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Le cours de Médecine Expér imenta le a por té cet te année sur les modifica
tions post-traductionnelles des précurseurs hormonaux et des neuropept ides . 
La plupart des protéines sont synthétisées sous la forme de précurseurs qui 
subissent des maturat ions après leur t raduction. U n pept ide signal, situé à 
l 'extrémité N-terminale de la proté ine , permet la translocation de la chaîne 
naissante de la protéine du r ibosome au réticulum endoplasmique et est clivé 
rapidement par une pept idase. Les hormones pept idiques, les neuropept ides , 
certains facteurs de croissance et leurs récepteurs , plusieurs protéines plasmati-
ques (albumine, protéines de la coagulat ion), certaines interleukines, subissent 
une maturat ion supplémentaire complexe à partir de leurs précurseurs . 

La première démonstrat ion d 'une maturat ion d 'une p rohormone en hor
mone a é té fournie par D . Steiner dans le cas de la maturat ion de la 
proinsuline en insuline. L' incubation de cellules provenant d 'un insulinome 
pancréat ique avec des acides aminés radioactifs a permis de suivre la matura
tion post-traductionnelle de la proinsuline en insuline : une réduction du poids 
moléculaire marque cette maturat ion du fait du clivage du pept ide de liaison. 
Il est rapidement apparu que la plupart des hormones peptidiques étaient 
produites à partir d 'une protéolyse sélective d 'un précurseur inactif et de poids 
moléculaire supérieur à celui de l 'hormone. Le site de clivage est le plus 
souvent un doublet d'acides aminés basiques, le plus f réquemment Lys-Arg, 
parfois un seul acide aminé basique. Ces acides aminés basiques sont ensuite 
séquentiel lement excisés par une carboxypeptidase. D 'au t res modifications 
post-traductionnelles des précurseurs hormonaux et des neuropept ides sont 
f réquemment rencontrées : amidation du C-terminal de nombreux neuro
peptides, acétylation ou pyroglutamination du N-terminal , glycosylation, sulfa-
tat ion, gamma-carboxylation, phosphorylat ion. 

Ces événements de maturat ion post-traductionnelle s'effectuent dans des 
compart iments cellulaires bien précis. Au niveau de la citerne du réticulum 



endoplasmique rugueux ont lieu la formation des ponts disulfures et la 

N-glycosylation. Le cis Golgi est le siège de d'O-glycosylation, de phosphory-

lation et de sulfatation tandis que dans le trans Golgi s'effectuent les phéno-

mènes d 'endo- et d 'exoprotéolyse, d 'α-amidat ion. La matura t ion terminale 

des précurseurs hormonaux a lieu dans des granules de sécrétion dont le p H 

est relat ivement acide par rapport à celui de l 'appareil de Golgi : endo- et 

exoprotéolyse, acétylation. 

Le rôle des précurseurs peptidiques et protéiques est encore mal connu. 

Certains précurseurs protéiques favorisent le repl iement correct de la protéine 

terminale , permet tan t , le cas échéant , l 'assemblage des ponts disulfures. Cer-

taines séquences de pro-peptides pourraient jouer un rôle dans le ciblage du 

précurseur vers des organelles intracellulaires. U n e autre possibilité est la 

synthèse coordonnée de plusieurs peptides actifs à part ir d 'un seul précurseur 

polypeptidique. C'est le cas de la pro-opiomélanocort icotropine ( P O M C ) qui 

est à l 'origine de l ' A C T H , de la L P H et de la M S H . Dans ce cas, plusieurs 

enzymes distincts peuvent cliver différents pept ides à part ir du même précur-

seur ; la spécificité de la product ion des hormones provient alors du type 

d 'enzyme de maturat ion exprimée dans les cellules synthétisant le précurseur 

polyhormonal . 

Les découvertes les plus récentes proviennent de l 'identification et de la 

caractérisation des principaux enzymes de clivage des précurseurs des hor-

mones et des neuropept ides . Leur rôle a été définitivement établi dans des 

systèmes simples comme celui de la levure. 

Système enzymatique de maturation du facteur d'accouplement de la levure : 

mise en évidence de l'endoprotéase Kex2 

La reproduction chez la levure nécessite la matura t ion d 'une phé romone , le 

facteur a , par une série d 'enzymes. Ce précurseur du facteur a , le profacteur 

alpha, comporte 4 copies en tandem du facteur a . U n e paire d'acides aminés 

basiques, Lys-Arg, sépare chaque copie du facteur a . La mutat ion Kex2 

entraîne une stérilité chez la levure par absence de maturat ion du profac-

teur a . La reproduction est rétablie par complémentat ion avec le gène Kex2. 

La maturat ion des phéromones fait intervenir une enzyme qui clive le profac-

teur alpha après un doublet d'acides aminés basiques Lys-Arg. Le produi t du 

gène Kex2 cloné à partir de la levure est une enzyme qui possède une 

homologie impor tante au niveau de son domaine catalytique avec celui de la 

subtilisine bactér ienne : l 'aspartate , l 'histidine et la sérine du site catalytique 

de la subtilisine sont conservés dans Kex2 ainsi qu 'une asparagine qui joue un 

rôle important dans la liaison du substrat dans le site actif. 



L'enzyme Kex2 est une méta l loendoprotéase inactivée par l ' E D T A , et a un 
p H opt imum de 7.0-7.5, correspondant au p H de l 'appareil de Golgi où elle 
agit. Elle possède un domaine t ransmembranai re dans sa région C-terminale 
qui fixe l 'enzyme dans la membrane du Golgi , le site catalytique étant situé à 
l ' intérieur de l 'appareil de Golgi. La Kex2 clive préférentiel lement les subs
trats synthétiques compor tant un doublet basique Lys-Arg ; elle est capable 
d'hydrolyser des précurseurs hormonaux ou protéiques tels la proinsuline en 
insuline, la proalbumine en albumine et de cliver la P O M C en plusieurs 
peptides lorsqu'elle est exprimée dans des lignées cellulaires d'origine hypo-
physaire telles que les AtT20 et les G H 4 C 1 . 

Découverte de la furine et des prohormones convertases PC1IPC3 

La découverte de la Kex2 de la levure a permis rapidement le clonage de la 
furine et des p rohormones convertases (PC) de mammifère PC1/PC3, PC2, 
PC4, PC5 et PC6. Leur clonage a reposé sur la similarité de séquences 
conservées au niveau du site catalytique et leur expression préférentielle dans 
certaines cellules endocrines ou neuroendocr ines . Leur fonction a été é tudiée 
par expression des protéines recombinantes dans deux types schématiques de 
lignées cellulaires : 1) des lignées cellulaires synthétisant un précurseur hormo
nal mais pra t iquement dépourvues de proconvertases. L'effet de la proconver-
tase recombinante transfectée dans ces cellules est étudié sur la matura t ion du 
précurseur hormonal , proté ique ou neuropept id ique , présent naturel lement ou 
cotransfecté dans la cellule hôte ; 2) des cellules ne synthétisant pas de 
prohormones endogènes et ne possèdant qu 'une voie constitutive. 

Les critères nécessaires pour affirmer qu 'une enzyme de maturat ion ainsi 
caractérisée correspond à l 'enzyme naturelle responsable de la conversion 
d 'une p rohormone en ho rmone sont : 1°) Ident i té de matura t ion in vitro des 
précurseurs aux produits finaux observés in vivo ; 2°) Ident i té de spécificité, 
d'activation et d'inhibition des enzymes recombinantes et présentes naturel le
ment ; 3°) Localisation sub-cellulaire correspondant à celle a t tendue du rôle 
de la convertase ; 4°) Co-localisation de l 'enzyme et du substrat . 
Ces critères ne sont pleinement réunis que dans le cas du système de la 
maturat ion du profacteur a de la levure où un critère supplémentaire et 
définitif est apporté par l ' inactivation du gène Kex2 qui p rovoque l 'absence de 
maturat ion du profacteur a et sa restaurat ion par complémentat ion. 

Furine 

La furine est une enzyme membrana i re , ubiquitaire, clivant un précurseur 
protéique après un doublet dibasique, préférentiel lement Lys-Arg. U n e argi-
nine en position P-4 est aussi requise dans le précurseur clivé. La furine agit 



sur de très nombreux précurseurs : hormones et facteurs de croissance, pro
téines plasmatiques (proalbumine, facteur de Willebrand, proC3) , récepteurs 
tels que celui de l 'insuline, glycoprotéines d 'enveloppe virale. Elle agirait au 
niveau du Golgi et serait l 'enzyme principale responsable de la maturat ion des 
précurseurs dans la voie constitutive. La furine pourrai t aussi agir près de la 
membrane plasmique et jouer un rôle important dans l 'activation extracellu
laire de protéines exogènes, telles que la protéine membrana i re du H I V 
(GP160) ou l 'hémaglutinine A du virus de l'influenza. 

La furine est synthétisée sous la forme d 'une pré-proenzyme. Le proseg
ment situé dans la région N-terminale doit ê tre clivé pour conférer son activité 
à la furine. La délétion de ce profragment par mutagénèse dirigée conduit à 
une enzyme inactive, de même que dans le cas de la subtilisine où il a é té 
mont ré que le profragment est nécessaire pour assurer un repl iement tert iaire 
correct de la proté ine . Le site de clivage du profragment dans la furine est 
une séquence reconnue par l 'enzyme el le-même (Arg-Thr-Lys-Arg) ; ce cli
vage pourrait ê tre autocatalytique et survenir dans le réticulum endoplasmique 
ou le Golgi. 

U n e autre enzyme, P A C E 4 (Paired basic Aminoacid Cleaving Enzyme) , a 
aussi une distribution ubiquitaire et est localisée sur la même région du 
chromosome 15 que la furine chez l 'homme. Elle ne possède pas de domaine 
t ransmembranai re ou d'hélice amphipathique l ' insérant dans une structure 
membrana i re . Elle pourrait agir sur de nombreux précurseurs protéiques de 
façon similaire à la furine. 

Prohormones convertases (PC) : PC1/3, PC2, PC4, PC5 et PC6 

Les proconvertases 1, 2, 4-6 ont été découvertes par clonage de leur c D N A 
grâce à l 'homologie de la séquence de ces enzymes avec le domaine catalyti-
que de la subtilisine. Les plus étudiées sont les proconvertases PC1 (encore 
appelée PC3) et PC2. 

— Modèles de maturation de la proinsuline et de la POMC 

Les études biochimiques de la maturat ion de la proinsuline en insuline dans 
des ilôt pancréat iques avaient mont ré qu'il existait deux types d 'endopept i -
dases spécifiques capables de cliver la proinsuline en insuline. Le premier 
clivage a lieu entre la chaîne B et le pept ide de connexion et est assuré par la 
proinsuline convertase 1 ; un deuxième clivage se produit ent re le pept ide de 
connexion et la chaîne A grâce à la proconvertase 2. Ces deux convertases 
diffèrent par leur p H opt imum et leur sensibilité au calcium. U n e séquence 
partielle de ces deux enzymes avait pu être réalisée alors m ê m e que les c D N A 
correspondant à ces deux enzymes furent clonés par la stratégie utilisant 
l 'homologie de séquence des proconvertases avec celle du site catalytique de 
la subtilisine. Les proconvertases PC1 et PC2 sont exprimées dans les cellules 



béta du pancréas secrétant l 'insuline. PC1 et PC2 correspondent respective-

ment aux insulines proconvertases 1 et 2 qui avaient é té initialement identi-

fiées par des méthodes biochimiques. Ces deux enzymes agissent séquentielle-

ment sur la proinsuline au niveau du doublet basique A r g 3 1 - A r g 3 2 pour PC1 et 

L y s 6 4 - A r g 6 5 p o u r PC2. La maturat ion complète de la proinsuline en insuline 

requiert donc la présence de deux proconvertases différentes, bien que les 

sites de clivage soient tous deux des doublets d'acides aminés basiques. Ceci 

illustre la spécificité de l 'action des proconvertases qui repose sur la structure 

primaire et secondaire du précurseur, le clivage par la proconvertase é tant en 

partie dépendant d 'une structure en β-turn du précurseur. Ceci mont re bien 

qu 'une simple paire d'acides aminés basiques n 'est pas une condition suffisante 

pour l 'action de ces enzymes. 

Ces mêmes proconvertases sont exprimées dans l 'hypophyse du rat : PC1 se 

trouve essentiellement au niveau du lobe antér ieur de l 'hypophyse et PC2 

dans le lobe intermédiaire. Elles agissent sur la P O M C mais, là encore avec 

une spécificité différente pour la générat ion des peptides hormonaux : PC1 

clive la P O M C en A C T H et en (3-LPH, PC2 clive le même précurseur en β-

endorphine , A C T H et α-MSH. PC2 et PC1 sont exprimées dans la surrénale 

humaine normale et pathologique (phéochromocytome) . Elles peuvent cliver 

le proneuropept ide Y et la proenképhal ine en différents pept ides dérivés des 

enképhal ines . Enfin, PC1 et PC2 sont exprimées dans de nombreux neurones 

et les ganglions spinaux où elles sont vraisemblablement impliquées dans la 

maturat ion de neuropept ides . 

A l'inverse de la furine qui agit au niveau de la voie constitutive, PC1 et 

PC2 interviennent dans la maturat ion des hormones et des neuropept ides au 

niveau de la voie régulée, dans le trans-Golgi et les granules secrétoires. 

̶ Structure, fonction et régulation des prohormones convertases 

PC1 et PC2 ne comportent pas de domaine t ransmembranai re mais elles 

possèdent à leur extrémité C-terminale une hélice amphipathique qui leur 

permettrai t de s'associer à des structures membranai res du Golgi ou des 

granules secrétoires. Ces enzymes peuvent être aussi secrétées dans le milieu 

de culture de cellules endocrines ou neuro-endocrines et il n 'est donc pas 

exclu qu'elles puissent exercer une action protéolytique à la surface des 

cellules qui les produisent . La maturat ion de ces enzymes implique, comme 

dans le cas de la subtilisine ou de la furine, un clivage autocatalytique ou 

hétérocatalytique d 'un profragment situé en N-terminal . 

D 'aut res convertases, PC4, PC5 et PC6 ont été isolées très récemment , et 

font partie de la même superfamille de la subtilisine. A part une isoforme de 

PC6, elles ne possèdent pas de domaine t ransmembranai re ou d'hélice amphi-

pathique et leur localisation subcellulaire n 'est pas connue. PC4 est localisée 

dans les cellules germinales testiculaires (spermatides rondes matures) , PC5 et 



PC6 sont transcrites à un niveau élevé dans l 'estomac et l 'intestin mais elles 
sont présentes aussi dans de nombreux autres tissus. Très peu d 'é tudes 
fonctionnelles ont été réalisées jusqu 'à présent sur PC4, PC5 et PC6 et bien 
que leurs substrats physiologiques ne soient pas identifiés, il est vraisemblable 
qu'elles sont impliquées respectivement dans la maturat ion des peptides testi-
culaires et intestinaux. 

Il existe très peu de données sur le rôle limitant que ces enzymes pourraient 
jouer dans la conversion des précurseurs hormonaux et des neuropept ides en 
produits actifs. On a toutefois montré que certains t ra i tements , comme les 
antagonistes de la dopamine , sont capables d 'augmenter à la fois le substrat 
(la P O M C ) dans le lobe neurointermédiai re du rat ainsi que les deux pro-
convertases, PC1 et PC2. Inversement , la bromocrypt ine diminue la produc
tion de la P O M C et des proconvertases. Il serait intéressant de savoir s'il 
existe de façon générale une régulation coordonnée entre la biosynthèse d 'un 
substrat et celle des enzymes de maturat ion post- traductionnelle. 

Sur le plan philogénique, les proconvertases sont présentes chez la levure, 
la drosophile, C. Elegans, et le xénope. Certaines sont des protéines membra-
naires intégrales (Kex2, furines de la drosophile , et de mammifères) , d 'autres 
sont dépourvues de domaine t ransmembranai re (proconvertases de mammi
fère). Toutes utilisent un site de clivage basique ou dibasique, parfois une 
séquence consensus complexe incluant une arginine en P-4. Leur fonction ne 
peut actuellement n 'ê t re évaluée qu ' indirectement , du fait de l 'absence d'inhi
biteurs spécifiques et de pathologie humaine ou animale connue qui leur soit 
liée. 

Carboxypeptidase E/H 

Cette carboxypeptidase est une métal loenzyme à zinc qui excise séquentiel
lement les deux acides aminés basiques C-terminaux exposés sur le précurseur 
après son clivage par la proconvertase. La carboxypeptidase E / H est synthéti
sée sous la forme d 'une préproenzyme. Elle compor te une hélice amphipathi-
que en C-terminal qui est vraisemblablement responsable de sa liaison aux 
membranes des granules de maturat ion où elle est colocalisée avec les pro
convertases. Les proconvertases et la ca rboxypept idase . E / H peuvent être 
secrétées par les cellules hypophysaires AtT20 en culture ainsi que les pep
tides dérivés de la P O M C . D e m ê m e , les cellules médullosurrénal iennes 
peuvent sécréter la carboxypeptidase E /H . La carboxypeptidase E/H est parti
culièrement abondante dans les cellules de la surrénale , du lobe antér ieur de 
l 'hypophyse, du cœur et de différentes régions cérébrales comme l 'hypothala
mus , l 'hypocampe, le thalamus et le str iatum. 



Peptidylglycine alpha amidating mono-oxygénase (PAM) 

U n très grand nombre de neuropept ides sont amidés en C-terminal ce qui 

leur confert, pour la plupart d 'ent re eux, leur activité biologique. L 'amidat ion 

est le fait d 'une enzyme unique , la P A M , proté ine bifonctionnelle qui catalyse 

séquentiel lement deux réactions du fait de ses activités de Peptidylglycine 

alpha-hydroxylating mono-oxygénase ( P H M ) et de Peptidyl alpha-hydroxygly-

cine alpha-amidating lyase ( P A L ) . Le signal d 'amidat ion de la P A M est donc 

une glycine précédant le site monobas ique ou le doublet basique du précur-

seur clivé par la proconvertase. 

Cet te enzyme complexe résulte d 'un gène unique qui subit de nombreux 

épissages alternatifs. L'activité P H M est por tée par la région N-terminale , 

l'activité P A L par la région C-terminale. L 'enzyme possède un domaine 

t ransmembranai re en région C-terminale mais l 'exon correspondant à cette 

hélice a peut ne pas ê t re transcrit ce qui rend la P A M soluble. Les deux 

activités de l 'enzyme, P H M et P A L , peuvent être por tées par des protéines 

distinctes résultant soit d 'un épissage différentiel du m R N A , soit d 'une matu-

ration post-traductionnelle par clivage endoprotéolyt ique du précurseur . 

La P A M est exprimée majori tairement dans le cœur mais dans cet organe 

son substrat n'est pas connu car il n'existe pas de pept ide cardiaque amidé . 

Elle est exprimée par ailleurs dans l 'hypophyse antér ieure et dans de nom-

breuses régions du système nerveux central , paral lèlement aux proconvertases 

et à la carboxypeptidase E /H. 

Anomalies pathologiques de la maturation des prohormones 

Il n'existe pas d'affection connue résultant d 'un déficit quantitatif ou quali-

tatif d 'une proconvertase. Par contre , il existe plusieurs syndromes pathologi-

ques résultant d 'une anomalie génét ique du précurseur hormonal aboutissant à 

une anomalie de la maturat ion du précurseur. 

Hyperproinsulinémie familiale 

L'hyperproinsulinémie familiale est une maladie autosomale dominante tra-

duite par un diabète modéré , un taux plasmatique élevé de proinsuline et 

surtout un rapport anormal proinsuline/insuline dans des conditions basales et 

lors de la stimulation des cellules β-pancréatiques. Ces pat ients répondent 

normalement à l 'administration d'insuline exogène , ce qui exclut un déficit au 

niveau des cellules réceptrices. Deux types de mutat ions ont été décrites : 

l 'une localisée au niveau du site de clivage entre le pept ide de liaison et la 



chaîne β (mutat ion de l 'Arg 6 5 par un acide aminé neu t re ) , l 'autre située à 

distance des sites de clivage du précurseur : mutat ion de l 'H i s 1 0 de la chaîne B 

en Asp . Dans ce dernier cas, la proinsuline peut être convert ie en insuline in 

vitro mais la mutat ion entraîne une instabilité in vivo de la proinsuline 

mutan te qui est rapidement dégradée dans les cellules β-pancréatiques. 

Diabète insipide héréditaire central 

Une autre anomalie de la maturat ion d 'un précurseur hormonal est le 

diabète insipide héréditaire central . Le gène de la vasopressine code pour trois 

protéines successives de 5 ' en 3 ' : la vasopressine, la neurophysine et une 

glycoprotéine dont la fonction est inconnue. Le diabète insipide héréditaire 

central du rat Brat t leboro est caractérisé par l 'absence de product ion des trois 

produits du gène , une hypertrophie des noyaux des neurones supraoptiques et 

paraventriculaires. Il n'existe pas d 'anomalies de la région codante de la 

vasopressine ni de son site de maturat ion mais une délét ion d 'une base dans 

l 'exon 2 du gène de la vasopressine produisant un changement du cadre de 

lecture de la neurophysine, un remplacement de l 'arginine précédant le clivage 

neurophysine/glycoprotéine et l 'absence de codon de terminaison. 

Une affection similaire existe chez l 'homme où a é té décrite une forme 

familiale de diabète insipide, autosomale et dominan te , caractérisée par une 

polyurie, une polydypsie et des taux effondrés de vasopressine et de neuro-

physine. Une mutat ion toujours située dans l 'exon 2 du gène de la vasopres-

sine, au niveau de la neurophysine, a été découverte dans deux familles. Ces 

mutat ions substitutives sont dans doute responsables de modifications de la 

conformation de la néo-protéine ainsi synthétisée. U n changement conforma-

tionnel rendrai t la proconvertase inopérante au niveau de la jonction neuro-

physine/glycoprotéine, favoriserait la dégradat ion de la proté ine anormale ou 

pourrai t encore per turber son trafic intracellulaire. 

U n autre type de mutat ion responsable de diabète insipide congénital 

central a été récemment décrit. Il s'agit d 'une mutat ion dans le pept ide signal 

modifiant le site de clivage normalement reconnu par la signal pept idase. 

Cet te anomalie de clivage du pept ide signal est similaire à celles décrites 

récemment dans l 'hypoparathyroïdie familiale et le déficit en facteur X, où 

existent aussi des mutat ions du site de clivage de la préproté ine responsable 

d 'un déficit de la production de protéines matures . 

P. C. 



R A P P O R T D ' A C T I V I T É D U L A B O R A T O I R E 

I . BIOLOGIE MOLÉCULAIRE DE L'ENZYME DE CONVERSION 
ET POLYMORPHISME DES GÈNES CONTRÔLANT LA PRESSION 
ARTÉRIELLE 
Equipe : F . S O U B R I E R , C . H U B E R T , T . A . W I L L I A M S , A . - M . H O U O T , 

S . N A D A U D , E . V I L L A R D , A . B O N N A R D E A U X , M . - C . Z E N N A R O , 

T . N A B I K A , I . F E R Y 

1 - Biologie et génétique moléculaire de l'enzyme de conversion 

a) Régulation de l'expression du gène de l'ECA in vitro 

Plusieurs travaux sont en cours sur la régulation de l 'expression de l 'ECA 
par les hormones thyroïdiennes et sur les mécanismes de régulation de l 'ECA 
dans une lignée épithéliale, la lignée C A C O - 2 . 

b) Rats transgéniques pour le gène de l'ECA humaine 

Ce programme est réalisé en collaboration avec John Mullins à Edinburgh 
et est actuellement en cours. U n cosmide contenant le gène entier de l ' E C A a 
été isolé et est utilisé pour réaliser des micro-injections dans le pronucleus 
d'œufs fertilisés. Les mâles transgéniques ne sont pas fertiles malgré la 
présence d 'une lignée germinale apparemment intacte. La femelle transgéni
que ob tenue est morte lors de la mise bas. D e nouvelles micro-injections sont 
donc nécessaires. D 'au t res constructions intégrant le gène de l 'ECA sont 
envisagées (C. Huber t ) . 

c) Effet du polymorphisme du gène de l'ECA sur la concentration d'ECA 
dans le plasma 

Nos travaux ont permis de mont re r qu 'un allèle du gène de l 'ECA (allè-
le D) était associé avec un taux plus élevé d ' E C A dans le plasma que celui 
associé à l 'autre allèle (allèle I ) . 

Notre principal projet dans ce domaine est actuellement de déterminer la 
nature moléculaire du variant du gène de l ' E C A responsable de la différence 
d'expression que nous avons mis en évidence. D e nombreux polymorphismes 
ont été mis en évidence dans la région codante du gène ainsi que dans les 
régions régulatrices mais à ce jour aucun ne semble être le variant fonctionnel 
(E . Villard, A . -M. H o u o t ) . 



d) Identification des résidus du site actif de l'ECA 

Par mutagénèse dirigée, nous avons identifié deux acides aminés essentiels 
du site actif, un acide glutamique qui est coordonné au zinc et un aspartate 
qui joue un rôle indirect dans le posi t ionement du zinc dans le site actif 
(T .A . Williams). 

2 - Gène de l'enzyme endothéliale humaine de synthèse du monoxide d'azote 

L'importance de ce gène est majeure pour la physiologie de la pression 
artérielle. Il s'agit d 'une enzyme spécifique de l 'endothel ium capable de 
synthétiser un médiateur hau tement diffusible qui active la guanylate cyclase 
soluble de la cellule musculaire lisse et provoque sa relaxation. Nous avons 
cloné le gène humain dans un cosmide et dé terminé la structure intron-exon. 
Des animaux transgéniques avec le gène humain sont en cours de création en 
collaboration avec le groupe de M. Paul à Berl in-Buch. Grâce à la détermina
tion de la structure du gène , nous avons identifié des séquences polymorphes 
au sein du gène par la technique de SSCP et nous avons isolé un marqueur 
microsatellite également très polymorphe (S. Nadaud , A . Bonnardeaux) . 

3 - Contrôle génétique de la pression artérielle 

a) Gènes candidats et hypertension artérielle 

Nous avons mont ré une association entre un polymorphisme du gène du 
récepteur de l 'angiotensine II de type I (AT1) et l 'hypertension artérielle 
essentielle ( H T A ) . E n revanche, dans une é tude familiale nous n 'avons pas pu 
met t re en évidence de coségrégation entre ce gène et l ' H T A . Nos résultats 
récents ont également mont ré des résultats négatifs. Ces résultats concernent 
le gène de la N O synthase vu plus haut et celui du gène Sa, un gène très 
fortement lié à la pression artérielle chez le rat hyper tendu (A . Bonnardeaux , 
T . Nabika) . Pour ces deux gènes, aucune association, ni aucune liaison 
génét ique n 'a pu être détectée avec l 'HTA. 

b) Structure du gène du récepteur minéralocorticoïde 

Nous avons déterminé la structure du gène et du promoteur humain du 
récepteur minéralocorticoïde. Il permet t ra no tamment la poursui te de l 'é tude 
du polymorphisme de ce gène dans diverses pathologies (M.-C. Z e n n a r o ) . 



II. ÉTUDE DES RAPPORTS STRUCTURE-FONCTIONS 
DE L'ANGIOTENSINOGÈNE ET DES RÉCEPTEURS MEMBRANAIRES 
DE L'ANGIOTENSINE II, DE LA VASOPRESSINE ET DE L'INSULINE 
Equipe : E . C L A U S E R , C. A U Z A N , S . C O N C H O N , K . C U R N O W , E. D A V I E S , 

I. L E C O N T E , C. M O N N O T , B . T E U T S C H 

L'activité du groupe au cours de l 'année 1993-94 a por té sur l 'analyse de 
certains mutants de l 'angiotensinogène et une é tude de la structure et de la 
fonction des récepteurs membranai res . Ces études ont utilisé des techniques 
de biologie moléculaire (clonage, mutagénèse dirigée), de biologie cellulaire 
(expression de protéines recombinantes) , de biochimie des protéines (Western 
blot, immunoprécipi tat ion) et de physiologie cellulaire (mesure du calcium 
intracellulaire et de divers seconds messagers) . 

1 - Angiotensinogène humain 

Plusieurs mutants de l 'angiotensinogène humain ont été produits en collabo
ration avec X. Jeunemai t re ( M C U . P H , Hôpital Broussais) et exprimés dans la 
lignée C H O . Le premier groupe de mutants a été imaginé afin de produire 
soit un angiotensinogène non clivable par la rénine pouvant avoir une fonction 
d' inhibiteur de cet enzyme (Remplacement par P h e 1 0 - P h e 1 1 de Leu 1 0 -Va l 1 1 au 
niveau du site de clivage), soit un angiotensinogène clivable mais l ibérant une 
[Ala 8 ] angiotensine II aux propriétés antagonistes de l 'angiotensine II (Muta
tion Ala 8 au lieu de P h e 8 ) . Ces deux mutants ont é té produits et purifiés par 
chromatographie d'affinité. Leurs propriétés enzymatiques, leur biosynthèse et 
leur structure sont en cours de caractérisation. 

U n deuxième groupe d 'angiotensinogènes mutés correspond à l 'ensemble 
des mutat ions naturelles de l 'angiotensinogène découvertes récemment chez 
des sujets hyper tendus ou non et dont le rôle pathologique reste à mont rer . 
Ces mutat ions ont é té reprodui tes in vitro par mutagenèse dirigée, les angio-
tensinogènes recombinants mutés ont été produits et sont en cours de caracté
risation, comme décrit p récedemment . 

2 - Les récepteurs de l'angiotensine II 

Les récepteurs de l 'angiotensine II ( A T 1 humain, AT1a et AT1b de rat , 
AT2 de rat) sont des récepteurs hepta t ransmembranai res , qui ont é té clonés 
par différents groupes au cours des 2 dernières années . Grâce aux A D N c de 
ces récepteurs (offerts ou reclonés au laboratoire) , nous avons entrepris 
l 'expression de ces récepteurs recombinants sauvages ou mutés , afin de préci
ser les domaines structuraux impliqués dans leurs spécificité pharmacologiques 



ou leurs voies de signalisation. D e plus la structure du gène de l 'AT1 humain 
a é té approfondie ainsi que celle de ses variants. 

* L'analyse moléculaire du site de liaison de l 'angiotensine II et de l 'analo
gue non peptidique D u p 753 du récepteur AT1a de rat a é té approfondie. 
Neuf mutat ions différentes des 2 e , 3 e et 5 e domaines t ransmembranaires ont 
été réalisées et la pharmacologie et la signalisation de ces mutants ont été 
étudiés. 

La mutat ion la plus intéressante concerne l 'Asp74, puisqu'elle modifie la 
spécificité de liaison des antagonistes AT1/AT2 sans modifier celle des ago-
nistes peptidiques et qu'elle supprime le couplage aux protéines G (C. Biho-
reau et al. P N A S , 1993). 

Les autres mutat ions soit abolissent la liaison de l 'angiotensine II au 
récepteur ( L y s 1 0 2 et L y s 1 9 9 ) , soit ne modifient pas le fonct ionnement du 
récepteur (Se r 1 0 5 , 1 0 7 ou 109), soit enfin modifient la liaison du Dup753 mais 
pas celle de l 'angiotensine II (Asn 1 1 1 et S e r 1 1 5 ) (C . Monnot et al. en prépara
t ion). 

* L 'é tude comparée du fonctionnement des récepteurs AT1a , AT1b et AT2 
de rat a fait l 'objet de plusieurs travaux : 

— L'internalisation des récepteurs AT1a et AT1b induite par les agonistes 
et antagonistes peptidiques de l 'angiotensine II est identique et impor tante 
(80 % ) , alors qu'el le reste comparable mais réduite (30 % ) pour le Dup753. 
Cet te internalisation n'est pas dépendante du couplage aux protéines G 
(S. Conchon et al, soumis). 

— La pharmacologie et la signalisation intracellulaire (production d'inositol 
phosphates et mobilisation du calcium intracellulaire) des récepteurs A T l a et 
A T l b ne révèlent pas de différences significatives. Cependan t seul le récep
teur A T l a est capable de t ransmet t re l'effet mitogénique de l 'AII . 

— Les mécanismes de cet effet mitogénique de l 'AII ont été approfondis 
sur les cellules C H O . A T 1 a . Il n ' implique pas la secrétion de facteurs de 
croissance tels que I G F 1 , F G F ou P D G F . La voie de signalisation mise en jeu 
implique la protéine kinase C et non les voies de l 'AMP cyclique et de l'acide 
arachidonique (B . Teutsch et a l . , en prépara t ion) . 

* Enfin, la structure du gène du récepteur AT1 humain a été approfondie. 
Ce gène se compose de 4 exons dont les trois premiers codent pour la région 
5 ' non traduite de l 'ARN messager, alors que le 4 e code pour la proté ine . 
Plusieurs observations intéressantes sont à souligner (K. Curnow et al. 
soumis) : 

— Les exons 2 et 3 font l 'objet d 'un épissage alternatif et la distribution 
des différents A R N m en résultant a été é tudiée par PCR. 



̶ Les 2 premiers exons exercent un effet inhibiteur sur la t raduct ion, dont 

le mécanisme est en cours d 'é tude . 

̶ La présence de l 'exon 3 pourrai t donner naissance à un nouveau récep-

teur AT1 présentant une extension amino-terminale de sa séquence. 

Des altérations de la séquence de ce gène ont é té recherchées dans 

21 adénomes de Conn par P C R (recherche de mutat ion par é lectrophorèse 

(SSCP) et séquençage) . L 'hypothèse selon laquelle l ' adénome de Conn pour-

rait ê tre du à une mutat ion constitutive du récepteur A T 1 , activant en 

permanence le récepteur et donc la product ion d 'a ldostèrone par les cellules 

surrénaliennes, était en effet intéressante. U n e telle mutat ion activatrice a é té 

démont rée dans le récepteur de la T S H dans certains adénomes thyroïdiens 

hypersecrétants. Malheureusement aucune mutat ion n 'a é té t rouvée dans la 

séquence du récepteur AT1 (E . Davies et al . , en prépara t ion) . 

3 - Récepteurs de la vasopressine 

Avec M. Thibonnier ( C W R U , Cleveland, O H , U S A ) , nous avons cloné et 

caractérisé l 'ADNc du récepteur humain V1a. La structure du gène a é té 

établie. Des mutants activant consti tutivement ce récepteur sont actuellement 

recherchés. Avec X. Ber tagna (Endocrinologie , Hôpi ta l Cochin) , nous avons 

cloné à partir d 'une banque de tumeur hypophysaire , un A D N c , qui pourrai t 

coder pour le récepteur humain V1b . Sa caractérisation est en cours . 

4 - Récepteur de l'insuline 

L'analyse des rappor ts structure-fonction du récepteur de l 'insuline s'est 

poursuivie dans 3 directions : 

* Analyse des mutants de glycosylation de la chaine β du récepteur . Cet te 

é tude a essentiellement mont ré que les 4 sites potentiels de N-glycosylation 

étaient utilisés in vivo, mais que seule l 'altération du site distal, proche de la 

membrane cellulaire, entraînait l 'abolition de l 'activation du récepteur et la 

per te de la transmission des effets de l 'insuline. Ainsi l 'activité de la tyrosine 

kinase du récepteur , des M A P kinases et de la PI3 kinase est réduite par 

cette mutat ion. 

* La mutat ion de 2 séquences conservées du domaine tyrosine kinase et 

leur remplacement par les séquences correspondantes des serine kinases abolit 

le fonctionnement du récepteur et ne lui permet pas d 'acquérir une spécificité 

serine kinase (I . Leconte et E . Clauser, soumis) . 

* Enfin, le rôle du domaine t ransmembranai re du récepteur dans la t rans-

mission du signal est en cours d 'é tude grâce à la constitution de plusieurs 

protéines chimères inversant la séquence de ce domaine ou la remplaçant par 

les domaines équvalents de plusieurs protéines ou récepteurs membranai res 



(récepteur E G F , oncoprotéine neu, glycophorine etc . ) . Ce travail est en cours 
en collaboration avec le groupe de G. Cremel et P. Hube r t ( I N S E R M U338, 
Strasbourg) . 

III . BIOCHIMIE STRUCTURALE DE L'ENZYME DE CONVERSION 
DE L'ANGIO TENSIVE (ECA) 
Equipe : M . - T . C H A U V E T , A . M I C H A U D , V. B E L D E N T , C. B O N N E F O Y 

Ce groupe a comme thème de recherche l 'enzyme de conversion de l 'angio-
tensine I ( E C A ) et a deux objectifs : 

1) L 'é tude du mécanisme de libération de la forme somat ique circulante de 
l 'ECA. Une protéolyse post-traductionnelle provoque la libération de formes 
solubles actives. Une forme soluble est isolée soit du plasma humain, soit du 
milieu de culture de cellules C H O transfectées par le c D N A correspondant à 
la forme membranai re des cellules endothéliales vasculaires humaines , ancrée 
dans la membrane plasmique par l ' intermédiaire d 'une pièce hydrophobe de 
17 aminoacides située dans la partie C-terminale de la molécule. 

2) L 'é tude des différences enzymatiques des deux sites actifs vis-à-vis de 
substrats particuliers et des inhibiteur de l 'ECA. 

L ' E C A est une ectoenzyme à zinc qui a la particularité de posséder deux 
sites catalytiques très homologues qui partagent la partie extracellulaire de la 
protéine en deux domaines actifs, l'un situé dans la partie N-terminale de la 
molécule, l 'autre dans la partie C-terminale. Ces deux sites présentent toute
fois des différences : l'activité enzymatique mesurée par la libération de l 'acide 
hippurique à partir du substrat synthétique Hip-His-Leu est essentiellement 
due au domaine C-terminal de la proté ine . L'activité catalytique de l 'ECA a 
la particularité de pouvoir être augmentée par les anions monovalents et 
principalement par les ions chlorure. Cet te dépendance est toutefois modulée 
suivant la nature du substrat , le p H et le site catalytique considéré. 

Notre objectif est de déterminer si le domaine N-terminal peut avoir des 
substrats privilégiés et d 'autre part si, parmi les nombreux inhibiteurs de 
l ' E C A , certains ne sont pas plus spécifiquement dirigés contre ce site enzyma
tique N-terminal . 

1 - Solubilisation de l'ECA endothéliale 

a) Système de cellules CHO 

La localisation du site de clivage sur l 'enchaînement C-terminal de la forme 
membrana i re et l 'identification de l 'enzyme responsable de la libération de la 



membrane de l ' E C A chez les cellules C H O transfectées est donc notre 
premier objectif. Dans un second temps nous étudierons si ce mécanisme est 
applicable à la cellule endothéliale humaine . 

Afin de déterminer la localisation du site de clivage sur la séquence 
C-terminale de l 'ECA endothéliale où se situe la protéolyse responsable de la 
libération des formes solubles, nous avons identifié les extrémités C-terminales 
des formes solubles par des approches biochimiques et immunologiques. Nous 
utilisons une approche de biologie moléculaire et cellulaire (mutagénèse diri
gée et biosynthèse) pour tenter d'identifier la localisation de la protéolyse et 
la classe de l 'endopeptidase impliquée. 

Nous avons déterminé la même extrémité C-terminale pour l 'ECA solubili
sée recombinante et pour l 'ECA plasmatique, soit la séquence A G Q R . Cet te 
séquence est localisée au niveau du résidu d'arginine 1137 de la séquence de 
l 'enzyme membrana i re . Ainsi l 'identification de l 'extrémité C-terminale des 
formes solubles permet de situer le site de clivage entre l 'arginine 1137 et la 
leucine 1138 de la séquence de l 'ECA. Cet te libération protéolyt ique se 
traduit par la délétion de 140 aminoacides de l 'extrémité C-terminale. 

b) Mutagénèse dirigée et biosynthèse 

Pour étudier le rôle de l 'arginine 1137 dans le processus enzymat ique, nous 
avons choisi de remplacer cet aminoacide dans le c D N A codant pour l 'ECA 
membrana i re recombinante par un résidu glutamine postulant que l 'enzyme 
responsable pouvait faire partie de la famille des « trypsine-like » ou des 
convertases. Dans ce cas, l 'enchaînement glutamine 1137-leucine 1138 ne serait 
plus scindé et la libération de la forme soluble annulée . Pour un second 
mutant , nous avons introduit la même mutat ion sur la position Arg l227 
contenue dans une séquence C-terminale voisine ( A Q Q A R V ) de celle identi
fiée ( A G Q R L ) pour le site de clivage afin de vérifier que cette séquence ne 
puisse fonctionner comme un site alternatif de clivage. Des E C A mutantes 
sont exprimées dans une lignée recombinante non mutée . Le remplacement de 
l 'arginine du site de clivage par un résidu de glutamine ne modifie pas la 
sécrétion de la forme soluble et montre que la protéase impliquée n 'appar t ient 
pas au groupe des convertases. De nouvelles mutat ions au niveau du site de 
clivage et dans le voisinage immédiat sont donc envisagées. Afin de mieux 
orienter le choix des mutat ions, nous avons entrepris le séquençage de 
l 'extrémité C-terminale de l 'ECA de cobaye. En effet, chez ce rongeur , le 
taux de l 'ECA plasmatique rappor té à la quanti té d ' E C A membranai re 
pulmonaire , est anormalement élevé par rapport aux autres espèces. Sans 
écarter la possibilité que la protéase impliquée soit quanti tat ivement plus 
élevée dans cette espèce, nous pouvons envisager que le site de clivage et son 
alentour soient mieux adaptés et plus spécifiques. Nous recherchons, d 'aut re 
par t , des signaux localisés dans la partie cytosolique et leur rôle dans le 
processus de protéolyse. 



A l'aide du marquage métabol ique des cellules C H O transfectées par le 
c D N A de l ' E C A endothéliale par des aminoacides marqués au soufre 35 nous 
étudions la biosynthèse de l 'ECA et sa solubilisation. Nous démont rons par 
immunomarquage de surface et biotinylation par l ' intermédiaire d 'un cross-
linker (NHSLC-biot ine) que l 'ECA mature est exprimée à la surface de la 
cellule et est solubilisée dans le milieu de culture à partir de la membrane 
plasmique. D e plus, la solubilisation de l ' E C A est, dans les cellules C H O , 
augmentée par le P M A (activateur de proté ine kinase C) . 

c) Culture de cellules endothéliales 

L'extrémité C-terminale de l ' E C A plasmatique étant identique à celle de la 
forme sécrétée par les cellules C H O transfectées, nous allons étudier la 
sécrétion de la forme soluble par des cellules endothéliales humaines en 
culture. 

Nous avons t rouvé une lignée de cellules endothéliales humaines spontané
ment immortalisées (ECV 304) qui ont pu être transfectées par le c D N A de 
l 'ECA membrana i re . Nous allons pouvoir tester la solubilisation sur cette 
lignée et les modifications induites par l ' introduction des diverses mutat ions 
dans ce c D N A . 

2 - Différences enzymatiques des deux sites actifs de l'ECA 

a) Spécificité du site N-terminal de l'ECA vis-à-vis du peptide 
Ac-Ser-Asp-Lys-Pro 

La dégradation dans le plasma du pept ide hémorégula teur NAc-Ser-Asp-
Lys-Pro (AcSDKP) , qui exerce une régulation négative sur la prolifération des 
cellules hématopoïé t ique , semble être due à l 'action initiale de l 'ECA par 
libération du dipeptide KP . L ' E C A serait ainsi impliquée dans la régulation 
de l 'hématopoïèse. En collaboration avec le groupe de Madame Lenfant 
(Institut de Chimie des Substances Naturel les . C N R S . Gif-sur-Yvette), nous 
avons entrepris l 'étude de la dégradat ion de l 'AcSDKP, radio marqué par du 
tritium sur la chaîne latérale du résidu de lysine, par trois E C A recombi
nantes : E C A sauvage ou por tant des mutat ions sur les deux histidines du site 
actif N-terminal (domaine C-terminal actif) ou du site actif C-terminal 
(domaine N-terminal actif). 

b) Sensibilité des deux sites actifs vis-à-vis des inhibiteurs 

Les trois enzymes recombinants servent aussi à tester une série d ' inhibiteurs 
de l 'ECA et permet tent de déceler si certains de ces inhibiteurs sont plus 
spécifiques pour l 'un ou l 'autre des deux domaines . Cet te é tude nécessite pour 
chaque inhibiteur la déterminat ion du Ki à des concentrat ions de chlore de 
20 m M et de 300 m M . 



IV. RÉGULATION DE L'EXPRESSION DE LA RÉNINE 
Equipe : F . P I N E T , J .M. L E M O U L L E C , J. P H I L I P P E , S . G E R M A I N , 

S . G I R A R D I N , T . K O N O S H I T A , S . F U C H S 

1 - Etude de la sécrétion et de la synthèse de rénine dans les cultures 
de cellules juxtaglomérulaires de souris 

En collaboration avec l 'équipe d 'Armin Kurtz à Zurich, nous avons étudié 
la synthèse et la sécrétion de rénine en culture primaire de cellules juxtaglo
mérulaires isolées à partir de rein de souris. 

Comme les cellules juxtaglomérulaires de souris ne peuvent être isolées 
qu 'en faible nombre dans le rein et qu'elles ne prolifèrent pas en cul ture, 
nous avons mis au point au laboratoire la quantification des A R N messagers 
par reverse transcription et polymerase chain reaction ( R T - P C R ) en utilisant 
un s tandard interne pour vérifier que l'identification et l'efficacité d'amplifica
tion soient identiques dans tous les échantil lons. 

La P C R quanti tat ive est une technique fiable pour étudier l 'expression du 
gène de la rénine en culture primaire de cellules juxtaglomérulaires. Cet te 
technique nous a permis de mont re r que l 'AMP cyclique, le monoxyde d 'azote 
et le calcium étaient des régulateurs de l 'expression du gène de la rénine en 
culture primaire de cellules juxtaglomérulaires. L ' A M P cyclique et le mono
xyde d 'azote sont des stimulateurs et le calcium agit comme un inhibiteur. Le 
fait de pouvoir aussi mesurer la sécrétion de rénine dans les mêmes expé
riences a permis de montrer qu'il n 'y avait pas de lien direct ent re la sécrétion 
et l 'expression du gène en culture cellulaire suggérant que ces deux paramè
tres étaient différemment régulés (R. Della Bruna , F . Pinet ) . 

2 - Isolement et caractérisation des cellules chorioniques en culture 

L'é tude de l 'expression du gène de la rénine est rendue difficile par 
l 'absence de lignées permanentes de cellules productrices de rénine . Jusqu 'à 
présent , les études pour met t re en évidence les séquences cis-régulatrices et 
les facteurs trans impliqués dans l 'expression du gène de la rénine ont été 
effectuées dans des lignées cellulaires n 'expr imant par ce gène telles les 
cellules de choriocarcinome humain ( JEG-3) . 

Au laboratoire , nous avons utilisé des cultures de cellules chorioniques pour 
étudier les régions régulatrices du gène de la rénine humaine . Ces cellules ont 
été caractérisées par les techniques de microscopie électronique et d ' immuno-
histochimie. U n seul type cellulaire est présent en culture et est marqué 
uniformément par des anticorps anti-rénine et ant i-prorénine. Ces cellules 
produisent un taux élevé de prorénine (20 ng/ml/24h) et l ' A R N m codant pour 



la rénine a la même taille (1,6 Kbase) que l ' A R N m rénal . D e plus, la mise au 
point de la P C R quantitative pour les A R N m codants pour la rénine humaine 
a permis d 'étudier la régulation au niveau des messagers. Nous avons mont ré 
qu 'en culture de cellules chorioniques, il existait une synergie ent re la forsko-
line et les esters de phorbol pour stimuler l ' A R N m de la rénine ainsi que la 
production de rénine dans le milieu. 

a) Transcription du gène de la rénine : Premiers travaux 

Dans un premier temps, nous avons étudié la région 5 ' du gène de la 
rénine qui comprend le p romoteur de ce gène. Une analyse fonctionnelle a 
été effectuée en associant la région 5 ' du gène de la rénine au gène repor teur 
(luciférase) et en transfectant t ransi toirement ces constructions dans les cel
lules chorioniques. L'activité luciférase mesurée reflète l 'activité du promoteur 
de la rénine. Le gène repor teur luciférase est 10 fois plus sensible que le gène 
C A T et a donc été utilisé préférentiel lement. 

Les premières constructions associant les 2616, 892 et 582 paires de bases 
du promoteur ont à peu près la même activité lorsqu'elles sont transfectées 
dans les cellules chorioniques et n 'ont donc pas permis de révéler d 'é léments 
majeurs de régulation dans la région distale du promoteur . Pour localiser 
précisément les régions importantes du p romoteur intervenant dans l 'expres
sion du gène de la rénine, une analyse par délétion des 582 premières paires 
de bases a é té effectuée. Ces expériences ont permis de montrer que les 
110 premières paires de base du promoteur étaient suffisantes pour permet t re 
une expression élevée et spécifique dans les cultures de cellules chorioniques. 

b) Identification des régions cis et des facteurs trans 

Pour déterminer précisément les séquences intervenant dans cette expression 
et par conséquent les facteurs de transcription régulant l 'expression du gène 
de la rénine, les techniques de préparat ion d'extraits nucléaires à part ir de 
cultures de cellules chorioniques, de protection à la DNase I et de gel retard 
ont été mises au point dans le laboratoire . 

Les expériences de transfection nous ayant mont ré une augmentat ion de 
l'activité luciférase dans les 374 premières paires de base du promoteur , nous 
avons effectué les premières expériences de protection à la DNase I sur cette 
région. Six empreintes ont été obtenues dont cinq pourra ient correspondre à 
des facteurs nucléaires décrits dans la l i t térature. L'analyse par délétion du 
promoteur de la rénine a permis de montrer qu 'un élément négatif se trouvait 
ent re — 374 et — 273 paires de bases. Une empreinte a é té obtenue dans 
cette région et présente une forte homologie avec une séquence du gène de 
l 'angiotensinogène de souris qui lie un facteur constitutif, appelé A G E 3 par 
les auteurs , qui pourrait jouer un rôle lors de l 'expression de l 'angiotensino
gène au cours de la différentiation des préadipocytes en adypocytes. Des 



délétions du promoteur de la rénine jusqu 'à — 137 paires de base ont mont ré 
la présence d 'un autre é lément négatif. Ce t te région comprend une séquence 
qui a une forte homologie avec une séquence liant le facteur A R P - 1 , membre 
de la superfamille des récepteurs aux stéroïdes orphelins, qui est un facteur de 
régulation inhibiteur du gène de l 'apolipoprotéine A l . Des délétions jusqu 'à 
— 67 paires de base ont mont ré une augmentat ion de l'activité luciférase. 
Deux empreintes ont été trouvées dans la région — 110 à — 67 paires de base 
en utilisant des extraits nucléaires de cellules chorioniques : une empreinte 
pour laquelle aucune homologie avec des é léments de régulation connus n 'a 
pu être dé terminée , une autre qui est une région riche en A / T est similaire au 
facteur P i t l (membre de la famille des facteurs de transcription P O U ) . 
L'activité luciférase la plus élevée a é té ob tenue avec le plasmide p 6 7 + . Cet te 
région du promoteur de la rénine lie le facteur E t s , qui a é té décrit comme 
un activateur de transcription dans chaque tissu. 

c) Mise en évidence d'un élément de réponse à l'AMP cyclique (CRE) 

U n e empreinte correspondant à un C R E (cyclic A M P responsive e lement ) , 
située en — 234/— 214 a été mise en évidence. Des expériences de gel re tard 
ont permis de met t re en évidence des complexes ADN-pro té ines qui sont 
déplacés par un oligonucléotide contenant le site de liaison consensus de la 
protéine C R E B et les régions flanquantes du gène de la somatostat ine. Pour 
corroborer ces résultats, nous avons déterminé la fonctionnalité du C R E 
rénine par l'activité luciférase des différents mutants de la région 5 ' du 
promoteur dans les cellules chorioniques traitées à la forskoline. Les 273 pre
mières paires de base du promoteur sont suffisantes pour obtenir une stimula
tion par la forskoline de trois fois. Des délétions jusqu 'à — 130 (délétion du 
C R E ) diminuent et jusqu 'à - 67 (délétion du C R E et P i t l ) suppriment la 
réponse à l 'AMP cyclique. Ces résultats laissent supposer que le facteur C R E 
et le facteur Pit1 agissent de concert pour conférer une réponse complète à 
l 'AMP cyclique (S. Germain , T. Konooshi ta , S. Fuchs, J. Phil ippe, S. Girar-
din, F . Pinet) . 

3 - Expression des protéases de type Kex2, PC2 et PC1IPC3 
dans les phéochromocytomes humains 

Ayant à notre disposition différents tissus surrénaliens humains d'origine 
normale (n = 7) et tumorale (n = 48), nous avons étudié par Nor thern Blot, 
la présence des messagers codant pour PC2, PC1/PC3 et de leur substrat 
possible, la proenképhal ine . L'expression de ces gènes n 'a pu être détectée 
que dans les phéochromocytomes. PC2 , PC1/PC3 et la proenképhal ine étaient 
exprimés respectivement dans 85, 50 et 90 % des vingt phéochromocytomes 
étudiés. D e plus, la proenképhal ine est exprimée seulement dans les phéo
chromocytomes qui expriment PC2 ou PC1/PC3. La présence de PC2 dans ce 
tissu a aussi été mont rée en utilisant les techniques d 'hybridat ion in situ et 



d' immunohistochimie. Ces résultats démont ren t qu 'une endoprotéase de type 
Kex2 est exprimée dans les phéochromocytomes humaines qui pourrait être 
impliquée dans le processing de la proenképhal ine dans ces tissus (T. Konos-
hita, F . Pinet) . 

V. ÉTUDE MORPHOLOGIQUE (IMMUNOHISTOLOGIE 
ET HYBRIDATION I N S I T U ) ET ULTRASTRUCTURALE 
DU SYSTÈME RÉNINE-A NGIOTENSINE 
Equipe : J . M . G A S C , S . S H A N M U G A M , F . M O N G I A T , M . S I B O N Y , 

M . - T . M O R I N 

1 - Ontogénèse des récepteurs de l'angiotensine II 

La liaison de l 'angiotensine II (AngII) au récepteur de type 1 (AT1) est 
responsable des effets connus de cette hormone peptidique sur l 'homéostasie 
cardiovasculaire et la régulation de l 'équilibre hydrominéral . En plus du 
récepteur A T 1 , il existe au moins un autre type de récepteur caractérisé 
pharmacologiquement (AT2) mais auquel on ne peut encore at t r ibuer aucune 
fonction précise. U n rôle de médiateur des effets de l 'AngII sur la croissance 
cellulaire a été proposé mais pas démont ré . Cet te hypothèse a été avancée à 
la suite d 'observations sur le fœtus de rat qui est très riche en récepteurs de 
l 'AngII (AT2 et AT1) . 

Après avoir étudié précédemment la distribution des A R N m des deux 
isoformes du récepteur AT1 au cours du développement fœtal et post-natal et 
chez le rat adul te , une étude parallèle par hybridation in situ du récepteur 
AT2 a été entreprise. Il est apparu que I 'ARNm du récepteur AT2 : 1) est 
exprimé précocément au cours du développement ; 2) a une distribution 
différente de celle du récepteur AT1 ; 3) disparaît progressivement pendant 
les deux premières semaines après la naissance, sauf dans la surrénale et 
l 'ovaire. 

a) Apparition précoce du récepteur AT2 

A 12 jours de gestation, I 'ARNm du récepteur AT2 est détectable par 
hybridation in situ dans deux chaînes para-axiales symétriques le long de 
l 'aorte. Cet te structure pourrai t correspondre à l 'ébauche de la chaîne gan
glionnaire sympathique et de la médullo-surrénale. U n travail en cours per
mettra de déterminer à quel stade et dans quelles cellules commence l 'expres
sion de I 'ARNm du récepteur A T 2 . En plus de cette chaîne, certains feuillet 
somitiques ainsi que le mésenchyme mésonéphrét ique expriment aussi l 'AT2, 
quoique plus faiblement. 



b) Distribution du récepteur A T2 dans le fœtus de rat ; comparaison 
avec le récepteur AT1 

La distribution du récepteur AT1 correspond à ce que l'on pouvait a t tendre 
d 'après les effets physiologiques de l 'AngII (foie, gros vaisseaux, rein, surré
nale, cœur) ; en ou t re , certains mésenchymes différenciés (pér ichondre) ou 
indifférenciés expriment aussi le récepteur A T 1 . Le récepteur A T 2 apparaî t 
plus largement expr imé, quoique de façon très sélective également . En plus 
des ganglions sympathiques l ' A R N m du récepteur AT2 est détectable dans un 
grand nombre de mésenchymes de la face et du thorax, dans la langue, la 
paroi des gros vaisseaux arrivant et repartant du cœur, les ar tères coronaires, 
la t rachée et les bronches , le rein et la surrénale (zone glomérulée et 
médul la) , dans tous les mésenchymes en tourant les cartilages des membres et 
de la queue , et autour du canal de Wolff. Cet te distribution se retrouve à 
tous les stades de 12 à 21 jours de gestation suivant la différenciation des 
tissus et des organes. Dans le rein, par exemple , l 'ARNm du récepteur AT2 
est d 'abord détectable dans le cortex externe aux stades précoces où les 
premiers glomérules se différencient (15 jours ) , puis des travées de cellules 
positives descendent dans le cortex profond et la médulla externe , et finale
ment après la naissance le récepteur AT2 est détecté dans la médulla interne 
ou papille. Cet te distribution est tout-à-fait différente de celle de l 'AT1 qui 
est exprimé dans les glomérules, les vasa recta et certains mésenchymes 
apparemment distincts de ceux où le type A T 2 est expr imé. Une é tude 
microscopique est en cours pour identifier précisément les types cellulaires 
exprimant le récepteur A T 2 . 

c) Disparition du récepteur AT2 après la naissance 

Les travaux par liaison de ligands radioactifs sur coupe histologique avaient 
démont ré une chute brutale de la liaison spécifique de l 'angiotensine II au 
récepteur AT2 entre 24 et 72 heures après la naissance. O n pouvait donc 
penser que cela correspondait à un arrêt de la transcription de l 'ARNm dès 
les premières heures de la vie. Notre travail a mont ré que ce n 'est pas le cas. 
Soit l 'expression de l 'ARNm de l 'AT2 reste forte comme dans la surrénale , 
soit il se produit une diminution très progressive du signal d 'hybridation de 
l 'AT2 dans tous les mésenchymes suivant une chronologie qui semble corrélée 
avec la différenciation des mésenchymes en muscles lisses (vaisseaux, estomax) 
ou striés (membres , langue, peau , thorax, face, troncs artériels). Ce processus 
de disparition est beaucoup plus lent que ce qui a été rappor té par autoradio
graphie. Ainsi, à 10 jours après la naissance, alors que l'on ne détecte plus de 
récepteur par autoradiographie , la langue, les reins, les gros vaisseaux et 
d 'autres tissus expriment encore l 'ARNm du récepteur A T 2 . Cet te différence 
entre la détection de la liaison de l 'AngII et de l 'ARNm n'est pas facilement 
explicable sauf si l 'ARNm continue d 'ê t re transcrit pendant plusieurs jours 



après que la protéine a cessé d 'ê t re t radui te . Une réponse à cette quest ion 
sera envisageable lorsque des anticorps anti-récepteur seront disponibles ou 
lorsque les effets de l 'AngII médiés par le récepteur A T 2 seront connus. 

Cet te é tude du récepteur AT2 par hybridation in situ permet de dégager 
deux conclusions : 

— Le récepteur A T 2 semble exprimé seulement dans les cellules en voie de 
différenciation et il disparait de ces cellules lorsqu'elles ont acquis leur 
différenciation morphologique et fonctionnelle définitive. 

— Le point commun à la plupart des types cellules exprimant le récepteur 
AT2 est de dériver des crêtes neurales. 

Nos observations nous conduisent à postuler un rôle de facteur de crois
sance/différenciation pour l 'AngII au cours du déve loppement , rôle qui serait 
médié par le récepteur A T 2 . U n projet sur le fœtus de rat et l 'embryon de 
poulet a été élaboré pour vérifier ce rôle de l 'angiotensine II pendant le 
développement . 

2 - Enzyme de conversion de l'angiotensine II 

Cette enzyme, qui est surtout connue comme un des composants du système 
rénine-angiotensine vasculaire, cardiaque et cérébrale , est aussi exprimée en 
grande quanti té dans certains épithéliums (intestin et tubule proximal du rein) 
et dans l 'épithélium germinal des tube séminifères. 

Un travail par hybridation in situ et immunohistochimie a permis de décrire 
précisément le stade d 'appari t ion de cette enzyme dans les cellules germinales 
mâles en fonction du stade de différenciation pour la méiose, il a été montré 
que le début de l 'expression de l 'enzyme de conversion coincide avec la fin de 
la méiose (spermatide aux stades 4 à 4) , avec un maximum d'expression 
observée dans les spermatides en phase d 'al longement (stade 8 à 12). 

Cette enzyme semble être plus largement distribuée dans les cellules germi
nales dans la membrane plasmique et dans d 'autres structures cellulaires. En 
particulier, la région golgienne présente , au stades spermatides jeunes , une 
immunoréactivité forte pour les anticorps anti-enzyme, tandis que le cyto
plasme et la membrane plasmique des mêmes cellules sont encore dépourvus 
d 'enzyme. Une étude de la localisation ultrastructurale de l 'enzyme dans les 
cellules germinales n 'a pas permis de confirmer cette localisation car aucune 
immunoréactivité n 'a été re t rouvée à l 'échelon ultrastructural ni dans le Golgi, 
ni dans les autres sites où l 'enzyme est normalement présente . L 'enrobage en 
résine, même hydrophile , semble être incompatible avec la conservation de 
l ' immunoréactivité de l 'enzyme de conversion. 

L'expression de l 'enzyme de conversion de l 'angiotensine dans les cellules 
germinales mâles soulève la question de son rôle, en particulier comme 



composant d 'un éventuel système rénine-angiotensine local. Pour cela un 
travail par hydribation in situ a é té réalisé pour détecter la présence des 
autres composants de ce système dans les tubes séminifères. U n signal faible 
correspondant au récepteur AT1 a été observé dans les cellules germinales de 
souris à un stade de la spermatogénèse un peu plus précoce que l 'enzyme de 
conversion. Mais comme il ne semble pas que la rénine ou l 'angiotensinogène 
soient exprimés à l ' intérieur des tubes séminifères, la quest ion d 'un éventuel 
système rénine-angiotensine local reste donc posée . 

3 - Internalisation du récepteur AT1 de l'angiotensine II 

Ce récepteur fait partie de la famille des récepteurs à sept domaines 
t ransmembranaires couplés aux protéines G . Ces récepteurs sont internalisés 
après liaison avec leur ligand, et probablement recyclés. U n e é tude ultrastruc
turale par autoradiographie avec de l 'AngII marquée a é té débutée pour 
suivre ce processus d'internalisation dans des cellules C H O transfectées avec 
l 'ADNc du récepteur AT1a. 

V I . ÉTUDE DE L'ACTIVITÉ ET DU RÔLE FONCTIONNEL 
DES NEURONES ANGIOTENSINOGERGIQUES, NOTAMMENT 
DANS LE CONTRÔLE DE LA PRESSION ARTÉRIELLE 
ET LA SÉCRÉTION DES HORMONES HYPOPHYSAIRES 
Equipe : C . L L O R E N S - C O R T E S , Z . L E N K E I , G . V A Z E U X , M. V U I L L E M I N 

Le thème de ce groupe de travail est l 'étude du rôle des peptides angioten-
sinergiques dans le contrôle central de la pression artérielle et de la régulation 
de la soif. L'accent sera mis : 1) sur le métabol isme de l 'angiotensine I I en 
angiotensine I I I , pept ide important dans les effets du système rénine-angioten
sine au niveau central et 2) sur les récepteurs de l 'angiotensine I I dans le 
système nerveux central et l 'hypophyse. L 'aminopept idase A qui convertit 
l 'angiotensine I I en angiotensine I I I sera étudiée en détail . 

1 - Ectoenzymes et métabolisme de l'AngII cérébrale 

a) Rapport structure/fonction de l'aminopeptidase A par mutagénèse 
dirigée et expression dans les cellules eucaryotes 

a) Nous avons étudié le rôle du segment hydrophobe N-terminal dans 
l 'a t tachement de l 'APA à la membrane et le mécanisme de sécrétion de la 
forme soluble de l 'APA. Trois lignées cellulaires eucaryotes hétérologues ont 
été obtenues par transfection : 



̶ A D N c contenant la totalité de la séquence codante de l 'APA membra-

naire ; 

̶ A D N c codant pour une A P A dont la partie cytoplasmique a été dé-

létée ; 

̶ A D N c codant pour une A P A où une séquence hydrophile SQNS a été 

insérée dans le domaine t ransmembranai re à un emplacement calculé pour 

augmenter la probabili té de clivage par la signal peptidase (algorithme de Van 

Hei jne) . 

Les premiers résultats obtenus mont ren t que : 

i) la délétion du domaine cytoplasmique induit la formation d 'une forme 

soluble de l 'APA. Ses propriétés enzymatiques (Km, Ki de différents inhibi-

teurs , sensibilité au C a + + , à l ' E D T A ) , biochimiques et immunologiques 

(reconnaissance par différents anticorps dirigés contre l ' A P A murine) sont 

identiques à celles de l ' A P A membranai re sauvage. Des expériences de 

marquage métabol ique, suivies d ' immunoprécipi tat ion et de séquençage 

N-terminal de l 'APA marquée sont en cours et devraient permet t re d' identi-

fier le site de clivage de la signal peptidase. 

ii) l ' insertion de la séquence hydrophile dépourvue du domaine t ransmem-

branaire provoque une forte diminution de l 'expression de l ' A P A , probable-

ment liée à un changement de conformation de la pro té ine , entraînant une 

modification de son trafic intracellulaire. 

Par ailleurs, cette insertion entrave l 'ancrage dans la membrane de l 'APA 

résiduelle, probablement en déstabilisant l'hélice α hydrophobe (22 acides 

aminés) qui constitue le domaine t ransmembranai re . 

b) Nous voulons explorer, l 'implication de certains acides aminés (présents 

dans la séquence de l 'APA) dans l'activité catalytique de l 'APA par des 

expériences de mutagénèse dirigée et expression dans les cellules eucaryotes : 

rôle notamment des acides aminés impliqués dans la liaison du Z n + + , du 

C a + + , ainsi que ceux impliqués dans la liaison de l 'extrémité N H 3

+ terminale 

du substrat. Ce p rogramme s'inscrit dans la recherche antér ieure du labora-

toire sur l'identification des différents acides aminés des deux sites actifs de 

l ' E C A . 

b) Rôle physiologique de l'APA dans le métabolisme de l'AngII endogène 

et la production d'AngIII 

̶ Localisation cérébrale de l'APA 

Pour cela deux approches ont été utilisées : 

̶ localisation de la protéine en mesurant son activité enzymatique à l 'aide 

d 'un substrat synthétique (Glu-β-naphtylamide) en présence ou en absence 



d'un inhibiteur spécifique sur des homogénats de noyaux cérébraux prélevés 

sur coupes congelées. 

̶ localisation du messager par hybridation in situ à l 'aide d 'une r iboprobe. 

Ces deux approches nous ont permis de localiser l 'APA dans des structures 

cérébrales comme l 'organe subfornical (SFO) , l 'organe vasculaire de la lame 

terminale ( O V L T ) , le noyau paraventriculaire (PVN) et l 'éminence médiane 

( M E ) , connues pour exprimer les récepteurs AT1 et l 'ECA. 

Cet te localisation de l ' A P A proche de celle des récepteurs AT1 et de 

l 'ECA est en faveur d 'un rôle clé de cette enzyme dans la transmission des 

neurones angiotensinergiques. 

̶ Mise au point d'inhibiteurs spécifiques 

La synthèse d' inhibiteurs spécifiques de l ' A P A est dé terminante pour esti-

mer son rôle fonctionnel. La conception et la synthèse de ces produits sont 

effectuées dans l 'unité I N S E R M U266 dirigée par B. Roques (Equipe de 

M . C . Fournié-Zaluski) . Le test d'activité de ces produits sur l ' A P A purifiée, 

sur le métabolisme de l 'AngII in vitro ou in vivo, ainsi que leur effet sur la 

pression artérielle après administrat ion par voie i.c.v. seront réalisés à 

l 'Unité 36 I N S E R M . 

L ' A P A appart ient , comme la thermolysine, la N E P ou l 'aminopeptidase N 

(APN) à la famille des métal loprotéases à zinc. La sélectivité de ces diffé-

rentes enzymes semble dépendre principalement des interactions des chaînes 

latérales des acides aminés des substrats avec les sous-sites spécifiques de ces 

peptidases. La mise au point de ces inhibiteurs se fera à partir du Glu-thiol 

décrit par Wilks et Thurston dont le pouvoir inhibiteur est de 1 0 - 7 M sur 

l 'APA ainsi que sur une enzyme très proche , l 'APN. Le but est donc 

d 'améliorer la spécificité vis-à-vis de l 'APA par rappor t à l 'APN ainsi que 

d 'augmenter l'affinité vis-à-vis de cette enzyme. 

Pour l ' instant, parmi les 40 produits synthétisés, le 3-amino-4thio-butyI 

sulfonate présente un pouvoir inhibiteur de 3 x 1 0 - 7 M sur l 'APA et est 100 

fois moins actif sur l 'APN, dénotant une spécificité de reconnaissance pour 

l 'APA. Par ailleurs, parmi ces produits , l 'un d 'entre eux, le 2-amino-l ,5 

di thiolpentane, s'est révélé être un inhibiteur sélectif de l 'APN (Ki = 

3 x 1 0 - 8 M sur l 'APN, 2 x 1 0 - 6 M sur l 'APA) . U n e bonne sélectivité ayant été 

obtenue , il reste à améliorer l'affinité pour l ' A P A (programme en cours) . 

c) Etudes des inhibiteurs de l'APA 

1) In vitro, sur la dégradat ion d 'un substrat synthétique (Glu-β-naphtyla-

mide) ou d 'un substrat naturel , l 'angiotensine II trit iée. 

2) In vitro, sur la dégradation d'un substrat synthétique par des homogénats 

de cerveau. 



3) In vivo, sur le métabolisme de l 'angiotensine II tritiée exogène injectée 

par voie intracérébroventriculaire. 

Ces expériences ont mont ré que ces inhibiteurs avaient la même affinité 

pour l 'APA purifiée quel que soit le substrat utilisé. Ils se sont révélés être 

des outils indispensables pour détecter une activité A P A dans différentes 

structures cérébrales . Injectés in vivo, ils diminuent le métabolisme de l 'angio-

tensine II exogène et préviennent la formation d 'angiotensine III . Il reste à 

étudier l'effet de ces inhibiteurs in vivo par voie i.c.v. sur le métabol isme de 

l 'AngII endogène et sur la formation de l 'AngIII endogène . 

Si l 'hypothèse de départ est correcte , l 'injection in vivo de cet inhibiteur 

devrait produire de façon concomitante une augmentat ion du taux d 'AngI I 

endogène et une chute du taux d 'AngII I endogène , démont ran t le rôle 

physiologique de l 'APA dans le métabol isme de l 'AngII . 

2 - Récepteurs de l'angiotensine II (AT1a, AT1b). Etude de leur expression 

au cours de différentes conditions physiopathologiques 

Le clonage du gène codant pour le récepteur de l 'angiotensine II (AT1) 

chez le rat et la souris a permis de met t re en évidence deux sous-types AT1a 

et AT1b . Bien qu'il existe une très grande homologie dans la partie codante , 

ne permet tan t pas de les différencier par des expériences de liaison classique, 

les parties non codantes en 3 ' et 5 ' sont très différentes. 

a) Développement d'une quantification des messagers des récepteurs AT1a, 

ATIb par RT-PCR 

Afin d'estimer l 'expression de ces deux sous-types de récepteurs , nous avons 

développé une RT-PCR quanti tat ive. La quantification de ces réactions est 

possible si l'on ajoute à l 'ARN sauvage un A R N synthétique (en trace) qui va 

subir les mêmes opérat ions permet tan t de suivre le r endement de chacune des 

réactions et d 'établir une courbe étalon. Cet A R N synthét ique doit ê tre très 

proche de la séquence à amplifier. Dans notre cas, il correspond à un mutan t 

de l 'ADNc du récepteur AT1a où 60 bp ont é té délétées. 

b) Distribution et régulation de l'expression des messagers des récepteurs 

AT1a et AT1b à la périphérie 

Ayant mis au point ces conditions, nous avons pu est imer le nombre de 

copies (par μ.g d ' A R N total) de chacun de ces messagers dans différents 

organes. Certains d 'ent re eux contiennent en majorité le messager du récep-

teur AT1a comme le foie, le poumon , le rein, l 'aorte . D 'au t res , comme 

l 'hypophyse ou les surrénales, sont très riches en messager du récepteur 

AT1b . Nous avons ensuite étudié chez le rat la modification d'expression de 

ces messagers dans des conditions physiopathologiques connues pour activer le 



système rénine-angiotensine. Ainsi , lors d 'un régime désodé , nous avons 

observé dans les surrénales, une augmentat ion des messagers de ces deux 

sous-types alors que dans un modèle d 'hypertension rénovasculaire, l 'expres-

sion des récepteurs A T 1 b est diminuée et celle des récepteurs AT1a in-

changée. 

En conclusion, l 'expression ainsi que la régulation différentielle de ces deux 

sous-types de récepteurs dans différents organes , suggèrent qu'ils pourra ient 

respectivement médier différentes actions biologiques de l 'angiotensine II . 

c) Etude de l'expression des récepteurs AT1a et AT1b dans le SNC 

Nous avons étudié la distribution des messagers des récepteurs AT1a et 

A T l b dans le cerveau de rat par : 

̶ Quantification par RT-PCR : L 'extract ion d ' A R N sur des noyaux micro-

disséqués prélevés sur coupes congelées de 300 μ. à l 'aide d 'un système 

d 'emporte-pièce vient d 'ê t re mise au point grâce à l 'utilisation d 'un entraineur 

( t R N A de levure), nous permet tan t de quantifier par R T - P C R le messager 

des récepteurs AT1 sur les noyaux arqués et paraventriculaires prélevés sur 

quatre animaux. Une é tude pilote a permis de montrer dès maintenant 

l 'expression prédominante du récepteur AT1a dans ces deux structures ainsi 

que dans l 'éminence médiane et le noyau du tractus solitaire. 

Hybridation in situ : Paral lèlement aux expériences de R T - P C R quanti ta-

tive, la distribution des messagers des récepteurs AT1a et A T 1 b sera explorée 

par des é tudes d 'hybridat ion in situ, utilisant des r ibosondes spécifiques de ces 

deux sous-types. U n e étude pilote a déjà permis de mont re r la présence 

prédominante des messagers du récepteur AT1a dans le S F O , l 'OVLT, le 

M n P O , le P V N , le noyau a rqué , le N T S , l 'amygdale, l 'h ippocampe) 

(AT1a > AT1b) . Par ailleurs, des expériences utilisant le double marquage 

permet t ront d'identifier les populat ions neuronales exprimant ces récepteurs . 

Cet te é tude va se poursuivre par une cartographie complète de ces deux 

sous-types ainsi que par une é tude de leur régulation dans différents modèles 

physiopathologiques (rôle de la soif, des œstrogènes, de l 'hypertension) ceci 

afin de définir les fonctions respectives de ces deux sous-types de récepteurs . 
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