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Le cours de Médecine Expérimentale a porté sur les ectoenzymes membra-
naires impliquées dans le métabolisme des peptides vasoactifs. Les ectoen-
zymes comprennent des classes diverses : nucléotidases, cholinestérases,
kinases, glycosyltransférases et peptidases. Elles sont des protéines intrinse-
ques, insérées dans la membrane plasmique, a orientation asymétrique et
possédant des propriétés amphipathiques. Celles impliquées dans le métabo-
lisme des peptides vasoconstricteurs ou vasodilatateurs peuvent soit convertir
un précurseur peptidique en un peptide vasoactif (enzyme de conversion de
I’angiotensine (ECA), enzyme de maturation de la big endothéline en endo-
théline, soit inactiver un peptide vasoactif (endopeptidase neutre, ECA vis-a-
vis de la bradykinine). John Vane a été I'un des premiers a montrer 'impor-
tance d’une ectoenzyme en physiologie cardiovasculaire, 'TECA qui métabolise
I’angiotensine I, inactive, en angiotensine II, active. Par des expériences
d’organes perfusés isolés, il a découvert que 'ECA pulmonaire membranaire
— et non l’enzyme plasmatique — était responsable de I’essentiel de la
-conversion de I'angiotensine I en angiotensine II.

La localisation de ces ectopeptidases détermine, en grande partie, leurs
fonctions physiologiques. La plupart d’entre elles se trouvent situées au niveau
de la bordure en brosse du rein et de I'intestin d’ou elles ont été individuali-
sées et purifiées. Nombre d’entre elles se trouvent situées aussi au niveau
cérébral (plexus choroide, neurones). En outre, TECA et I’endopeptidase
neutre sont localisées dans les cellules germinales du testicule. Enfin, plusieurs
ectoenzymes ont été détectées au niveau des cellules mononucléées sanguines
a un stade bien précis de la différenciation ou elles pourraient jouer un role
dans la maturation cellulaire. Ainsi les cellules prélymphocytaires B contien-
nent-elles de I’endopeptidase neutre (NEP) et de ’aminopeptidase A. En fin
de compte, I'importance relative des ectoenzymes dans le métabolisme des
peptides vasoactifs dépendra de la colocalisation de I’enzyme et du substrat,
de la concentration de I’enzyme et de ses conditions de cinétique enzymatique
locale, de la compétition avec d’autres substrats ou d’autres enzymes de
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métabolisme, de la régulation du taux de I’enzyme et de la mise en jeu
possible de voies alternes de métabolisme du peptide.

Les ectoenzymes représentent des cibles privilégiées pour la conception de
médicaments. L’inhibition d’une ectoenzyme impliquée dans la génération
d’un produit vasoactif, tel que 'ECA, a permis la découverte de médicaments
antihypertenseurs puissants, les inhibiteurs de I’enzyme de conversion. Une
autre catégorie de médicaments vasodilatateurs et antihypertenseurs est née de
la synthése d’inhibiteurs de I’endopeptidase neutre, enzyme impliquée dans la
dégradation de I’hormone natriurétique auriculaire.

Les ectoenzymes sont ancrées dans la membrane plasmique par un glycosyl-
phosphatidylinositol (dipeptidase rénale, aminopeptidase P, ...) ou par une
hélice o transmembranaire. Dans ce dernier cas, le peptide est habituellement
ancré en N-terminal (NEP, aminopeptidases A, N et M), a I’exception de
PFECA qui est ancrée par une hélice C-terminale. Certaines ectoenzymes
circulent dans le plasma et dans les liquides biologiques. Cette solubilisation
fait intervenir une phospholipase C spécifique pour celles insérées par un
glycosylphosphatidylinositol ou, vraisemblablement, par protéolyse partielle
pour celles insérées par une hélice transmembranaire. Ainsi, 'ECA plasmati-
que résulte d’une protéolyse partielle aboutissant a la perte de I'extrémité
C-terminale qui semble se produire dans de nombreuses cellules (cellules
endothéliales, CHO, etc.).

N

La plupart des ectoenzymes peptidasiques sont des métalloprotéases a zinc.
La coordination du zinc s’effectue par deux histidines et un acide glutamique,
suivant une séquence consensus. L’acide glutamique situé a coté de la pre-
miere histidine de liaison du zinc joue un rdle essentiel dans I’hydrolyse de la
liaison peptidique. Ces enzymes ont en outre en commun I’absence de
zymogene et d’inhibiteurs endogenes et une parenté lointaine avec la thermo-
lysine, identité restreinte au niveau de la séquence consensus.

L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) est le prototype des ectoen-
zymes membranaires. 1l est actif sur de nombreux substrats : angiotensine I,
bradykinine ou il agit comme une carboxydipeptidase, mais il peut aussi agir
comme une endopeptidase sur des substrats amidés (substance P) ou comme
une tripeptidase (LH-RH). Le clonage récent de 'ECA humain d’origine
endothéliale a montré I'existence d’un peptide signal N-terminal et d’une
hélice o C-terminale, responsable de I’ancrage membranaire. La protéine est
organisée en deux domaines hautement homologues, chaque domaine possé-
dant la séquence consensus de coordination du zinc et le glutamate catalytique
impliqué dans I’hydrolyse peptidique. Il existe une deuxi¢éme forme de 'ECA
au niveau des cellules germinales testiculaires qui provient du méme géne que
I’ECA par transcription d’'un messager correspondant a la partie C-terminale
de I’enzyme de conversion endothéliale. Elle ne porte donc qu’un seul des
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deux sites actifs de 'ECA. Son extrémité N-terminale correspond a un exon
particulier, non transcrit dans I’enzyme endothéliale.

L’enzyme somatique se trouve au niveau des cellules épithéliales (placenta,
rein, intestin, plexus choroide), des cellules neuroépithéliales (organe sub-
fornical, éminence médiane et substance noire), du tractus génital. L’ECA
circule sous une forme solubilisée, ayant perdu son extrémité C-terminale,
dans les liquides biologiques (sang, urine, liquide amniotique, lymphe).
L’enzyme de conversion somatique est régulée par des facteurs hormonaux
(glucocorticoides, hormones thyroidiennes) et médicamenteux (les inhibiteurs
de PECA augmentent le taux plasmatique et, vraisemblablement, la synthese
’enzyme). Il existe en outre un déterminisme génétique : les études faites
chez 'hommes ont montré en effet une ressemblance familiale de 'ECA due
a l'effet d’'un géne codominant. Un polymorphisme a type d’insertion ou de
délétion nucléotidique a été récemment mis en évidence dans le geéne de
PECA. Il a été possible de caractériser les individus par leur génotype et
d’établir une corrélation génotype-phénotype (taux d’ECA circulant plasmati-
que). Ainsi les patients homozygotes pour I'insertion intragénique ont un taux
d’ECA plasmatique environ deux fois plus bas que ceux homozygotes pour la
délétion.

La conception d’inhibiteurs de 'ECA a constitué un progrés essentiel en
pharmacologie cardiovasculaire. S.H. Ferreira avait remarqué que le venin de
viperes brésiliennes contenait une substance capable de potentialiser I'effet
vasodilatateur de la bradykinine. Les peptides correspondants furent isolés,
analysés et s’avérerent étre des inhibiteurs de 'ECA. La connaissance de la
structure de ces inhibiteurs et les hypothéses faites sur la parenté entre le
mécanisme d’action de 'ECA et de la carboxypeptidase A conduisirent
Ondetti et coll. a synthétiser le captopril, inhibiteur actif par voie orale, en
1977. L’administration de captopril permit la normalisation de la pression
artérielle du rat rendu hypertendu par hyperproduction de rénine (hyperten-
sion rénovasculaire), mais aussi de celle du rat génétiquement hypertendu,
chez qui la rénine est normale a I’dge adulte. Ces inhibiteurs sont actuelle-
ment couramment utilisés comme antihypertenseurs. Plus récemment, on a
montré, expérimentalement et chez ’homme, leur effet bénéfique dans I'insuf-
fisance cardiaque. En diminuant la post-charge cardiaque, ils permettent
I'amélioration du débit cardiaque et des paramétres hémodynamiques, la
régression des symptomes fonctionnels et la prolongation de la survie. Ils
représentent une alternative intéressante au traitement digitalo-diurétique clas-
sique. Enfin, les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC) diminuent la
pression intra-glomérulaire. C’est sans doute par ce mécanisme qu’ils ont un
effet bénéfique sur la microprotéinurie du diabétique. Des essais sont en cours
pour apprécier l'effet a long terme des IEC sur la fonction rénale des
diabétiques et des insufffisants rénaux chroniques.
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Si les effets thérapeutiques bénéfiques des IEC sont a I’heure actuelle bien
établis, leur mécanisme d’action reste en partie inconnu. Lors de I’administra-
tion aigué d’IEC, il est vraisemblable que ces produits abaissent la pression
artérielle et améliorent les performances cardiaques par une diminution de la
production d’angiotensine II. Toutefois, une action potentialisatrice sur la
bradykinine n’est pas a exclure puisqu’expérimentalement I’effet antihyperten-
seur des IEC est diminué par la co-administration d’un anti-bradykinine. Lors
d’un traitement chronique, les IEC continuent a étre efficaces mais le taux
d’angiotensine II plasmatique n’est pas supprimé 24 h/24. Il persiste une
production d’angiotensine II qui est peut-étre le fait d’un blocage insuffisant
de I’enzyme de conversion plasmatique ou tissulaire, d’une génération d’angio-
tensine II a un site extravasculaire que ne peut atteindre I'IEC ou de la mise
en jeu de voies alternes de production d’angiotensine II. Il existe en effet
plusieurs enzymes qui, a partir de l’angiotensine I, peuvent produire de
I’angiotensine II ou d’autres métabolites actifs (angiotensine 2-8, angiotensine

1-7). 1l sera important, pour répondre a ces questions, de comparer les
différents effets des IEC a ceux des anti-rénine et des anti-angiotensine II.

L’endopeptidase neutre (NEP) est une autre métallopeptidase a zinc qui clive
une variété de peptides vasoactifs notamment du c6té aminé des acides aminés
hydrophobes. Le clonage de la NEP humaine, de rat et de lapin révele un
haut degré d’homologie inter-espéces. L’enzyme est localisée dans le rein, le
systtme nerveux central, le tractus génital maéle, l'intestin et les cellules
lymphoblastiques. La NEP est li€ée a la membrane plasmique par une hélice
transmembranaire située du coté N-terminal. Le peptide signal n’est pas clivé
et sert a l'adressage membranaire de la protéine, comme pour les autres
ectoenzymes a ancrage N-terminal. De nombreux substrats sont clivés par la
NEP : kinines, enképhalines, ANP et substance P. Des inhibiteurs actifs par
voie orale ont été récemment synthétisés (thiorphan) et potentialisent I’effet
de I'administration exogéne d’ANP (natriurése et abaissement de la pression
artérielle) et ’ANP endogene circulant. Ils ont un effet bénéfique sur I’hémo-
dynamique cardiaque lors de linsuffisance cardiaque expérimentale chez le
chien. Ces résultats permettent d’envisager un développement thérapeutique
de ces inhibiteurs chez I’homme.

Une autre ectoenzyme, non encore caractérisée, serait responsable de la
conversion de la big endothéline en endothéline. L’endothéline est un peptide
vasoconstricteur dont la maturation fait intervenir deux étapes de maturation.
La premiere étape est la génération de la big endothéline a partir du
précurseur peptidique (pré-endothéline). Cette étape implique une hydrolyse
peptidique aprés une paire d’acides aminés basiques (Lys-Arg et Arg-Arg). La
big endothéline n’a que le 1/300° de I'activité biologique de I’endothéline. Elle
est convertie en endothéline apres clivage d’une liaison peptidique Trp-Val,
inhabituelle dans le cas de la maturation prohormone-hormone. Il est vraisem-
blable que cette hydrolyse intervient au niveau de la membrane plasmique.



MEDECINE EXPERIMENTALE 461

L’enzyme responsable serait une métalloprotéase non inhibée par le captopril
ou par les inhibiteurs de la NEP. Elle est par contre inhibée par le phospho-
ramidon. Il est possible que cette étape de maturation soit limitante dans la
génération du peptide actif, ce qui en fait une cible intéressante pour la
conception d’inhibiteurs pharmacologiques.

La phylogéneése des ectoenzymes permet d’aborder les rapports de structure
fonction de ces enzymes. Les ectoenzymes a zinc n’ont pratiquement pas de
ressemblance au niveau de leurs structures primaires. Il est donc vraisemblable
qu’il s’agit d’'une évolution convergente avec conservation des ligands du zinc
et du mécanisme d’action catalytique. Ces éléments permettent de prédire
lactivité peptidasique d’une protéine a fonction inconnue et de concevoir des
inhibiteurs de protéases a partir du mécanisme général d’hydrolyse de la
liaison peptidique. Leur spécificité résidera dans l'interaction de I'inhibiteur
avec les sous-sites de I’enzyme. Il est aussi possible de concevoir des inhibi-
teurs mixtes, agissant sur plusieurs ectoenzymes a zinc, comme le kélatorphan,
inhibiteur de la NEP, de la dipeptidylaminopeptidase et de I’aminopeptidase
N.

Les fonctions ancestrales de ces enzymes sont peut-étre reflétées par
I'expression de ces enzymes dans les cellules mononucléées sanguines. Quatre
ectoenzymes s’avérent étre en effet des antigeénes de surface membranaire des
cellules mononucléées, a un stade bien déterminé de leur différenciation.
L’identification des ligands de ces ectoenzymes, leur fonction précise dans la
différenciation cellulaire sont autant de questions a résoudre. Enfin, certaines
ectoenzymes résultent d’une duplication génique aboutissant a des enzymes
bifonctionnelles. L’ECA est le seul exemple connu jusqu’a présent de pepti-
dase a zinc a deux sites fonctionnels. D’autres ectoenzymes, les glycosydases
intestinales, sont bifonctionnelles : la sucrase isomaltase résulte d’une duplica-
tion d’'un gene unique qui apres fusion et divergence des deux sites catalyti-
ques code pour une seule chaine polypeptidique. Celle-ci subit une maturation
post-traductionnelle aboutissant a une enzyme a deux sous unités, l'une
portant lactivité sucrase, 'autre isomaltase. Un autre exemple est fourni par
la lactase phlorizine hydrolase. Cette enzyme résulte aussi d’une duplication
génique aboutissant a une activité lactase et phlorizine hydrolase.

P. C.

Programme des séminaires :

14 janvier 1991 : M. J.A. KENNY (University of Leeds, United Kingdom).
« Overview of cell-surface peptidases ».

21 janvier 1991 : M. J.L. PopoT (Institut de Biologie Physico-chimique,
Paris). « Structure et repliement des protéines membranaires intégrales ».
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28 janvier 1991 : M. Bernard ROQUES (Facult¢ de Pharmacie, Paris).
« Généralités sur la structure et le mécanisme d’action des métallopeptidases a
zinc (NEP, ACE, APN). Apport de la biologie moléculaire et des techniques
de modélisation moléculaire ».

4 février 1991 : M. Michael DANIELSEN (University of Copenhagen, Den-
mark). « Biosynthesis of intestinal brush border enzymes ».

11 février 1991 : M. Bernard ROQUEs (Facult¢é de Pharmacie, Paris).
« Développement rationnel d’inhibiteurs des métallopeptidases a zinc. Site
actif et sélectivité. Propriétés biochimiques et pharmacologiques ».

25 février 1991 : M. Francois ALHENC-GELAS (INSERM U36, Paris).
« Enzyme de conversion de I’angiotensine : Aspect moléculaire de I’hydrolyse
peptidique et de son inhibition ».

4 mars 1991 : M. Thomas UNGER (University of Heidelberg, RFA).
« Mechanism of action of angiotensin I-converting enzyme inhibitors ».

11 mars 1991 : M. Jean-Charles SCHWARTZ (INSERM U109, Paris). « Ecto-
peptidases responsables de I'inactivation du facteur natriurétique auriculaire et
leur inhibition : perspectives thérapeutiques ».

18 mars 1991 : M. Jean-Pierre VINCENT (Institut de Pharmacologie - CNRS,
Valbonne). « Découverte, caractérisation et localisation de I’endopeptidase 24-
16, une nouvelle enzyme de dégradation des neuropeptides ».

RAPPORT D’ACTIVITE DU LABORATOIRE

1. BIOLOGIE MOLECULAIRE DE L’ENZYME DE CONVERSION
Equipe F. SOUBRIER, C. HUBERT, A.-M. HouoT, P. TESTUT, S. NADEAU,
J.-D. LAaLAuU, C. ZENNARO, C. LLORENS, S. WILK

1 - Biologie moléculaire de 'enzyme de conversion (ECA)

L’enzyme de conversion de I’angiotensine I (ECA) est une dipeptidyl hydro-
lase appartenant a la classe des métallo-peptidases a zinc. Sa principale
activité physiologique est de transformer un décapeptide inactif, I’angiotensine
I, en un octapeptide actif, I’angiotensine II en clivant a I’extrémité carboxy
terminale un dipeptide. Elle dégrade également un peptide vasodilatateur, la
bradykinine, en peptides inactifs par clivages successifs de deux dipeptides a
son extrémité carboxyterminale, ce qui lui vaut son deuxieme nom de kinina-
se II.
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L’ECA existe sous deux formes, une forme liée a la membrane cellulaire
dont la purification nécessite une étape de solubilisation par détergent ou par
hydrolyse par la trypsine, et une forme circulante que I’on dénomme soluble.
Ces deux formes sont de poids moléculaires trés proche et immunologique-
ment indistinguables par des anticorps polyclonaux anti-ECA.

L’enzyme de conversion endothéliale a été clonée et séquencée. Cette
enzyme présente une homologie interne qui permet de distinguer deux
domaines correspondant chacun a environ une moitié de la molécule. Chaque
domaine comporte une séquence consensus du site actif des enzymes a zinc.
L’extrémité C-terminale comporte une région hydrophobe qui peut constituer
le peptide d’ancrage de I’enzyme dans la membrane plasmique. Une autre
enzyme, ’enzyme de conversion des cellules germinales, a aussi été cloné au
laboratoire. Il s’agit d’'une enzyme de plus petite taille, présente dans les
cellules germinales lors de la puberté. La séquence compléte de I’ARN
messager testiculaire de ’enzyme de conversion testiculaire a montré qu’un
seul des deux domaines, le domaine carboxyterminal est transcrit. Des études
complémentaires ont été réalisées récemment au laboratoire.

a) Structure et expression du geéne de 'ECA

Parallelement a I'obtention des séquences des ADNc de I’enzyme endothé-
liale et testiculaire, nous avons obtenu des clones genomiques correspondant
au gene humain de '’ECA. Grace a plusieurs clones chevauchant, s’étendant
sur une région de 30 kb, nous avons déterminé la structure du géne qui
s’étend lui-méme sur une région de 21 kb. Le géne contient 26 exons. Le
transcrit endothélial est codé par les douze premiers exons puis par les exons

14 a 26. L’ARN messager testiculaire est transcrit a partir de I'’exon 13,
codant pour la région spécifique de 'ECA germinal, et des exons 14 a 26.

La duplication génique qui était déja apparente au niveau de la séquence
des cDNA par la présence des deux domaines homologues est confirmée au
niveau de 'organisation exonique du géne. En effet, les exons codant pour les
régions homologues des deux domaines ont des tailles et des phases de lecture
conservées. En revanche, les tailles des introns ne sont pas conservées d’un
domaine a l'autre. Il est intéressant de remarquer que les 6 premiers exons de
la partie 3’ sont groupés par paires rapprochées, séparées par de grands
introns, ce qui peut évoquer des duplications intragéniques successives, évo-
quées également par la localisation de résidus cystéine relativement conservée
dans la premiere et troisieme paire d’exons. Cette structure par paire n’est pas
apparente dans la région 5’ du gene, alors que la localisation des résidus
cystéine est conservée.

Nous avons voulu savoir si les deux ARN messagers étaient engendrés par

un épissage différentiel des deux ARN ou par transcription a partir de deux

promoteurs dont I'un serait situé au milieu du géne. Pour répondre a cette
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question nous avons pratiqué des expériences de protection contre la ribonu-
cléase des ARN testiculaires et endothéliaux avec des brins d’ARN synthéti-
ques antisenses marqués, issus des regions du geéne correspondant aux deux
extrémités des ARN précédemment déterminées par clonage de banques
restreintes. Nous avons confirmé que les deux extrémités des ARN étaient
différentes et qu’il existait deux promoteurs alternes dans le gene : le promo-
teur de la forme endothéliale flanquant en 5’ le site de démarrage de la
transcription de ’ARN endothélial et le promoteur testiculaire correspondant
a l'intron 12. On peut envisager que d’autres séquences, importantes pour la
régulation du géne, soient situées en dehors de ces deux régions. Ces deux
promoteurs alternes sont donc a l'origine de la régulation hormonale diffé-
rente des deux promoteurs. En effet des études in vivo ont montré que
I’enzyme testiculaire est sous le controle positif des androgenes et, possible-
ment, des gonadotrophines hypophysaires. Il a été montré, in vitro, sur des
cultures de cellules endothéliales que la sécrétion d’enzyme était augmentée
par les glucocorticoides et par les hormones thyroidiennes. L’analyse de la
séquence nucléotidique des deux promoteurs a montré qu’il existait dans
chacun d’eux des motifs consensus de réponse hormonale, dont la fonctionna-
lité devra étre testée in vitro : séquences consensus de réponse aux glucocorti-
coides dans le promoteur endothélial, séquence homologue aux séquences
consensus de réponse a I’AMPc dans le promoteur testiculaire (C. Hubert,
A.-M. Houot, F. Soubrier).

b) Contréle génétique de la concentration d’ECA dans le plasma

La concentration plasmatique de 'ECA est stable chez un méme individu
mais varie de fagon importante d’un sujet a 'autre. Une étude de ségrégation
de la concentration plasmatique de l’enzyme dans des familles nucléaires
normales avait montré qu’il existe une agrégation familiale des concentrations
d’ECA et que cette ressemblance était d’origine génétique. L’étude de ségré-
gation démontrait également I’effet d’un alleéle sur un gene majeur.

Il était donc particulierement intéressant de développer des marqueurs
génétiques de 'ECA et de rechercher une association entre marqueurs et taux
plasmatiques. Nous avons mis en évidence, dans le geéne de I'ECA, un
polymorphisme a type d’insertion/délétion dont l'informativité était suffisante
pour étre utilisé dans une étude d’association. Une population normale de 80
sujets a été sélectionnée et une détermination parallele des taux d’ECA et du
génotype a été effectuée. Une association forte a été démontrée entre les
formes alleliques du géne et le taux circulant d’ECA. Les valeurs moyennes
respectives des taux d’ECA chez les sujets porteurs du génotype homozygote
le plus fréquent, le moins fréquent et pour les hétérozygotes sont de 494.1,
392.6, et 299,3 mg/L. Cette étude a donc, a la fois, confirmé I’effet allelique,
et d’autre part identifié le géne majeur comme étant celui de 'ECA lui-
méme. La variance de la concentration sérique de I'ECA expliquée par le
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polymorphisme est de 47 % (B. Rigat, C. Hubert, F. Soubrier en collabora-
tion avec F. Alhenc-Gelas et F. Cambien).

c) Régulation de I'expression du géne de 'ECA in vitro

On peut diviser ce projet en deux grands volets. Le premier est consacré a
I'identification des régions du gene importantes pour la transcription du géne
dans chacun des types cellulaires ou il s’exprime. Le deuxieme volet consiste a
étudier les régulations hormonales impliquées dans la transcription du géne.

Identification des régions responsables de la transcription dans différents
types cellulaires : comme nous I’avons vu, la forme dite « endothéliale » de
I’enzyme est exprimée dans de nombreux types cellulaires. Il est donc intéres-
sant, en premiere approximation, d’utiliser différentes lignées cellulaires ou
I'ECA s’exprime et d’analyser, par transfection in vitro, le role des différentes
régions du promoteur de 'ECA dans la transcription du géne. Celles-ci sont
clonées dans un vecteur d’expression en amont d’un géne reporter (CAT) et
le vecteur est introduit dans les cellules. Aprés réalisation de délétions
progressives de ce promoteur et mesure de D'efficacité respective de chaque
construction, on verra si ce sont les mémes régions qui assurent la transcrip-
tion dans les cellules de type intestinal (lignée KAKO 2), de type tubulaire
rénal (lignée MDCK), et dans les cellules endothéliales immortalisée de lapin
(collaboration avec Mme Denise Paulin, Institut Pasteur), ou nous disposons
de résultats (P. Testut, C. Hubert).

En ce qui concerne le promoteur de la forme germinale, la difficulté est de
trouver le modele cellulaire adéquat. La transfection de cellules de tératocarci-
nome humain (lignée Tera-1) par différentes constructions de génes hybrides,
contenant le géne CAT sous contréle du promoteur germinal n’a pas donné
de résultats suffisamment convaincants pour étre poursuivie. Nous nous
sommes tournés vers 'utilisation de cellules immortalisées de souris, obtenue
par Mme Minoo Rassoulzadegan a Nice, en réalisant des souris transgéniques
avec le virus du polyome. Ces cellules ont les caractéristiques de cellules
germinales et les résultats préliminaires semblent montrer I’expression de
I’ECA germinale dans ces cellules. L’étude du promoteur se fera en réalisant
des transfections puis des extraits nucléaires de ces cellules (S. Nadaud, F.
Soubrier).

d) Contréle génétique de 'ECA plasmatique

Nos premiers résultats ont montré que le niveau d’ECA plasmatique était
largement lié a I'effet d’un allele qui était en déséquilibre de liaison avec les
marqueurs génétiques dont nous disposons. Notre recherche dans ce domaine

va s’effectuer dans plusieurs directions.
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L’étude que nous avons achevée portait sur des sujets non apparentés,
d’age adulte et également répartis dans les deux sexes. Nous analysons
actuellement les résultats d'une étude portant sur des familles nucléaires
normales, dont les parents sont d’age adulte et les enfants entre 12 et 18 ans.
Cette étude familiale nous permettra de comparer les résultats de ’analyse de
ségrégation des taux et I’analyse selon le marqueur génotypique. D’ores et
déja cette comparaison nous montre que la totalité de I'effet du gene majeur
déduit de I’analyse de ségrégation n’est pas expliqué par le polymorphisme.
Ceci montre que le polymorphisme identifi€é n’est qu’'un marqueur et que
I'insertion en elle-méme ne joue pas de rdle sur I’expression. L’identification
d’autres marqueurs génotypiques est également nécessaire pour définir un
haplotype qui soit en complet déséquilibre de liaison avec la mutation respon-
sable.

2 - Contrdle génétique de la pression artérielle

La variance d’origine génétique de la pression artérielle, bien mise en
évidence par les études biométriques, représenterait environ 30 % de la
variance totale de la pression artérielle (PA). Méme si plusieurs mécanismes
de régulation de la PA sont bien connus, les genes impliqués dans la
physiopathologie de I’hypertension artérielle ne sont pas identifiés. On peut
admettre que la variance de la PA est due a des polymorphismes de séquence
des genes impliqués dans la régulation de la PA. Les polymorphismes fonc-
tionnels, qui sont responsables des variations de la PA ne sont pas directe-
ment identifiables mais ils peuvent étre en déséquilibre de liaison, du fait de
leur proximité sur le gene, avec des marqueurs génétiques facilement détecta-
bles si I'on dispose de sondes moléculaires pour ces génes. Notre travail de
biologie moléculaire portant sur les génes du syst¢éme rénine-angiotensine nous
a permis de disposer de marqueurs génétiques sur ces genes, que l'on dit

N

candidats a une responsabilité dans le développement de I'HTA.

Etude du géne de la rénine dans Uhypertension artérielle essentielle : Deux
études ont été successivement réalisées.

a) Etude d’association : comparaison d’une population hypertendue
et normotendue

La premiere étude est une étude d’association qui nous a permis de
comparer une population hypertendue, de plus de 100 sujets a une population
contrdle, appariée pour I’dge et le sexe. Dans les deux populations nous avons
cherché a éviter les facteurs de confusion que sont I'obésité, le diabéte ou
'intoxication éthylique. Nous avons déterminé les polymorphismes du geéne
rénine dans ces deux populations. Il s’agit de trois polymorphismes de sites de
restriction (Hind 1Il, Taq 1, Hinf I) dont I'informativité est faible s’ils sont
étudiés isolément mais leur étude de fagon combinée dans des haplotypes
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permet d’atteindre un degré d’hétérozygosité convenable pour une telle étude.
Les fréquences alléliques déterminées dans les deux populations sont identi-
ques, de méme que les fréquences haplotypiques. Il n’y a pas de déséquilibre
de liaison mis en évidence entre les polymorphismes étudiés du gene rénine et
le locus responsable de 'HTA dans cette série de patients. Ces résultats ne
nous permettent donc pas d’impliquer le géne rénine dans I’hypertension
essentielle et sont en accord avec les résultats obtenus par une autre équipe
sur une grande famille a forte prévalence ’'HTA (F. Soubrier, X. Jeunemai-
tre, B. Rigat, A.-M. Houot).

b) Etude de couples de germains hypertendus

Nous avons pratiqué une deuxieme étude qui portait sur une autre popula-
tion d’hypertendus. Il s’agit de couples de germains affectés par THTA. Cette
approche est tout a fait différente de I’étude cas-témoins que nous venons de
décrire. La méthodologie statistique utilisée consiste a rechercher une diffé-
rence significative entre l'identité observée entre les germains pour les mar-
queurs étudiés et l'identité attendue pour ces marqueurs, dans I’hypothese
d’une ségrégation indépendante des marqueurs et de la maladie. Le calcul de
I'identité attendue tient compte de nombreux parameétres, dont la fréquence
des alleles étudi€s. Dans le cas de la rénine, nous n’avons pas mis en évidence
de différence significative entre I'identité observée et I'identité attendue. Il n’y
a donc pas de coségrégation apparente des marqueurs et de la maladie (X.
Jeunemaitre, B. Rigat, A.-M. Houot, F. Soubrier).

II. ETUDE DES RAPPORTS STRUCTURES/FONCTIONS

DES PROTEINES DU SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE

ET DES RECEPTEURS MEMBRANAIRES

Equipe E. CLAUSER, C. AuzaN, I. LECONTE, C. MONNOT, C. BIHOREAU,
B. TEUTSCH

L’activité scientifique du groupe au cours de I’année 1990-1991 a porté sur
I’étude des rapports structure fonction de protéines du systéme rénine-angio-
tensine et de récepteurs membranaires. Ces études ont utilisé des techniques
de biologie moléculaire (clonage, mutagénese dirigée, construction de pro-
téines chiméres), de biologie cellulaire (expression de protéines recombi-
nantes), de biochimie et de physiologie.

a) Enzyme de conversion de I'angiotensine

L’enzyme de conversion de I’angiotensine I a été étudié sous deux aspects,
grace a 'obtention d’'un ADNc complet codant pour cet enzyme.

1) Un enzyme muté ne comportant plus son segment hydrophobe C termi-
nal a été comparé immunologiquement et enzymatiquement a I’enzyme recom-
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binant intact membranaire ou sécrété. Ceci a permis de conclure a I'intégrité
fonctionnelle de ces enzymes recombinants et que le mécanisme de sécrétion
de ’enzyme passait par une protéolyse C terminale.

2) La fonction enzymatique des deux domaines catalytiques a été étudiée
par expression isolée de chacun des deux domaines et production d’enzymes
mutés sur des résidus essentiels de I'un ou I'autre de ces sites. Cette étude a
montré I'activité enzymatique des deux domaines, qui sont capables d’hydroly-
ser les substrats, tels 'HHL ou [I’angiotensine I avec la méme constante
d’affinité mais avec une constante catalytique différente. Le domaine N
terminal catalytiquement moins actif, présente une sensibilité au chlore diffé-
rente du domaine C terminal. (L. Wei, E. Clauser, en collaboration avec
F. Alhenc-Gelas).

b) Mas related gene (Mrg) et récepteur de I'angiotensine II

Les études sur le récepteur de I’angiotensine II ont porté sur l'identification
et la caractérisation d’une protéine codée par un géne proche de l’oncogéne
mas, qui avait été décrit comme relié fonctionnellement et structuralement a
ce récepteur. Ce gene, appelé Mrg, a été séquencé et exprimé de fagon stable
ou transitoire dans des cellules CHO, COS et dans des ceufs de Xénope. De
cette étude il ressort que la protéine Mrg n’est pas un récepteur de I’angioten-
sine puisque son expression ne modifie pas le nombre de sites de liaison de
I'angiotensine II & la surface des cellules CHO ou COS. Cependant son
expression dans les ceufs de Xénope augmente de fagon considérable la
réponse a l’angiotensine II. Les caractéristiques pharmacologiques de cette
réponse laissent penser que la protéine Mrg interfere dans les voies de
signalisation du récepteur endcgéne de I’angiotensine II et potentialise ainsi la
réponse a l’angiotensine II par un mécanisme qui reste a investiger.

Le récepteur de I'angiotensine II a été cloné depuis par deux groupes
américains, qui ont démontré I’absence d’analogie importante de ce récepteur
avec les protéines de la famille de 'oncogene mas. L’obtention d’un clone
codant pour le récepteur de rat, nous a permis d’entreprendre un vaste
programme d’étude des domaines fonctionnels de ce récepteur. Nos premiers
efforts se sont concentrés sur la recherche des séquences impliquées dans la
liaison de I’angiotensine II et de ses antagonistes peptidiques ou non peptidi-
ques (C. Monnot, C. Bihoreau, B. teutsch, V. Weber, E. Clauser).

c) Récepteur de linsuline

Au cours de 'année écoulée, nos travaux sur le récepteur de l'insuline se
sont poursuivis. Cette glycoprotéine membranaire formée de deux chaines,
dont l'une lie I'insuline et I'autre possede une activité tyrosine-kinase a été
étudiée dans deux de ses aspects.
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1) Le role de la structure bicaténaire a été investigué par la production de
mutants possédant une séquence modifiée du site de clivage, formée de 4
acides aminés basiques. Ces mutations conduisent a la production de récep-
teurs monocaténaires, exprimés a la membrane cellulaire et capables de
s’activer sous l’effet de l'insuline et de transmettre les différents messages
responsables des actions intracellulaires de ’hormone. Ceci exclut donc qu’un
role majeur de cette structure bicaténaire intervienne dans le fonctionnement

du récepteur.

2) Le role des structures oligosaccharidiques liées au asparagines de la
chaine b dans la transmission du message entre les deux chaines a été étudié
par mutation des 4 sites potentiels de N glycosylation sur cette chaine. Un tel
mutant est exprimé a la surface de la cellule, mais présente une chaine b de
poids moléculaire réduit (80 kDa au lieu de 95 kDa). Ce récepteur muté lie
normalement l'insuline, mais sa tyrosine kinase est peu ou pas stimulée par
cette liaison. Les conséquences de cette absence de couplage entre les deux
chaines sont une absence de transmission des effets métaboliques et mitogéni-
ques de l'insuline par I'intermédiaire de ce récepteur. Ces travaux font I'objet
de deux articles en cours de rédaction (I. Leconte, C. Auzan, E. Clauser).

III. BIOCHIMIE STRUCTURALE DE L’ENZYME DE CONVERSION
DE L’ANGIOTENSINE (ECA)
Equipe M.T. CHAUVET, A. MICHAUD

Le premier objectif de ce groupe de travail est de comparer les extrémités
N-terminales et C-terminales des diverses formes moléculaires de I’enzyme de
conversion de I'angiotensine I isolées dans le laboratoire : a) Une forme
ancrée dans la membrane par une piece hydrophobe de 17 acides aminés
localisée dans la partie C-terminale de cette glycoprotéine d’environ 170 Kd.,
isolée soit des cellules du cortex rénal ou du poumon humain soit produite
par les cellules CHO transfectées par le cDNA correspondant a la forme
membranaire des cellules endothéliales vasculaires humaines ; b) Une forme
soluble isolée du plasma humain ou du milieu de culture de CHO transfectées
par le cDNA correspondant a la forme membranaire.

Le deuxieme objectif est de déterminer la nature de I’apparition des formes
solubles. Nous voulons essayer de caractériser puis d’isoler ’enzyme responsa-
ble de la libération de 'ECA de la membrane des CHO transfectées et voir si
ce mécanisme est appliquable a la forme circulante plasmatique.

Nous avons di améliorer les techniques de purification de ces protéines et
mettre au point différentes techniques d’analyse des protéines qui n’existaient
pas dans le laboratoire. Les techniques mises au point récemment sont :
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a) Isolement des diverses formes d’ECA

L’amélioration majeure provient d’'une meilleure fixation sur le gel d’affi-
nité, surtout pour la forme plasmatique, par utilisation d’'un sépharose dont
nous avons modifié le bras (28 A au lieu de 14 A) pour le couplage de
I'inhibiteur, lisinopril. Pour I'obtention des formes recombinantes, nous avons
mis au point une culture intensive des CHO recombinantes.

b) Détermination de l'extrémité N-terminale des protéines

Nous avons mis au point une méthode manuelle originale, suivant la
technique d’Edman, sur des quantités de protéines inférieures a 300 pico-
moles, ou la protéine est fixée de fagon covalente sur une membrane d’immo-
bilon P.

c) Détermination de I'extrémité C-terminale de protéines

Nous avons préalablement introduit une méthode d’identification micro-
quantitative des acides aminés en utilisant une séparation en phase reverse
HPLC, avec prédérivation des aminoacides par le phénylisothiocyanate. Nous
avons développé deux approches pour l'identification de I'extrémité C-termi-
nale : a) action des carboxypeptidases Y et P, sur des quantités de 250
picomoles de protéine par cinétique ; b) identification du peptide trypsique C-
terminal par isolement sur gel d’anhydrotrypsine agarose, purification par
HPLC et reconnaissance par sa composition quantitative en acides aminés
effectuée apres hydolyse acide de ce peptide.

Les résultats préliminaires sont les suivants :

a) Les 14 premiers résidus d’aminoacides de I’enchainement N-terminal sont
identiques pour la forme membranaire et circulante de ’enzyme et un site de
glycosylation effectif a été localisé en position 9 de la séquence de I'ECA
plasmatique ;

b) L’ECA menbranaire a une extrémité C-terminale qui correspond a la
totalité de celle déduite de la séquence du c-DNA ;

¢) Nous recherchons la localisation de I’enzyme responsable de la formation
de la forme sécrétée de 'ECA chez les CHO, en soumettant in vitro de
I’ECA rénale a laction de diverses fractions de cellules CHO sauvages,
cultivées sans sérum de veau fcetal. L’enzyme ne semble pas étre secrétée
dans le milieu de culture et pour I'instant seules les fractions cytosoliques ont
scindé 'ECA membranaire au niveau de la piece hydrophobe (M.-T. Chauvet,
A. Michaud).
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IV. REGULATION DE L’EXPRESSION DE LA RENINE
Equipe F. PINET, P. BORENSTEIN, M.-H. DONNADIEU, J. PHILIPPE,
R. DELLA BRUNA

a) Isolement et caractérisation des cellules chorioniques en culture

Notre hypothése de travail était de montrer que les cellules chorioniques
étaient un bon modele de remplacement des cellules juxtaglomérulaires pour
étudier la région 5’ régulatrice du gene de la rénine.

La mise au point d’'un milieu défini pour les cellules chorioniques nous a
permis d’étudier 'effet de différents modulateurs sur la sécrétion de rénine.
Nous nous sommes plus particulie¢rement intéressés au réle de I’angiotensine II
qui est inhibiteur. Des études de Scatchard ont permis de mettre en évidence
la présence d’un récepteur spécifique a I’angiotensine II avec un Kd de I’ordre
de 0,1 107° M. En collaboration avec Armin Kurtz, en utilisant le fura-2 sur
une cellule chorionique unique, nous avons pu montrer que ’angiotensine II
(10 nM a 10 pM) mobilisait le calcium dans les cellules chorioniques trés
rapidement, supposant que la cellule répondait par une utilisation des stocks
intracellulaires de calcium. Le comportement des cellules chorioniques sur la
régulation de la sécrétion de rénine étant similaire a celui des cellules
juxtaglomérulaires, nous avons pu envisager I’étude de la région régulatrice du
gene de la rénine ; L’utilisation de constructions associant la région 5’ du gene
de la rénine et le gene CAT ayant montré une faible expression transitoire,
nous avons effectué d’autres constructions associant le géne de la rénine en
utilisant la luciférase comme gene reporteur. Une sensibilité dix fois supé-
rieure a €té obtenue avec le systéme luciférase par rapport au systeme CAT.

A T’heure actuelle, trois constructions associant le géne de la rénine (3 000,
1 000 et 600 paires de bases) et le géne de la luciférase ont pu étre testées sur
les cellules chorioniques dont les conditions optimum de transfection ont été
déterminées. Les premiers résultats obtenus nous permettent de supposer la
présence d'un « silencer » dans la région comprise entre — 3 000 et — 1 000
paires de bases et la présence d’un « enhancer » dans la région comprise entre
— 1000 et — 600 paires de bases.

Nous localiserons, les séquences importantes, intervenant dans I’expression
du geéne de la rénine, en utilisant des constructions ou le géne de la rénine est
plus ou moins délété en 5’ (P. Borenstein, M.-H. Donnadieu, J. Philippe, F.
Pinet).

b) Etude du systéme rénine-angiotensine surrénalien chez I’homme

La présence du systéme rénine-angiotensine a été démontré dans les glandes
surrénales chez le rat mais n’a pas été étudiée en détail chez I’homme.
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Les différents composés du syst¢éme rénine-angiotensine (rénine, prorénine,
angiotensinogene et angiotensine II) et les RNA messagers de la rénine et de
I’angiotensinogene ont été étudiés dans la surrénale normale et tumorale. Les
tumeurs sont des adénomes de Conn (hyperaldostéronisme primaire), des
phéochromocytomes, des incidentalomes (tumeurs non sécrétantes) et des
adénomes ou des corticosurrénalomes sécrétant du cortisol (Cushing).

La démonstration, pour la premiére fois, de I'’expression et de la présence
du systéme rénine-angiotensine dans les mémes tissus surrénaliens suggére
I'idée d’une production locale d’angiotensine indépendante du systéme rénine-
angiotensine circulant (K. Racz, J.-M. Gasc).

c) Etude de la sécrétion et de la synthése de rénine dans les cultures
de cellules juxtaglomérulaires de souris

En collaboration avec I'’équipe d’Armin Kurtz & Zurich, nous avons caracté-
risé la synthése et la sécrétion de rénine en culture primaire de cellules
juxtaglomérulaires isolées a partir de rein de souris. L’étude des médiateurs
intervenant dans la synthése de rénine se poursuit avec la mise au point de la
quantification des ARN messagers par PCR dans le but d’étudier la régulation
de la transcription dans ces cultures. Nous étudions le moyen d’extraire les
ARN en une étape a partir des cellules pour utiliser directement la PCR sur
I’extrait. La mise au point de la concentration de magnésium (7,5 mM) et du
nombre de cycles (n = 20) nous a permis d’avoir une PCR « quantifiable ». A
I’heure actuelle, en gel d’agarose 2 %, nous pouvons détecter les produits
amplifiés de maniére quantitative a partir de 2 pg jusqu’a 32 ng d’ARN (R.
Della Bruna).

d) Culture de cellules juxtaglomérulaires humaines transfectées

Indépendamment du modele de cellules chorioniques sécrétant de la rénine
sous forme de prorénine, nous souhaitons améliorer nos systémes de culture
de cellules productrices de rénine et avoir notamment une lignée de cellules
juxtaglomérulaires permanente et sécrétant la rénine sous forme active. Les
cellules isolées a partir d’'une tumeur humaine vont étre transfectées avec un
vecteur thermosensible associant le promoteur de la vimentine et I'antigéne T
de SV40. Des études réalisées par P. Vicart (Institut Pasteur) ont montré
qu’un tel vecteur permettait I'immortalisation de différents types de cellules

humaines (F. Pinet, en collaboration avec P. Vicart et D. Paulin).
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V. ETUDE MORPHOLOGIQUE (IMMUNOHISTOLOGIE

ET HYBRIDATION IN SITU) ET ULTRASTRUCTURALE DES
DEUX PRINCIPALES ENZYMES DE MATURATION DE
L’ANGIOTENSINE II : RENINE ET ENZYME DE CONVERSION
DE L’ANGIOTENSINE I (ECA)

Equipe J.-M. Gasc, M. SiIBONY, F. MONGIAT, M.-T. MORIN

a) Rénine

La rénine existe dans les cellules sous au moins deux formes : la rénine
active et un précurseur inactif : la prorénine. La maturation de la prorénine
en rénine s’effectue dans la cellule par coupure enzymatique du prosegment.
Un immunomarquage a l'or colloidal, observé au microscope électronique,
montre que la rénine est stockée dans de grosses vésicules dans les myocytes
des appareils juxtaglomérulaires de rat. Un double immunomarquage pour
révéler simultanément la rénine et la prorénine avec des particules d’or
colloidal de tailles diférentes montre que la prorénine est révélée majoritaire-
ment dans le cytoplasme et dans quelques rares petites vésicules distinctes,
mais au voisinage, des grosses vésicules a rénine. Celles-ci ne contiennent que
peu de prorénine. Il semble donc que la prorénine est soit sécrétée directe-
ment sans passer par les vésicules de stockage de la rénine, soit maturée
lorsque les petites vésicules atteignent une certaine dimension par accroisse-
ment ou par fusion. Il faut remarquer que l'absence d’immunomarquage
spécifique de rénine active dans les petites vésicules riches en prorénine, (dont
la molécule comprend toute la séquence peptidique de la rénine active),
indique que I’épitope reconnu par notre anticorps anti-rénine active est mas-
qué par le prosegment. Cela confirme que le prosegment inactive la prorénine
en masquant et bloquant une partie de la molécule dont la libre accessibilité
est indispensable a I’activité enzymatique de la rénine.

L’épitope reconnu par l’anticorps anti-rénine active avait été identifié
comme étant une boucle peptidique impliquée dans lactivité enzymatique de
la rénine. Nous avons montré que cette partie de la molécule de rénine est
trés largement conservée entre les especes animales puisque cet anticorps
reconnait sur coupe histologique la rénine humaine, du marmoset, de lapin,
de cobaye, de rat, de poulet et probablement aussi celle du xénopus. Le
degré d’homologie de la rénine de ces différentes especes est pourtant assez
limité puisque d’autres anticorps antirénine ne croisent pas, ou peu, entre les
especes. De plus, la sonde de RNA complémentaire du mRNA de la rénine
humaine ne donne un signal en hybridation in situ sur le rein que chez le
marmoset et, tres faiblement, chez le lapin. Les mémes sondes moléculaires
(anticorps et cRNA) ont été utilisées pour la détection de la rénine dans des
tumeurs surrénaliennes humaines, les phéochromocytomes (J-M. Gasc,
F. Mongiat, M-T. Morin).
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b) Enzyme de conversion de l'angiotensine

Cette enzyme posséde une particularité tissulaire remarquable : la forme
dite somatique, présente dans divers épithélium et endothélium, est une forme
longue (160-170 kDa) comprenant deux sites enzymatiques, et la forme dite
germinale, retrouvée dans les spermatides et les spermatozoides, est une
forme courte (90-100 kDa) comprenant un seul site enzymatique. Chacune de
ces formes comporte une séquence N-terminale spécifique.

A Tlaide d’anticorps dirigés contre les parties centrale ou C-terminale
communes aux deux formes, ou contre les parties N-terminales spécifiques a
chacune d’elles, nous avons étudi€ la distribution tissulaire et cellulaire des
deux formes de 'ECA. Grace aux anticorps spécifiques des deux formes, il a
été montré qu’elles sont localisées respectivement dans les tissus somatiques
ou les formes mires des spermatides. Ces observations constituent une confir-
mation de I’absence de forme courte dans les tissus somatiques, et la premiére
preuve directe de I'absence de la forme longue, somatique, dans les cellules
germinales.

Ces résultats ont été confirmés par hybridation in situ avec une sonde
reconnaissant les ARNm des ECA somatique et germinale et une sonde
spécifique du segment N-terminal testiculaire. Alors que la sonde commune
produit un signal d’hybridation dans les tissus somatiques et germinaux, la
sonde spécifique germinale n’est positive que dans les spermatides mirs.

Il existe donc bien une stricte spécificité tissulaire des sites d’initiation de la
transcription du géne de 'ECA, produisant les formes somatiques d’une part,
et germinale d’autre part.

Parmi les tissus somatiques exprimant 'ECA, on trouve les épithéliums du
jéjunum, de I’épididyme, du tubule proximal du rein et les endothélium
vasculaires en particulier dans le poumon. Le tubule proximal du rein pré-
sente une particularité : bien que I’enzyme soit trés abondante dans ces
cellules, les RNA messagers n’y sont pas détectables. Il ne s’agit probable-
ment pas d’un cas de réabsorption de la protéine, mais plus vraisemblable-
ment d’un probléme de stabilité des mRNA de I'ECA dans le rein (M.
Sibony, J.-M. Gasc).
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