzymatique).
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La poursuite de cette recherche tant au niveau génétique, biochimique et clinique
a obtenu un financement du programme ACI en 2000 (F. Alhenc-Gelas, Investi-
gateur principal).

3. Etude clinique et génétique
de formes secondaires d’hypertension artérielle

a) Phéochromocytomes et Hyperaldostéronismes primaires (Dr A.P. Gimenez-
Roqueplo, Dr B. Fiquet-Kempf, Pr P.-F. Plouin)

Le phéochromocytome est une cause rare d’HTA secondaire. Plusieurs genes
sont connus pour &tre impliqués dans le déterminisme génétique dans des patholo-
gies familiales avec parfois phéochromocytome (Ret, VHL, NF,) mais leur contri-
bution dans le phéochromocytome sporadique est faible. Récemment, 2 genes
codant pour deux sous-unités (SDHD et SDHC) du complexe II de la chaine
respiratoire mitochondriale ont été identifiés comme responsables du paragan-
gliome héréditaire ont été identifiés. Nous avons identifié chez une famille fran-
caise, une nouvelle mutation non-sens du gene SDHD, la perte de l’allele
maternel normal expliquant que seul I’ADN paternel muté s’exprime au niveau
tumoral. L’étude enzymatique réalisée sur le phéochromocytome par P. Rustin
(A. Roetig, A. Munnich, INSERM U393) a révélé un effondrement complet de
I’activité du complexe II comparée a 1’activité normale du complexe II analysée
chez 8 phéochromocytomes contrdles non porteurs de la mutation. Par hybrida-
tion in situ et immunohistochimie, J. Favier (Equipe 2) a montré que les voies de
réponses a I’hypoxie étaient activées sur les tumeurs de ces patients corroborant
I’hypothese d’un dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.

Le projet, soutenu par un contrat OBJECTIF INSERM, a pour but essentiel
de déterminer l'incidence des mutations somatiques et constitutionnelles des
genes SDHD et SDHC dans les phéochromocytomes sporadiques et leur role
éventuel dans le caractere malin des tumeurs. Cette recherche sera complétée
par la recherche d’une perte d’hétérozygotie au niveau tumoral lorsqu’une muta-
tion sera identifiée, a 1’aide de marqueurs microsatellites de la région 11q22-
23 et 1g21-23. Ceci devrait nous permettre d’établir des corrélations génotype-
phénotype (localisation ectopique ou surrénalienne, phéochromocytome bénin ou
malin, ...) prenant en compte le type et le site de mutation, et I’importance de la
perte d’allele associée. La disponibilité au sein de la tumorotheque et DNAtheque
COMETE (Programme Hospitalier de Recherche Clinique Clinique AOM 95201)
dédiée a «I’étude du pronostic et du traitement des tumeurs endocrines de la
surrénale » (avis favorale du CCPPRB de Paris-Cochin le 2 juillet 1996), dirigée
par le Pr. P.-F. Plouin, d’ADN leucocytaire et de tissu tumoral de 200 patients
opérés d’un phéochromocytome, nous permet d’envisager une étude a grande
échelle de ces nouveaux genes dans le déterminisme du phéochromocytome.
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De méme, la base de données COMETE posséde des informations cliniques
et biologiques, une DNAtheque pour plus de 200 sujets avec hyperaldostéronisme
primaire non tumoral et plus de 150 sujets avec adénomes de Conn (avec tumoro-
theque). Dans le cadre de l’ensemble des projets développés par le réseau
COMETE, notre role sera de rechercher des familles avec hyperaldostéronisme
et de tester des polymorphismes génétiques qui pourraient favoriser soit 1’hype-
rexpression d’aldostérone, soit la tumorigénese elle-méme.

b) Sténoses de ’artere rénale (Pr P.-F. Plouin, Dr A.P. Gimenez-Roqueplo,
Dr B. Fiquet-Kempf)

Le service d’HTA est impliqué dans plusieurs projets concernant les sténoses
de D’artére rénale et/ou la maladie vasculaire athéromateuse. L’essai STAR, Pro-
moteur INSERM (RBM 00-040), compare le traitement médical seul et le traite-
ment médical avec dilatation + stent chez les personnes ayant une sténose
athéroscléreuse de 1’artere rénale modérée. L’essai est coopératif international
(Pays-Bas, France, Angleterre), le promoteur principal étant 1'Université
d’Utrecht. Les promoteurs associés sont Cordis (fourniture des stents) et, pour
la France, le service d’HTA et le CIC de ’'HEGP. Dans 1’étude AMETHYST
(Aneurysm, METalloproteinases, Hypertension Study), Promoteur INSERM
RBM 01-32 et 01-37, nous allons comparer dans I’hypertension et la maladie
anévrysmale les taux circulants des MMPs et des TIMPs a ceux de témoins
appariés par 1’age ; rechercher des corrélations entre ces taux plasmatiques d’une
part et les phénotypes intermédiaires morphologiques usuels (épaisseur intima-
média, volume anévrysmal) et les facteurs de risque vasculaires d’autre part ;
enfin rechercher une relation entre 1I’évolution de ces phénotypes biologiques et
celui des phénotypes morphologiques au cours d’un suivi de 3 ans.

Pour la dysplasie fibromusculaire (DFM), artériopathie systémique d’origine
inconnue, touchant les arteres musculaires de moyen calibre en particulier les
atteintes rénales et cérébrales, nous avons effectué depuis 1995-6 un effort systé-
matique d’évaluation familiale de la DFM a partir de plus de 100 patients atteints
de DFM et avons identifié environ 10 % de cas familiaux. Nous poursuivons
I’analyse phénotypique de I’atteinte vasculaire — des résultats prometteurs ont
été obtenus par échographie de haute résolution en collaboration avec 1’unité
337 (S. Laurent ; Projet financé par la Sté Francaise d’Hypertension Artérielle,
promotion INSERM).

Nous avons également caractérisé une grande famille de la région Bourgogne
souffrant d’une pathologie vasculaire aortique disséquante et d’'un nombre anor-
malement important de persistance du canal artériel (Dr P. Khau VanKien, ser-
vice de Génétique de I’Hopital de Dijon, PHRC régional 2001).
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