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Hormones minéralocorticoides et régulation cardiovasculaire

Les étapes importantes de nos connaissances sur 1’aldostérone ont été mar-
quées par sa cristallisation en 1953 par Simpson et Tait, la découverte de son
effet sur le transport unidirectionnel du sodium a travers les structures épithé-
liales grace a la mesure du courant de court-circuit dans les épithéliums de batra-
ciens, la mise en évidence d’un récepteur nucléaire spécifique par Edelman et
son clonage en 1987 par Ariza. Des données récentes permettent de mieux
comprendre le mode d’action de I’aldostérone au niveau de ses différents tissus
cibles et ouvrent de nouvelles perspectives sur son importance dans la régulation
cardiovasculaire.

Le schéma classique proposé par Edelman en 1968 reste toujours d’actualité
mais s’est notablement enrichi : au niveau des cellules épithéliales, en particulier
celles du -tube collecteur rénal, I’aldostérone augmente en quelques heures la
perméabilité apicale au sodium ; il en résulte une augmentation de la concentra-
tion de sodium intracellulaire suivie d’'une activation de la Na* K* ATPase avec
extrusion du sodium dans le milieu extracellulaire. Ce mécanisme fait intervenir
une synthese protéique mais la (ou les) protéine(s) induite(s) par I’aldostérone
reste(nt) inconnue(s) : L’administration aigué d’aldostérone n’entraine ni aug-
mentation des sous-unités de la Na* K* ATPase chez les mammiferes, ni synthe-
se accrue des sous-unités du canal épithélial au sodium. Un traitement chronique
par I’aldostérone ou la déoxycorticostérone augmente la conductance apicale au
sodium, accroit I’activité de la Na* K* ATPase localisée sur la membrane baso-
latérale ainsi que l’excrétion apicale du potassium par augmentation de la
conductance apicale du potassium et diminue le transport du chlore au niveau
des shunts paracellulaires. Ces effets de I'aldostérone sur la réabsorption de
sodium et la sécrétion de potassium s’effectuent essentiellement dans le néphron
distal, au niveau du tube collecteur situé dans la corticale et la partie externe de
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la médullaire rénale. La secrétion d’ions H* dépendant de I’aldostérone s’effec-
tue dans les mémes segments tubulaires.

L’un des progres récents a été la remise en cause du concept d’hormone
« minéralocorticoide », concept qui voulait qu’a une hormone (aldostérone) cor-
responde un récepteur (minéralocorticoide) présent dans un type cellulaire (cel-
lule épithéliale) et responsable d’une fonction (transfert actif de Na* dans le
secteur extracellulaire). Différentes données expérimentales ont remis en ques-
tion ce schéma simplificateur. En effet, il est apparu que les cellules épithéliales
du néphron et du colon distal possedent des récepteurs minéralocorticoides et
aussi glucocorticoides. Dans certaines conditions, les glucocorticoides peuvent
exercer un effet minéralocorticoide. A I'inverse, des cellules non-épithéliales
telles que certains neurones, des cellules de la paroi artérielle et les cardiomyo-
cytes présentent des récepteurs minéralocorticoides alors que ces cellules ne sont
pas impliquées dans le transport unidirectionnel des ions. Dans les conditions
habituelles, les hormones minéralocorticoides exercent un effet propre sur leur
cellules cibles classiques grace a plusieurs mécanismes qui leur assurent cette spé-
cificité :

a) Inactivation des glucocorticoides dans les cellules cibles des hormones
minéralocorticoides

Les cellules cibles des hormones minéralocorticoides sont exposées a un afflux
important d’hormones glucocorticoides qui circulent a des concentrations mille
fois plus élevées que I’aldostérone. Or le récepteur minéralocorticoide a la méme
affinité in vitro pour les hormones minéralo- et glucocorticoides ce qui posait la
question de la sélectivité du récepteur minéralocorticoide in vivo. Il a été mon-
tré récemment que les glucocorticoides étaient inactivés par réduction de la fonc-
tion hydroxyle en position 11 grace a une 11B-hydroxystéroide déshydrogénase
(11B-HSD). Deux enzymes existent, ’'une hépatique (113-HSD1) ayant une acti-
vité oxydoréductasique et une faible affinité pour les glucocortico'ide-s. L’autre
enzyme (11B-HSD2) a une affinité mille fois supérieure pour les glucocorti-
coides, utilise le NAD comme co-facteur et n’a qu’une activité oxydasique. Elle
a été clonée récemment, notamment chez ’homme ou elle est exprimée dans le
placenta, le rein (tube contourné distal), le pancréas, le colon, I'ovaire et le tes-
ticule. Cette enzyme est colocalisée avec le récepteur minéralocorticoide dans les
tissus cibles de I’aldostérone.

La 11B-HSD2 empécherait la liaison des glucocorticoides aux récepteurs miné-
ralocorticoides en réduisant le cortisol en cortisone et la corticostérone en
11-déhydro-corticostérone. Fait intéressant, il existe une affection humaine dans
laquelle cette enzyme pourrait étre impliquée, le syndrome d’exces apparent de
minéralocorticoides. Il s’agit de patients ayant une hypertension sévere familiale
(maladie autosomale récessive avec hypokaliémie, rénine et aldostérone basses),
caractérisée par une absence ou une anomalie de la conversion du cortisol en
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cortisone alors que la réaction inverse est normale. Ces hypertensions sont
curables par la déxaméthasone qui supprime la production des glucocorticoides
qui occupent de facon illégitime les récepteurs minéralocorticoides. Il sera inté-
ressant de voir si il existe un réarrangement ou des mutations sur le géne de la
118-HSD2. L’intoxication par l'acide glycyrrhétinique, le composé actif de la
réglisse, produit un syndrome équivalent par inhibition de la 113-HSD2.

b) Propriétés intrinséques du récepteur minéralocorticoide

Le récepteur minéralocorticoide fait partie de la sous-famille des récepteurs
nucléaires de type glucocorticoide. Il est exprimé dans le rein, le colon, les
glandes salivaires, le cerveau, notamment au niveau de I’hippocampe. Il est aussi
présent dans le cceur et les vaisseaux. Ce récepteur a une affinité (Kp) similaire
pour ’aldostérone et le cortisol. Toutefois, les études de cinétique de dissocia-
tion des complexes du récepteur avec des stéroides tritiés ont montré une stabi-
lité bien supérieure du complexe récepteur-aldostérone- [H] 3 par rapport a celle
du complexe récepteur-cortisol- [H] 3. Cette propriété intrinseque du récepteur
favoriserait la rétention des minéralocorticoides sur leur récepteur et permettrait
I'interaction du récepteur activé avec les éléments de reconnaissance des pro-
moteurs.

c) Interaction du récepteur minéralocorticoide avec les éléments cis de reconnais-
sance des glucocorticoides (GRE). Intervention d’autres facteurs transcriptionnels

Le récepteur activé par les hormones minéralocorticoides se lie a I’élément cis
consensus de reconnaissance des glucocorticoides (glucocorticoid responsive ele-
ment, GRE). Il est capable de transactiver un géne reporteur (luciférase, CAT)
comportant cet élément de reconnaissance, de la méme maniere que les hor-
mones glucocorticoides. Toutefois, ce schéma n’est plus valable lorsque I’on étu-
die un GRE composite (faisant intervenir d’autres éléments flanquants de
reconnaissance du DNA) et non plus un GRE limité a la simple séquence
consensus. D’autres facteurs transcriptionnels (c-fos, c-jun), peuvent intervenir
avec le récepteur minéralo- ou glucocorticoide pour moduler I’effet transcrip-
tionnel. Ce dernier dépend alors de I’activation des récepteurs minéralo- ou glu-
cocorticoides et de la concentration relative de c-fos et de c-jun. Un élément de
spécificité supplémentaire pour l'action propre des récepteurs minéralocorti-
coides est donc possible a ce niveau. Il est enfin vraisemblable qu’existent des
élements spécifiques de reconnaissance des hormones minéralocorticoides
(MRE) qui n’ont pas été identifiés jusqu’a présent.

Canal épithélial sodium sensible a I'amiloride

L’aldostérone agit en augmentant de facon rapide la perméabilité apicale au
sodium des cellules épithéliales au niveau du canal épithélial sodium. Ces canaux
ont une faible conductance unitaire (5 a 10 pS), un temps moyen d’ouverture
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long (> a la seconde), une grande sélectivité vis-a-vis du lithium et du sodium, et
sont bloqués par ’'amiloride ou 'EIPA a 107-108M. Par contre, ils sont peu sen-
sibles au phénamil qui bloque préférentiellement I’échangeur sodium-proton. Un
progreés important a été le clonage récent de ce canal par expression dans les
ceufs de xénope. Une premiere sous-unité a de ce canal a été clonée par le grou-
pe de B. Rossier en 1993. Elle présentait une faible activité mais avait les carac-
téristiques attendues du canal épithélial sodium. Deux autres sous-unités ont été
récemment clonées par le méme groupe grace a des expériences de complémen-
tation de I’activité canal sodium codée par les ARNm issus de colon de rat dans
les ceufs de xénopes.

Les trois sous-unités a, B et y ont environ 35 % d’homologie, présentent une
importante sélectivité vis-a-vis du sodium et du lithium versus le potassium, une
affinité de ’ordre de 108M pour le benzamil. La sous-unité alpha possede 1 %
de I’activité de I'’ensemble des trois sous unités o, B, y. Toutes ces sous-unités pos-
sedent deux domaines transmembranaires permettant leur insertion dans la
membrane plasmique, une région extracellulaire riche en cystéine et une courte
extrémité N et C-terminale intracellulaire. Fait intéressant, ces protéines ont une
homologie notable avec les dégénérines, produits des genes du nématode
C-elegans et dont la mutation aboutit a la dégénérescence spécifique de moto-
neurones impliqués dans la transduction mécanique.

Les sous-unités o , B, y sont exprimées dans le tube collecteur rénal cortical et
médullaire, au niveau du colon et du poumon. L’étude de leur régulation au
niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel par les différents stéroides et
notamment par l’aldostérone ne fait que débuter. Par contre, il est connu que
Pactivité du canal épithélial sodium peut étre modifiée par des protéines G et des
protéines du cytosquelette. Des expériences de patch clamp sur des cellules du
tube collecteur rénal ont montré en effet que I’actine active le canal épithélial
sodium alors que la filamine et la DNase I, qui agissent sur I’état de polymérisa-
tion des filaments d’actine, inhibent son activité.

11 existerait un équivalent du canal épithélial sodium sensible a I’amiloride au
niveau des lymphocytes B humains transformés. Ce canal peut étre modulé par
une phosphorylation dépendante de I’AMP cyclique et par une protéine G sen-
sible a la toxine de pertussis. Ces deux traitements séparés aboutissent a I’acti-
vation du canal mais ce dernier est inactivé lorsque la toxine cholérique et la
toxique pertussique sont administrées simultanément. L’aldostérone ne semble
pas agir, du moins en administration aigué, sur la synthése des sous-unités du
canal. Elle pourrait par contre augmenter la probabilité d’ouverture d’un canal.

Canal épithélial sodium sensible a I'amiloride et pathologie humaine

Il existe une forme rare d’hypertension artérielle humaine due a une activation
constitutive du canal épithélial sodium. Un syndrome décrit par Grant Liddle, il
y a une trentaine d’années, se caractérise par une hypertension sévere, familiale,
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autosomale dominante. Il existe une hypokaliémie, un effondrement des taux de
rénine et d’aldostérone sans trouble de la biosynthése ou du métabolisme des
stéroides. Cette hypertension répond de facon tres spécifique a ’administration
de modamide, diurétique distal, mais est insensible a la déxaméthasone ou a la
spironolactone, antagoniste de 1’aldostérone au niveau du récepteur minéralo-
corticoide. Il vient d’étre montré qu’il existe une mutation de la partie C-termi-
nale intracellulaire de la sous-unité B du canal épithélial sodium, coségrégant
avec l'affection dans le pédigré originel décrit par Liddle. Il reste a savoir si
d’autres hypertensions artérielles, apparemment essentielles et sensibles au
sodium, pourraient étre dues a un variant de I'une ou de 'autre des sous-unités
du canal épithélial sodium.

Aldostérone et systéme cardiovasculaire

L’aldostérone agit sur le systeme cardiovasculaire de fagon indirecte en favori-
sant la réabsorption de sodium et I’augmentation du volume extracellulaire au
niveau rénal. Il est possible que 1’aldostérone exerce aussi un effet direct sur ce
systeme. La présence d’ARNm codant pour le récepteur minéralocorticoide et la
protéine réceptrice a été démontrée respectivement par hybridation in situ et
immunohistochimie an niveau cardiaque et vasculaire. La biosynthese d’aldosté-
rone dans les cellules musculaires lisses vasculaires a méme été récemment avan-
cée, ce qui pourrait étre la base d’un systéeme autocrine.

Une série de travaux récents s’est intéressé a I'effet possible de I'aldostérone
sur la fibrose interstitielle cardiaque. L’administration d’aldostérone pendant
huit semaines chez le rat uninéphrectomisé, en présence d'un régime riche en
sodium, éleve la pression artérielle, ce que ne font ni I’aldostérone en 1’absence
de régime riche en sodium ou un régime riche en sodium isolément. En outre,
toujours in vivo, 'aldostérone augmente le taux de collagene interstitiel au
niveau du cceur et des espaces périvasculaires, au niveau des artéres coronaires
intramyocardiques. Ces effets de 1’aldostérone semblent spécifiques car ils ne
sont pas reproduits par I’administration de corticostérone et sont inhibés par des
antialdostérones. La démonstration d’un effet direct nécessite néanmoins que
soit trouvée une synthése de collagene in vitro sur des cardiomyocytes ou des
fibroblastes cardiaques, ce qui est actuellement débattu. L’hypothese attrayante
d’un effet direct de 1’aldostérone, génomique ou non, sur d’autres cellules que les
cellules épithéliales reste donc a démontrer.

P.C.
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RAPPORT D’ACTIVITE DU LABORATOIRE

I. BIOLOGIE MOLECULAIRE DE L’ENZYME DE CONVERSION

ET POLYMORPHISME DES GENES CONTROLANT

LA PRESSION ARTERIELLE

Equipe : F. SOUBRIER, T.A. WILLIAMS, A.-M. HouoT, S. NADAUD, E. VILLARD,
A. BONNARDEAUX (départ en juillet 1994), M.-C. ZENNARO, T. NABIKA (départ
en septembre 1994), I. FERY, C. TOURNOIS

A - Biologie et génétique moléculaire de I’enzyme de conversion de I'angiotensine
(ECA)

1 - Rats transgéniques pour le géne de 'ECA humaine

Ce programme est réalisé en collaboration avec John Mullins 2 Edinburgh.
Apres I'échec des premicres injections, une nouvelle série d'injection du géne
entier est en cours de criblage. En outre, une construction permettant le ciblage
de I’expression dans le cceur a été réalisée et sera injectée dans un avenir proche
(E. Villard, C. Tournois).

2 - Effet du polymorphisme du géne de I'ECA sur la concentration d’ECA dans
le plasma

Notre principal projet dans ce domaine est actuellement de déterminer la natu-
re moléculaire du variant du géne de 'ECA responsable de la différence d’ex-
pression du gene. Le séquencage de plusieurs kilobases a été réalisé chez
plusieurs sujets en fonction de leurs génotypes pour le polymorphisme de 'ECA.
De nombreux polymorphismes ont été mis en évidence dans la région codante
du gene ainsi que dans les régions régulatrices. L’analyse est en cours (E. Villard,
A.-M. Houot).

3 - Expression in vitro de 'ECA de drosophile

Nous avons exprimé 'ECA de drosophile dans baculovirus et dans la levure
Pichia Pastoris. C’est dans la levure que I’expression est la plus forte et devrait
permettre une production suffisante pour la cristallisation de I’enzyme et son
étude par diffraction aux rayons X (T. Williams).
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B - Géne de l'enzyme endothéliale humaine de synthése du monoxide d’azote
(NO)

Nous avons mis au point la RT-PCR quantitative des trois isoformes (endo-
théliale, neuronale et inductible) de la synthase du NO. Cela nous a permis de
mesurer I’expression du gene dans différents modéles expérimentaux ou les NO
synthases ont pu étre impliquées, notamment I’augmentation des forces de
cisaillement par fistule aorto-cave et la surcharge hydrosodée par administration
de minéralocorticoides et de NaCl chez le rat (S. Nadaud).

C - Controle génétique de la pression artérielle

1 - Génes candidats et hypertension artérielle

Plusieurs études sont actuellement en cours sur des genes candidats pour I’hy-
pertension familiale tels que ’aldosterone synthase (CYPB2), la sous-unité béta
du canal sodium épithélial et la 11-béta hydroxystéroide déshydrogénase. Ces
études sont rendues possibles par I'identification de marqueurs hautement poly-
morphes au sein de chacun de ces genes (L. Pascoe, I. Fery).

2 - Génétique moléculaire du géne du récepteur minéralocorticoide

Nous avons déterminé la structure du géne humain et étudié son expression.
Nous avons identifié deux promoteurs au sein de ce gene. L’identification d’une
séquence de type microsatellite au sein du géne permettra ’exploration de ce
géne dans les familles hypertendues (M.-C. Zennaro).

1. ETUDE DES RAPPORTS STRUCTURE-FONCTIONS DES RECEP-
TEURS MEMBRANAIRES DE L’ANGIOTENSINE II, DE LA VASOPRES-
SINE ET DE L’INSULINE

Equipe : E. CLAUSER, C. MonNNOT, C. AuzAN, S. CONCHON, K. CURNOW,
B. TEUTSCH

L’activité du groupe au cours de ’année 1994-95 a porté sur ’analyse du fonc-
tionnement moléculaire des récepteurs de I’angiotensine 1I et de la vasopressine.
Ces études ont utilisé des techniques de biologie moléculaire (clonage, mutagé-
nese dirigée), de biologie cellulaire (expression de protéines recombinantes), de
biochimie des protéines (Western blot, immunoprécipitation) et de physiologie
cellulaire (mesure du calcium intracellulaire et de divers seconds messagers).

A - Les récepteurs de I’angiotensine 11

Les récepteurs de ’angiotensine I (AT1 humain, ATla et AT1b de rat, AT2
de rat) sont des récepteurs heptatransmembranaires qui ont été clonés par diffé-
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rents groupes au cours des 2 dernieres années. Grace aux ADNCc de ces récep-
teurs (offerts ou reclonés au laboratoire), nous avons entrepris I’expression de
ces récepteurs recombinants sauvages ou mutés, afin de préciser les domaines
structuraux impliqués dans leurs spécificités pharmacologiques et/ou leurs voies
de signalisation. De plus la structure normale du géne de I’AT1 humain a été
approfondie et la recherche de variants en pathologie humaine entreprise.

1) L’analyse moléculaire du site de liaison de I'angiotensine II et de I’antago-
niste non peptidique Dup 753 du récepteur ATla de rat a été approfondie. Neuf
mutations différentes des 2¢, 3¢ et 5¢ domaines transmembranaires ont été réali-
sées et la pharmacologie et la signalisation de ces mutants ont été étudiés.

Ces mutations soit abolissent la liaison de I’angiotensine II (Lys,,, et Lys, o),
soit ne modifient pas le fonctionnement du récepteur (Ser;(s, ;o7 OU ;o9). SOit
enfin modifient la liaison du Dup753 mais pas celle de I'angiotensine II (Asn, ,
et Ser;;5) (C. Monnot et al. soumis). Cette €tude a permis de confirmer que les
sites de liaison de I’AnglI et des antagonistes non peptidiques étaient différents
et intéressaient respectivement des domaines extracellulaires ou transmembra-
naires du récepteur. Cette étude identifie aussi pour la premiere fois un phéno-
mene de complémentation protéique, la formation de dimeres protéiques entre
deux mutants défectifs pour la liaison permettant de reconstituer un site de liai-
son pour I’AnglI apres cotransfection.

2) L’étude comparée du fonctionnement des récepteurs ATla, AT1b et AT2 de
rat a fait ’objet de plusieurs travaux :

¢ [internalisation des récepteurs ATla et AT1b induite par les agonistes et
antagonistes peptidiques de I’angiotensine II est identique et importante (80 %),
alors qu’elle reste comparable mais réduite (30 %) pour le Dup753. Cette inter-
nalisation n’est pas dépendante du couplage aux protéines G.

e La pharmacologie et la signalisation intracellulaire (production d’inositol
phosphates et mobilisation du calcium intracellulaire) des récepteurs ATla et
AT1b ne présentent pas de différences significatives. Cependant seul le récep-
teur ATla est capable de transmettre I’effet mitogénique de I’AlIl (B. Teutsch
et al., en préparation).

* Les mécanismes de cet effet mitogénique de I’AlIl ont été approfondis sur les
cellules CHO.AT]la. Il n’implique pas la sécrétion de facteurs de croissance tels
que IGF1, FGF ou PDGF. La voie de signalisation mise en jeu implique les pro-
téines kinases C et le calcium mais pas les voies de ’AMP cyclique et de I’acide
arachidonique (B. Teutsch et al., en préparation).

3) Les déterminants moléculaires responsables de 'internalisation du récepteur
ATla ont été plus spécifiquement étudiés par déletions progressives de la
séquence carboxy-terminale de ce récepteur. Les récepteurs délétés ont été
exprimés de fagon stable dans CHO et leur signalisation et internalisation ont été
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analysées. Cette étude a permis d’indentifier une séquence distale sur le segment
carboxyterminal dont la délétion supprime I'internalisation. Ce mutant présente
cependant une signalisation normale voire amplifiée par rapport au récepteur
sauvage, conséquence probable de 1’absence de désensibilisation de ce mutant
(S. Conchon et al. en préparation).

4) Les déterminants moléculaires responsables de I'absence de couplage aux
protéines G du récepteur AT2 et les mutations susceptibles d’activer de fagon
constitutive le récepteur AT1 ont été recherchés par mutagéneése ou production
de récepteurs chimeériques modifiant la troisieme boucle intracellulaire du récep-
teur ATla. La caractérisation des lignées surexprimant ces récepteurs mutants
est en cours.

S) Enfin, la structure du géne du récepteur ATI humain a été approfondie.
Ce gene se compose de 5 exons dont les 4 premiers codent pour la région 5’ non
traduite de I’ARNmessager, alors que le 5¢ code pour I’essentiel de la protéine.
Plusieurs observations intéressantes sont a souligner (K. Curnow et al. sous pres-
se): a) Les exons 2, 3 et 4 font I'objet d’un épissage alternatif et la distribution
des différents ARNm en résultant a été étudiée par PCR. b) Les 2 premiers
exons exercent un effet inhibiteur sur la traduction, dont le mécanisme a été étu-
dié. c) La présence de I’exon 3 pourrait donner naissance a un nouveau récep-
teur AT1 présentant une extension amino-terminale de sa séquence.

Des modifications de la séquence codante de ce géne ont été recherchées dans
21 adénomes de Conn par PCR, recherche de mutation par électrophorese
(SSCP) et séquencgage. L’hypothese selon laquelle 'adénome de Conn pourrait
étre du a une mutation constitutive du récepteur AT1, activant en permanence
le récepteur et donc la production d’aldostérone par les cellules surrénaliennes,
était en effet intéressante et a été démontrée pour les adénomes thyroidiens
hypersécrétants et le récepteur TSH. Malheuresement aucune mutation n’a été
trouvée dans la séquence du récepteur AT1 (E. Davies et al., en préparation).

B - Récepteurs de la vasopressine

Apres avoir cloné et caractérisé avec M. Thibonnier (CWRU, Cleveland, OH,
USA) I’ADNCc et le gene du récepteur humain Vla, nous avons cloné avec X.
Bertagna (Endocrinologie, Hopital Cochin) ’ADNc du récepteur humain V1b,
dont nous avons caractérisé la pharmacologie, la signalisation et la distribution
tissulaire. Nous avons ensuite montré que ’expression de ce récepteur dans les
tumeurs hypophysaires et dans des tumeurs a secrétion ectopique d’ACTH, était
fortement corrélée a I’expression du phénotype corticotrope.
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C - Récepteur de l'insuline

L’analyse des rapports structure-fonction du récepteur de I'insuline s’est pour-
suivie dans 2 directions :

1) La mutation de 2 séquences conservées du domaine tyrosine kinase et leur
remplacement par les séquences correspondantes des serine kinases abolit le
fonctionnement su récepteur et ne lui permet pas d’acquerir une spécificité seri-
ne kinase (I. Leconte et E. Clauser, soumis).

2) Enfin, le role du domaine transmembranaire du récepteur dans la transmis-
sion du signal est en cours d’étude avec la constitution de plusieurs protéines chi-
meres inversant la séquence de ce domaine ou la remplacant par les domaines
équvalent de plusieurs protéines ou récepteurs membranaires (récepteur EGF,
oncoprotéine neu, glycophorine etc.). Ce travail est en cours en collaboration
avec le groupe de G. CReEMEL et P. HUBERT (INSERM U338, Strasbourg).

III - BIOCHIMIE STRUCTURALE DE L’ENZYME
DE CONVERSION DE L’ANGIOTENSINE (ECA)
Equipe : M.-T. CHAUVET, A. MICHAUD, V. BELDENT, C. BONNEFOY

Ce groupe a comme theme de recherches I'’enzyme de conversion de I’angio-
tensine I ou ECA. Deux projets correspondent a deux aspects différents de cette
protéine :

1) L’ECA est une protéine membranaire de type I c’est-a-dire ancrée dans la
membrane plasmique par une courte séquence hydrophobe, localisée pres de
I'extrémité C-terminale de la molécule. Cette enzyme a une contre partie soluble
qui conserve uniquement le domaine N-terminal extracellulaire mais qui possé-
de toutes les propriétés enzymatiques de la forme ancrée. Le mécanisme de libé-
ration de la forme circulante est étudié dans le cas de 'ECA humaine et dans le
cas de 'ECA de cobaye.

2) L’ECA est une dicarboxypeptidase qui sous sa forme somatique a la parti-
cularité de posséder deux sites actifs fonctionnels présentant la séquence consen-
sus HEXXH des métalloprotéases a zinc du type thermolysine (gluzincines). Les
deux sites actifs ont une homologie de séquence primaire de 80 % et partagent
la partie extracellulaire de la protéine en deux domaines homologues. Nous
recherchons, actuellement la spécificité de chacun des sites actifs vis a vis de sub-
strats particuliers, notre objectif étant de déterminer I'existence de substrats
strictement hydrolysés par un seul des deux sites, ceci permettant ’approche du
role respectif du site N-terminal et celui de ’ECA testiculaire qui a conservé uni-
quement le site actif C-terminal.
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A - Solubilisation de 'ECA endothéliale
1 - Systeme cellules CHO

La solubilisation de la forme membranaire correspondant a 'ECA endothé-
liale humaine est étudiée dans une lignée de CHO transfectée par le cDNA cor-
respondant a 'ECA endothéliale et comparée a celle de lignées transfectées soit
par le cDNA correspondant au domaine C-terminal de I’'ECA soit par le cDNA
de ’ECA soluble par construction (délétion de la partie transmembranaire et
cytosolique de la protéine) afin de voir le rdle joué par le domaine N-terminal
ou la zone d’ancrage au cours du processus de protéolyse.

La biosynthese de ces protéines et les cinétiques de libération des formes
solubles de ces trois protéines recombinantes sont étudiées par marquage méta-
bolique des cellules CHO transfectées par des aminoacides marqués au soufre
35. Nous démontrons par immunomarquage de surface et biotinylation par I'in-
termédiaire d’un cross-linker (NHSLC-biotine) que 'ECA mature est exprimée
a la surface de la cellule et solubilisée dans le milieu de culture a partir de la
membrane plasmique pour les deux lignées recombinantes ayant conservé la par-
tie transmembranaire et cytosolique de ’ECA. L’apparition des molécules mar-
quées a la surface plasmique est accélérée (4h au lieu de 16h) pour la lignée
transfectée par le cDNA correspondant au domaine C-terminal de 'ECA, indi-
quant une biosynthése plus rapide. D’autre part la protéine correspondant au
domaine C-terminal est libérée 10 fois plus vite dans le milieu en une heure, ce
qui indique un réle du domaine N-terminal dans ce mécanisme de solubilisation.
De plus cette solubilisation est, dans ce systtme CHO augmentée (2,4 fois) pour
les deux protéines par les phorbols esters mais est insensible a I’action des iono-
phores, ce qui semblerait impliquer, dans ce processus de protéolyse, la partici-
pation d’une protéine kinase C indépendante des ions calcium. Par contre le
mutant soluble par construction n’est pas retenu a la membrane et apparait, dans
le milieu de culture, sans délai important et sans protéolyse dans la séquence
C-terminale. Ceci démontre la nécessité de ’ancrage a la membrane pour le pro-
cessus de protéolyse et localise I’enzyme responsable (sécrétase) au niveau de la
méme membrane.

Afin de déterminer la localisation du site de clivage sur la séquence C-termi-
nale de ces protéines ou se situe la protéolyse responsable de la libération des
formes solubles, les extrémités C-terminales des formes solubles sont identifiées
par des approches biochimiques et immunologiques. Pour 'ECA endothéliale
solubilisée recombinante la séquence AGQR identifiée, localisée au niveau de
’arginine 1137 de la séquence de la protéine, permet de situer le site de clivage
entre I'arginine 1137 et la leucine 1138. Par contre pour la protéine solubilisée
recombinante correspondant au domaine C-terminal le site de clivage est locali-
sé entre I'arginine 1227 et la valine 1228, trés pres de la piece hydrophobe assu-
rant I’ancrage a la membrane plasmique. La mise en évidence de deux sites de
clivage n’est pas incompatible avec la présence d’une seule sécrétase qui suivant
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la conformation de son substrat utilise un site alternatif de clivage. Nous avons
précédemment montré que la mutation de I’arginine 1137 en glutamine n’altére
pas la protéolyse, ce qui peut laisser supposer que la sécrétase n’a pas une spé-
cificité tres stricte vis a vis du site de clivage.

Dans le systtme CHO, le domaine N-terminal de 'ECA exerce une action
inhibitrice conformationnelle par interaction au niveau de la membrane plas-
mique avec la région ou se situe le site de clivage 1227-1228 et sans doute avec
la sécrétase elle méme ancrée sur la membrane. En absence du domaine
N-terminal le site 1227-1228 devenu accessible, serait préférentiellement choisi
par la sécrétase.

2 - Systéme cellule endothéliale

N

La forme plasmatique a une extrémité C-terminale identique a celle de la
forme sécrétée dans la cellule CHO transfectée, ce qui laisse supposer un méca-
nisme protéolytique de méme type au niveau de la cellule endothéliale humaine.
Nous devons vérifier cette hypothése. Dans cette intention, des cellules endo-
théliales de cordon ombélical humain spontanément immortalisées (ECV 304)
sont transfectées par le cDNA correspondant a la forme somatique et la biosyn-
these et la libération de la forme soluble sont a I’étude.

3 - ECA de cobaye

L’activité plasmatique de 'ECA est chez le cobaye 12 fois supérieure a celle
du plasma humain. L’activité spécifique étant du méme ordre que celle détermi-
née pour ’ECA soluble humaine et d’autre part les quantités d’ECA pulmonai-
re par unité de poids de poumon étant comparables chez les deux especes, on ne
peut imputer le taux élevé chez le cobaye ni a une ECA ayant des propriétés
catalytiques différentes ni a une augmentation du taux de la protéine au niveau
pulmonaire. Pour expliquer ce taux élevé nous recherchons, d’une part I’existen-
ce d’un épissage en 3’ des prémessagers de 'ECA endothéliale, conduisant a la
formation d’une protéine tronquée de son domaine transmembranaire et cytoso-
lique et d’autre part ’existence de déterminants dans la séquence de 'ECA de
cobaye susceptibles d’augmenter ce processus de solubilisation. Le clonage de
I’ECA de cobaye est actuellement en cours. Les cellules de CHO seront trans-
fectées avec ce cDNA codant pour 'ECA de cobaye afin de comparer dans un
systéme identique la biosynthése et la solubilisation a celle de I'ECA
humaine.

B - Différences enzymatiques des deux sites actifs de 'ECA
1 - Spécificité vis-a-vis du peptide Ac-Ser-Asp-Lys-Pro

La dégradation du peptide hémorégulateur NAcSer-Asp-Lys-Pro (AcSDKP)
qui exerce une régulation négative sur la prolifération des cellules hématopoié-
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tiques semble dans le plasma étre due a I’action initiale de 'ECA par libération
du dipeptide KP. En collaboration avec le groupe de madame Lenfant (Institut
de chimie des substances naturelles. CNRS. Gif sur Yvette) nous avons entrepris
I’étude de la dégradation de ’AcSDKP, radio marqué par du tritium sur la chaine
latérale du résidu de lysine, par les trois enzymes recombinantes produites par les
cellules CHO transfectées par le cDNA de ’'ECA membranaire (ECA sauvage,
ECA muté sur les deux histidines du site actif N-terminal ou du site actif
C-terminal). Les deux sites actifs présentent vis a vis de ce peptide des affinités
du méme ordre que celles de I’angiotensine I, les Km étant voisins de 40 mM
mais le site actif N-terminal hydrolyse le peptide 50 fois plus vite que le site
C-terminal avec des valeurs de K_, /Km respectivement de 0,5 et 0,01 pM-s”!- Le
role prépondérant du site actif N-terminal dans I’hydrolyse du peptide AcSDKP
est confirmé par l'inhibition de I’hydrolyse par incubation avec un anticorps
monoclonal spécifiquement dirigé contre le site actif N-terminal. Pour la pre-
miere fois un substrat hautement spécifique du domaine N-terminal avec des
constantes cinétiques de ’ordre de celles des substrats naturels deja identifiés a
pu étre mis en évidence. Via son site actif N-terminal, 'ECA pourrait « in vivo »
intervenir dans la régulation de la concentration locale de ce peptide hémorégu-
lateur.

2 - Sensibilité des deux sites actifs vis a vis des inhibiteurs

Les trois enzymes recombinants décrites ci-dessus servent aussi a tester une
série d’inhibiteurs de 'ECA et permettent de déceler si certains de ces inhibi-
teurs sont plus spécifiques pour I'un ou I’autre des deux domaines. Nous étudions
actuellement 5 substrats : 2 naturels (angiotensine I et AcCSDKP) et 3 substrats
synthétiques (Hip-His-Leu, Hip-Ala-Pro, Hip-Lys-Pro) qui sont différemment
hydrolysés par les deux sites actifs une série d’inhibiteurs afin de déterminer leut
spécificité vis-a-vis des deux sites actifs et leur efficacité vis-a-vis de substrats dif-
férents.

IV - ETUDE ET CARACTERISATION DE L’EXPRESSION
DES GENES IMPLIQUES DANS LA PHYSIOLOGIE
ET LA PATHOLOGIE CARDIOVASCULAIRE

Equipe : F. PINET, S. GIRARDIN (départ en novembre 1994), S. GERMAIN,
S. FucHs, J. PHILIPPE, J.M. LE MoULLEC, P. KORTH, K. MAURY, T. KONOSHITA
(départ en septembre 1994)

Le travail de ce groupe s’articule autour de deux themes de recherche concer-
nant des genes impliqués dans la physiologie et la pathologie cardio-vasculaire.
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A - Régulation de la transcription du géne de la rénine humaine

1 - Régulation du taux de mRNA de la rénine

Pour déterminer le (s) facteur (s) permettant une expression spécifique du
géne de la rénine humaine, différents modeles sont nécessaires : des modeles
ex vivo de culture cellulaire et des modeles in vivo d’animaux transgéniques. La
régulation du mRNA a été étudié chez la souris, le rat et ’homme grace a la mise
au point de la RT/PCR quantitative. Dans la cas de culture primaire de cellules
juxtaglomérulaires (JG) de souris, le mRNA est détecté a partir de 5000 cellules
et la technique est suffisamment sensible pour détecter le mRNA apres une
heure de culture. Nous avons montré que I’AMPc et le NO sont des stimulateurs
et le calcium un inhibiteur du taux de mRNA rénine en culture de cellules JG.
Chez ’'homme, une synergie des esters de phorbol et de la forskoline a été obser-
vée sur I’élévation du taux de mRNA rénine ainsi que sur la production de réni-
ne par les cellules chorioniques en culture.

2 - Etude fonctionnelle du promoteur de la rénine humaine

Le modele de culture primaire de JG a permis de faire une analyse fonction-
nelle du promoteur humain de la rénine par transfection transitoire de construc-
tions associant la région 5’du geéne de la rénine et un géne reporteur, la
luciférase. Les 153 premiéres paires de bases du promoteur sont suffisantes pour
obtenir une expression du géne de la rénine ex vivo. Par empreinte a la DNase
I, cinq séquences ont été identifiées par homologie : ARP-1 (-259/-245), CRE
(-234/-214), Pit-1 (-79/-62) et Ets (-29/-6). L’analyse par transfection et gel retard
(caractérisation des interactions ADN/protéines) de la régulation par ' AMPc du
gene de la rénine laissent supposer que le facteur CREB (se liant sur le CRE) et
un facteur différent de Pit-1 (se liant sur le motif Pit-1) agissent de concert pour
conférer une réponse a I’AMPc complete. Le clonage du facteur se liant sur le
motif Pit-1 du promoteur de la rénine est en cours et une banque d’expression a
été préparée a partir ’ARN polyA* de cellules chorioniques. Cette banque sera
criblée avec des sondes reproduisant 5 fois le motif Pit-1. La détermination des
sites d’hypersensibilité a la DNase I (régions d’ADN dépourvues de chromatine
et accessibles a des facteurs nucléaires de transcription) est en cours au laboratoire.
Elle servira a I’approche in vivo de transgénese pour déterminer les facteurs
tissu-spécifiques qui gouvernent I’expression du gene de la rénine in vivo. Les
transgenes utilisés comprendront les régions régulatrices du géne de la rénine
(déterminées ex vivo et in vitro) associées a un geéne reporteur, la luciférase (pour la
sensibilité) et/ou Lac Z (pour la localisation cellulaire par immunohistochimie).

B - Etudes préliminaires du géne de I'enzyme de conversion de I’endothéline
humaine

L’étude de la structure/fonction de I’enzyme de conversion de ’endothéline
(ECE) sera effectuée afin d’acquérir une meilleure connaissance de cet enzyme
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qui convertit la « big endothéline », peptide quasi inactif, en un puissant vaso-
constricteur, I’endothéline-1. Nous avons cloné une des deux isoformes de 'ECE
(ECEy) a partir des cellules HUVEC tandis que I'isoforme ECE, a été cloné a
partir des cellules ECV304. L’expression des deux isoformes est en cours dans
les cellules CHO et celle de la forme soluble (dépourvue en domaine d’ancrage
a la membrane par mutagénése dirigée) sera réalisée dans le levure Pichia Pas-
toris. L’ECE fait partie de la famille des gluzincines et contient le motif consen-
sus HEXXH. Nous déterminerons les acides aminés impliqués dans I’activité
catalytique de I’enzyme, sa spécificité de substrat, ’expression et la régulation
différentielle dans différents tissus et cellules vasculaires et finalement son impli-
cation en physiopathologie cardiovasculaire.

V - SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE

ET DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE.

Equipe : J.M. GAsc, S. SHANMUGAM (départ janvier 1995), M. SiBONY, H. KEMPF,
S. ScHuTZ (départ Mai 1995), M-T. MORIN, F. MONGIAT

Les deux types connus de récepteur de I'angiotensine II (AT, et AT,) sont
exprimés deés avant la naissance dans le feetus mais avec une distribution cellu-
laire particulieére pour chacun d’eux. Ainsi, le récepteur AT, est présent dans le
rein, principalement dans des cellules mésenchymateuses qui vont coloniser le
glomérule et qui se différencieront ensuite en cellules mésangiales. Le récepteur
AT, est beaucoup plus exprimé que I’AT, et sa distribution tissulaire et cellulai-
re dans le feetus ne semble pas correspondre aux fonctions hormonales connues
de I’angiotensine II dans I’animal adulte, c’est a dire la régulation de I’équilibre
hydrominéral et de la pression artérielle. Par exemple, le récepteur AT, est pré-
sent dans le rein feetal, dans des cellules mésenchymateuses indifférenciées, mais
il disparait simultanément a la différenciation fonctionnelle et histologique des
nephrons. Ces résultats antérieurs ont conduit a proposer que I’activation de 'un
et/ou 'autre des deux types de récepteur de ’angiotensine II pourrait jouer un
role dans la croissance et I'organogénése du rein et des autres tissus et organes
qui expriment ces récepteurs.

Partant de ces observations le travail a été poursuivi dans plusieurs directions.
D’une part, une étude de 'ontogénése précoce des récepteurs dans le feetus de
rat et une étude détaillée de la régulation spatio-temporelle des deux récepteurs
dans des systemes ou ’angiotensine II joue un role central (rein, surrénale, coeur
et vaisseaux) ont été réalisées. D’autre part une étude semblable a été entrepri-
se sur I’embryon et le feetus humain pour vérifier si I’on peut transposer le role
éventuel de ces récepteurs au cours du développement embryonnaire du mode-
le animal du rat & ’homme.

Le feetus de rat reste un modele expérimental peu commode pour étudier les
effets d’une activation ou d’un blocage des récepteurs de ’angiotensine II. C’est
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pourquoi, dans le but d’utiliser ’embryon de poulet comme modele expérimen-
tal pour étudier le role de I'angiotensine II dans 'organogénese, un travail de
clonage d’un récepteur de I’angiotensine II a été entrepris.

L’internalisation des récepteurs membranaires est un processus de régulation
du nombre de récepteurs disponibles a la membrane plasmique. Un travail en
cours vise a décrire, a I’échelon ultrastructural, I'internalisation des récepteurs de
I’angiotensine II et a réveler I’existence éventuelle d’un transfert de ces récep-
teurs vers le noyau de la cellule.

Bien que le role du systeme rénine-angiotensine dans la reproduction ne soit
pas établi, la tres forte expression de I’enzyme de conversion de I’angiotensine I
(ECA) dans le testicule et 'ovaire et du récepteur AT, dans I'ovaire nous a
conduit a étudier leur régulation dans diverses conditions physiologiques nor-
males au cours de la vie.

A - Ontogéneése précoce des récepteurs de l'angiotensine 11

Par hybridation in situ nous avons montré la premiére apparition de I’ARN
messager (ARNm) du récepteur AT2 dans un double cordon de cellules longeant
symétriquement I’aorte dans la région thoracique. A 11 jours de gestation (E11)
ce cordon ne dépasse pas 2-3 cellules en coupe transversale. A E12 il s’est éten-
du vers la partie caudale du fcetus et est devenu plus épais. De plus, d’autres cel-
lules expriment alors ’ARNm du récepteur AT2: des cellules isolées dans le
mésentere en direction du tube digestif et des massifs de cellules mésenchyma-
teuses dans le mesonephros et le myotome. Un jour plus tard, & E13, le cordon
para-aortique est plus épais et métamérisé et les cellules mésenchymateuses sont
encore plus nombreuses et distribuées plus largement dans le feetus. Nous avons
montré que les cellules de la chaine para-aortique contiennent de la tyrosine
hydroxylase et qu’il s’agit donc probablement de la chaine ganglionnaire sympa-
thique. Ce ne sont plus seulement les cellules du myotome qui expriment
I’ARNm du récepteur AT2 mais de nombreux massifs de cellules condensées qui
se différencieront ultérieurement en muscles striés (langue, membre, arcs bran-
chiaux, etc.) ou en cartilage (cage thoracique). Une cartographie précise de ces
cellules est en préparation.

L’ARNmMm du récepteur AT1 apparait seulement a E13 ol un signal tres faible
d’hybridation est discernable dans le myotome ainsi que dans certains mésen-
chymes moins bien identifiables que ceux exprimant le récepteur AT2.

B - Régulation spatio-temporelle des récepteurs ATI et AT2 du feetus a l'adulte

Le travail sur les variations de I’expression des récepteurs au cours du déve-
loppement feetal et post-natal a été poursuivi. Nous avons particulierement étu-
dié le rein et la surrénale d’une part, et le cceur, le poumon et les gros troncs
artériels, d’autre part.

Deés 15 jours de gestation dans le rein, les premiers glomérules différenciés sont
visibles. L’ARNm du récepteur AT1 est détecté dans les cellules mésangiales,
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tandis que le récepteur AT2 n’est déja plus détectable dans les glomérules préts
a fonctionner. Cependant, dans le cortex néphrogéne, ou de nouveaux glomé-
rules se forment jusqu’a une ou deux semaines apres la naissance, ’ARNm de
récepteur AT2 reste fortement exprimé dans le mésenchyme jusqu’au moment
ou il se condense pour former le blast¢tme qui subira la trans-différenciation
mésenchymo-épitheliale. Aucune structure épithéliale n’exprime le récepteur
AT?2 dans le rein. Dans le méme temps les cellules mésenchymateuses exprimant
le récepteur AT1 colonisent les glomérules en formation (appelés « comma-sha-
ped » et « S-shaped bodies ») pour former le mesangium ot AT1 sera exprimé
sans interruption jusqu’a I’age adulte. En fait, les deux types de récepteurs ont
une régulation inverse I’'un de I’autre : AT1 augmente en intensité et en aire de
distribution au cours du développement pré- et post-natal, tandis que AT2
regresse en intensité et en aire de distribution, parallelement a la maturation
fonctionnelle du cortex puis de la medulla du rein. Cest ainsi que ’ARNm de
AT?2 n’est plus détectable dans le rein 22 jours apres la naissance.

La régulation de ’expression des ARNm des récepteurs AT1 et AT2 est trés
différente dans la surrénale et dans le rein. Dans la surrénale les deux récepteurs
apparaissent simultanément dans la zone glomérulée du cortex, puis dans la zone
médullaire lorsque les cellules dérivées des crétes neurales colonisent la surré-
nale. Mais, contrairement au rein ou le récepteur AT2 s’effondre apres la nais-
sance jusqu’a n’étre plus détectable & 3 semaines apres la naissance, dans la
surrénale le récepteur AT2 continue d’étre exprimé dans la zone glomérulée et
la medulla, y compris chez I’adulte. On est donc en présence de deux mécanismes
de régulation trés différents dans le rein et la surrénale, qui sont deux des prin-
cipaux organes cibles de I’angiotensine II.

C - Ontogéneése du systéme rénine-angiotensine dans I’embryon et le feetus humain

Les agents bloquant le systeme rénine-angiotensine a différents niveaux sont
de plus en plus utilisés dans le traitement de I’hypertension artérielle. En parti-
culier, des antagonistes du récepteur AT1 sont déja disponibles pour le traite-
ment de I’hypertension et il est donc important de savoir dans quelle mesure, et
a partir de quel stade de la grossesse, le développement du feetus pourrait étre
affecté par un tel traitement a la mere. D’autre part, la compréhension des roles
éventuels de I’angiotensine II comme facteur de croissance et de différenciation
au cours du développement, requérait de vérifier sur ’homme les observations
faites précédemment sur le feetus de rat.

Le travail en cours fait apparaitre déja que tous les composants du systeme
renine-angiotensine (angiotensinogene, rénine, enzyme de conversion et les deux
types de récepteurs) sont exprimés tres tot dans le développement (a partir de la
8¢ semaine). Pourtant il existe des différences avec le rat puisque nous n’avons
pas pu mettre en évidence I’expression du récepteur AT2 dans la medulla de la
surrénale humaine fcetale alors que ce tissu exprime tres fortement ce récepteur
dans le feetus comme chez le rat adulte.
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Cette étude systématique se poursuit actuellement pour obtenir une cartogra-
phie complete de la distribution de tous les composants du sytéme rénine-angio-
tensine depuis 3-4 semaines de grossesse jusqu’a la naissance.

D - Clonage du récepteur de ’angiotensine II de poulet

L’abondance, la distribution et la régulation des récepteurs de I’angiotensine
II pendant le développement feetal constituent des arguments en faveur d’un role
de I’angiotensine II dans le feetus, role probablement différent de ses fonctions
hormonales dans I’animal adulte. La difficulté de ’expérimentation animale sur
le foetus de rat, a cause de l'interférence maternelle, nous a conduit a considé-
rer ’embryon de poulet commme un modéle convenable pour montrer et analy-
ser le(s) role(s) de I'angiotensine II au cours du développement embryonnaire.
Les oiseaux et les mammiféres ont un syst¢éme rénine-angiotensine comparable,
et un développement embryonnaire suffisamment proche pour pouvoir utiliser le
poulet comme modele expérimental.

Cette étude a commencé par le clonage et le séquengage d’un récepteur de
I’angiotensine II a partir d’ARN de surrénale de poulet. Ce récepteur est tres
proche par sa séquence de celui de la dinde qui a déja été publié, et assez proche
du récepteur ATI1 de rat. Il s’agit d’un récepteur a 7 domaines trans-membra-
naires, vraisemblablement couplé aux protéines G. Sa distribution a été étudiée
par hybridation in situ chez ’adulte et elle ne correspond pas exactement a celle
de ’AT1 ou de I’AT2 chez le rat. Une différence remarquable avec le récepteur
AT1 de mammiféres est ’expression du récepteur de ’angiotensine de poulet
(ATp) dans les cellules endothéliales, et non pas dans les cellules musculaires
vasculaire lisses comme I’AT1 de rat. Cette différence est intéressante car il avait
été démontré que 'angiotensine II chez le poulet exerce un effet vasodilatateur
immédiat, contrairement aux mammiféres ou I’angiotensine II a un effet vaso-
constricteur. Cet effet vasodilatateur pourrait passer par la production par les
cellules endothéliales de monoxyde d’azote qui produirait le relaichement des
muscles de la paroi artérielle. Cette étude se poursuivra par la mise en évidence
des propriétés pharmacologiques du récepteur ATp cloné, et éventuellement le
clonage d’un second récepteur s’il y a des arguments en faveur de I’existence
d’un tel récepteur.

Ce travail de clonage et caractérisation du (ou des) récepteurs de I’angiotensi-
ne II de poulet servira de base a I’étude expérimentale visant a démontrer que
I’angiotensine 11 exerce effectivement un role sur la croissance et/ou la différen-
ciation au cours du développement embryonnaire.

E - Systéme rénine-angiotensine et reproduction

Apres avoir montré la tres forte expression de I’enzyme de conversion de 1’an-
giotensine I (ECA) dans les cellules germinales males post-meiotiques (sperma-
tides et spermatozoides) il n’a pas €té possible de montrer la présence de
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récepteurs de I'angiotensine II. Il semblait donc que I’absence du composant
effecteur du systeme renine-angiotensine a l'intérieur des tubes seminiferes ren-
dait trés improbable un role physiologique de 'ECA dans la reproduction. Pour-
tant, des publications trés récentes rapportent que des souris ol le géne de
I’ECA a été inactivé par recombinaison homologue sont stériles. Cela conduit a
envisager un autre role indépendant de I’angiotensine puisque ses récepteurs ne
sont pas exprimés. Ce réle pourrait étre la maturation d’un substrat autre que
I’angiotensine I. C’est dans cette direction que cette question sera réexaminée.

Dans 'ovaire 'ECA est fortement exprimé dans les cellules de la granulosa
des follicules en voie d’atrésie. Le récepteur AT2 y est aussi fortement exprimé
et une hypothése avait méme été proposée ou I’angiotensine II était un facteur
nécessaire au déclenchement de I’ovulation. Nous avons entrepris une étude
détaillée pour rechercher si les mémes follicules et les mémes cellules expriment
I’ECA et le récepteur AT2. Si tel était le cas, il existerait un argument en faveur
d’un systeme rénine angiotensine local qui pourrait avoir une fonction dans la
reproduction. Dans un premier temps nous examinons I’expression du recepteur
AT2 et de ’ECA dans diverses conditions physiologiques naturelles (maturation
sexuelle, cycle ovarien et gestation) pour établir les bases d’une éventuelle régu-
lation endocrinienne.

VI - ETUDE DE L’ACTIVITE ET DU ROLE FONCTIONNEL DES NEU-
RONES ANGIOTENSINERGIQUES : METABOLISME ET RECEPTEUR.
Equipe : C. LLORENS-CORTES, S. ZINI, Z. LENKEI, G. VAZEUX, P. MASDEHORS,
N. DE MoTtTA, A. HUS-CITHAREL

Le theme de ce groupe de travail est ’étude du role des peptides angiotensi-
nergiques dans le controle central de la pression artérielle et du métabolisme
hydrosodé. L’accent sera mis : 1) sur le métabolisme de I’angiotensine II (AnglI)
en angiotensine III (AnglIl) peptide important dans les effets du systéme réni-
ne-angiotensine au niveau central et 2) sur les récepteurs de I’angiotensine II
dans le systéme nerveux central et I’hypophyse. L’aminopeptidase A (APA) qui
convertit I’angiotensine II en angiotensine III est également étudiée en détail.

A - Ectoenzymes et métabolisme de I’Angll et de I’Anglll cérébrales

1) Etude du rapport structure/fonction de 'aminopeptidase A par mutagénése diri-
gée et expression dans les cellules eucaryotes

a) Etude des acides aminés,du site actif de I’APA essentiels pour l'activité cata-
Iytique et la liaison de l'ion zinc

L’aminopeptidase A (EC 3.4.11.7.APA) est une glycoprotéine membranaire
homodimérique de type II, qui appartient a la famille des métalloprotéases a
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zinc. Elle hydrolyse les peptides tel que I’angiotensine II ou la cholécystoki-
nine-8, par clivage des acides aminés glutamyl et aspartyl des extrémités N-ter-
minales. La séquence primaire de ’APA comporte la séquence consensus
HEXXH des métalloprotéases a zinc dont le modele de référence est la thermo-
lysine (gluzincines). L’étude cristallographique de celle-ci a permis de montrer
que les deux histidines du motif sont deux des trois ligands du zinc, et que le glu-
tamate est impliqué dans I’acte catalytique. En outre, le troisiéme ligand du zinc
est un glutamate situé, suivant les peptidases, a une distance variable de la
séquence consensus. L’alignement de séquence du site actif de I’APA avec celles
d’autres métalloprotéases a zinc montre que plusieurs résidus sont conservés,
notamment 1’acide glutamique (Glu386) présent entre les deux histidines et un
glutamate situé en aval du motif en position 408.

Afin de déterminer si les deux glutamates 386 et 408 sont impliqués respecti-
vement dans la catalyse et dans la liaison du zinc, nous avons substitué par muta-
génese dirigée ces acides aminés par un résidu hydrophobe, une alanine (Ala386,
Ala408), ou un résidu qui conserve la charge négative du glutamate, un asparta-
te (Asp386, Asp408). Apres transfection des ADNc mutés sous contrdle du pro-
moteur de SV40 dans des cellules COS-7, les mutants Ala386 et Asp386 ne
présentent aucune activité enzymatique. Le mutant Ala408 s’est avéré également
inactif. Par contre, lorsque la charge négative est conservée (Asp408), ce mutant
présente une faible activité et un Km similaire a celui de ’enzyme non mutée.
Afin d’estimer la présence du zinc dans les différents mutants, nous avons effec-
tué un marquage métabolique des cellules transfectées ave I'isotope Zn-65, suivi
d’une immunoprécipitation des protéines mutées a ’aide d’un anticorps spéci-
fique anti-APA. Ces expériences montrent que la capacité de liaison du zinc est
conservée pour le mutant Ala386, contrairement a Ala408 qui est incapable d’in-
corporer l'isotope.

Ces résultats indiquent que le Glu408 est le troisi¢me ligand du zinc de ’APA,
confirment I'implication présumée du Glu386 dans le processus catalytique et
suggerent pour I’APA un mécanisme catalytique similaire a celui d’autres métal-
loprotéases décrites auparavant (comme la thermolysine).

b) Projets en cours

Nous voulons explorer, par une approche analogue, I'implication de certains
acides aminés du site actif de I’APA, dans la liaison de I’extrémité NH;* termi-
nale du substrat, ainsi que dans la liaison de I'ion calcium, la présence de cet ion
dans I’APA ayant été démontrée par spectrophotométrie d’absorption atomique.

2) Identification in vivo des voies métaboliques de I’Angll et de I’Anglll
cérébrales
In vitro I’ AnglI est transformée en AnglII sous I’action de ’APA, par hydro-

lyse de I’acide aspartique N-terminal. L’aminopeptidase N (APN, EC 3.4.11.2)
quant a elle, produit ’angiotensine IV (AngIV) a partir de I’AnglII, par hydro-
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lyse de I’arginine N-terminale. Afin de définir le role physiologique de ces deux
enzymes dans le métabolisme des angiotensines cérébrales, il était indispensable
de bloquer in vivo, leur activité par des inhibiteurs spécifiques.

Un programme de recherche sur la mise au point de tels inhibiteurs a été pour-
suivi dans le laboratoire de B. Roques (INSERM U266) par M.C. Founié-Zalus-
ki, en collaboration avec notre équipe. Il a abouti a la synthése d’inhibiteurs
sélectifs de ’APA ou de ’APN : le 3-amino-4thio-butyl sulfonate (EC33) et le
2-amino-pentan-1,5dithiol (EC27).

Ces produits ont été étudiés in vivo en injectant par voie intracérébroventri-
culaire chez la souris de I’AnglI tritiée en absence ou en présence de ces inhibi-
teurs. Apres 8 min. les animaux ont été sacrifiés, ’hypothalamus prélevé et le
contenu en AngllI et en AnglII tritiées a été évalué par HPLC. Lorsque I’Angll
est injectée en présence de 'inhibiteur d’APA, la demi-vie de ce peptide est aug-
mentée d’un facteur 2, alors que la formation d’AngllI est complétement blo-
quée. A l'inverse, en présence de I'inhibiteur d’APN, le métabolisme de I’AnglII
est tres ralenti et sa demi-vie augmente de plus de 50 %.

Ces expériences démontrent que I’APA et ’APN sont respectivement impli-
quées dans le métabolisme de I’AnglI et de I’AngIII dans le SNC.

B - Rdles respectifs de I'Angll et de I’Anglll dans le controle de la sécrétion de
vasopressine (AVP)

De nombreuses études montrent que I’Angll ou I’AnglII injectées par voies
i.c.v. sont capables d’augmenter la sécrétion d’AVP. Cependant, jusqu’a mainte-
nant, il était difficile de préciser les roles respectifs de ces deux peptides, I’Angll
pouvant étre transformée en AnglIl in vivo.

La mise en évidence des voies métaboliques de ces deux peptides et la possi-
bilité de bloquer sélectivement chacune de ces voies, nous a permis d’explorer le
role de chacun des deux peptides. L’Angll ou I’AnglIII (3 ng) ont été injectées
chez la souris par voie i.c.v. en présence ou en absence des inhibiteurs (30 pg)
puis les taux de vasopressine plasmatique ont été mesurés par dosage radioim-
munologique 1 min apres I'injection. L’inhibition de ’APA par I'EC33 supprime
la sécrétion de vasopressine induite par I’Angll. A l'inverse, l'inhibition de
I’APN par ’EC27 potentialise la sécrétion de vasopressine induite par I’AnglIII.

Ces résultats suggérent que, contrairement a I’Angll, I’AnglII serait I’'un des
principaux effecteurs du SRA dans le controle central de la sécrétion de vaso-
pressine.

C - Récepteurs de 'Angll/Anglll de type 1 (ATI 4, ATIy) et de type 2 (AT2)

La mise au point par l'industrie pharmaceutique de molécules bloquant le
récepteur de I’angiotensine II nécessite que soit évalué en détail I'effet de I’an-
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giotensine II sur d’autres cibles (cerveau et hypophyse) que celles déja bien iden-
tifiées (vaisseaux et surrénales). Notre projet pourrait constituter une premiére
approche d’une étude fine du mode d’action de I’angiotensine II au niveau cen-
tral, via son récepteur. Cette étude permettrait non seulement de localiser le
messager de ces récepteurs (AT1,, ATlg, AT2) dans les différentes structures
cérébrales mais aussi au niveau cellulaire afin d’associer a chaque sous-type de
récepteur une fonction biologique. De plus, la mise en évidence de leur régula-
tion nous permettra de mieux comprendre la modulation de ces fonctions au
cours de différentes conditions physiopathologiques.

1 - Récepteurs ATI

a) Distribution dans le SNC et I’hypophyse

Parallelement aux expériences de RT-PCR quantitative, la distribution des
messagers des récepteurs AT1, et ATy ainsi que leur régulation, seront explo-
rées par des études d’hybridation in situ, utilisant des ribosondes spécifiques de
ces deux sous-types de récepteur. Cette technique a été mise au point au labo-
ratoire pour les tissus périphériques. Elle a été adaptée aux tissus cérébraux ou
I’expression de ces messagers est beaucoup plus faible qu’a la périphérie. Une
étude préliminaire a montré la présence prédominante des messagers du récep-
teur AT1, dans le SFO, 'OVLT, le noyau médian préoptique, le noyau para-
ventriculaire (PVN) ainsi que le cortex pyriforme, ’amygdale et le noyau du
tractus solitaire et dans différents noyaux de la médulla, le récepteur AT1 étant
quant a lui exprimé majoritairement dans I’antéhypophyse. La seconde partie de
I’étude a consisté a déterminer dans le PVN et le noyau supraoptique (SON), la
distribution du messager du récepteur et AT1, ainsi que sa localisation cellulai-
re (neuronale ou gliale) et notamment sa présence dans les neurones magnocel-
lulaires vasopressinergiques. A cet effet, un double marquage a été effectué sur
des coupes de cerveau de rat par hybridation in situ a I'aide d’une ribosonde
radioactive spécifique de la séquence du récepteur et AT1, et d’une sonde oli-
gonucléotide marquée a la dioxygénine, spécifique de la séquence de la VP, suivi
d’une détection immunohistochimique d’un marqueur astrocytaire, la GFAP.
Nos résultats indiquent que ’ARN messager du récepteur et AT1, est principa-
lement exprimé par les neurones de la partie parvocellulaire dorsale et médiale
du PVN. A P'inverse, aucun marquage n’a pu étre détecté dans les neurones vaso-
pressinergiques magnocellulaires, aussi bien dans le PVN que dans le SON.
Cependant, dans le PVN, quelques neurones magnocellulaires non vasopressi-
nergiques expriment ce récepteur.

La localisation neuronale des récepteur AT1, dans la partie parvocellulaire du
PVN semble parallele a celle des neurones a CRF (adrénocorticolibérine) et
pourrait rendre compte de I'effet stimulateur des angiotensines sur la libération
de CRF. L’absence de récepteurs AT1, sur les neurones vasopressinergiques
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suggere une régulation indirecte de ces neurones via un autre neuromédiateur ou
I'implication d’un type de récepteur de I’AnglI encore inconnu.

b) Etude de I'un des mécanismes de transduction des récepteurs ATI , et ATl g
via une augmentation de Ca?* induite par I'’Angll

Cette étude (effectuée en collaboration avec N. Bouby, INSERM U90) a tout
d’abord été réalisée sur le rein connu pour exprimer une grande quantité de
récepteurs AT1, (85 %) et une quantité plus faible d’AT1g (15 %). Elle sera
poursuivie sur I'ant€hypohyse qui exprime majoritairement le sous-type AT1p.

Nous avons tout d’abord quantifié et localisé les messagers des récepteurs
AT1, et ATlg le long des différents segments de néphron par RT-PCR, puis
€tudi€ la voie de transduction des récepteurs AT1, et ATl via une augmenta-
tion de Ca?* induite par I’angiotensine II dans les segments riches soit en AT1,,
soit en AT1g. La mesure du Ca®* est faite par microfluorimétrie avec la sonde
fura-2. Les expériences de RT-PCR montrent que les messagers des récepteurs
AT1, et ATl sont exprimés en quantité égale dans le glomérule. Les autres
segments de néphron tels que le tubule contourné proximal (PCT), la branche
large ascendante corticale (CTAL) et médullaire (MTAL) et le canal collecteur
médullaire (OMCD) expriment presque exclusivement les messagers du récep-
teur AT1,. L’angiotensine II (10’M) induit une augmentation de Ca’* dans le
glomérule (A = 110nM), le PCT (A = 50 nM), le CTAL (A = 270 nM), le MTAL
(A =290 nM) et POMCD (A = 80 nM). Ces augmentations de Ca?* sont abolies
par le Losartan (1 pM). Des expériences de désensibilisation homologue mon-
trent que dans le glomérule (AT1, = ATly), une seconde application d’angio-
tensine II n’entraine aucune augmentation de la concentration de Ca?*, alors que
dans le CTAL et le MTAL (AT1,), la seconde réponse a ’angiotensine II n’est
pas totalement supprimée.

Ces résultats indiquent que dans le rein, la distribution des messagers des
récepteurs AT1, et ATlg est tissu-spécifique et suggérent également que ces
deux sous-types de récepteurs sont probablement régulés différemment par I’an-
giotensine II.

2 - Récepteurs AT2

La séquence du récepteur AT2 ayant été publiée début décembre 1993, nous
avons recloné cet ADNCc a partir d’ARN de surrénales de rat afin d’en étudier la
distribution de son ARNm par hybridation in situ. Apres le travail effectué au
laboratoire sur I'ontogéneése de I’AT2 chez le rat et sa distribution périphérique,
une étude sur la topographie cérébrale du messager du récepteur AT2 est en
cours de réalisation. Cette distribution est réalisée chez le rat, a I’aide de ribo-
sondes correspondant a la totalité de la partie codante du géne du récepteur
AT2. Le marquage est présent dans certains noyaux, différents de ceux conte-
nant le récepteur AT1 (noyaux thalamiques,, septum, noyau rouge, locus cceru-
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leus, noyau de I’olive). Nous voulons ensuite identifier le type cellulaire (neuro-
ne ou astrocyte) exprimant ces récepteurs. Ceci nous permettra de définir sur
quel neuromédiateur, les angiotensines agissent via ces récepteurs.

VII - REGULATION DE L’EXPRESSION
ET DE LA TRANSCRIPTION DE L’ECA
Equipe : C. HUBERT, F. LEzOT

A - Régulations de 'expression de ’ECA par les hormone.

D’apres les données de la littérature obtenues in vivo chez les rats et in vitro
en culture de cellules endothéliales, TECA est régulée par les glucocorticoides et
les hormones thyroidiennes . Toutefois le niveau d’action de ces hormones n’est
pas connu : Elles peuvent agir sur la transcription du géne, et ou sur la stabilité
du transcrit. Il a été démontré dans de nombreux cas, et notamment pour I’hor-
mone de croissance, que les glucocorticoides agissent sur la transcription mais
aussi sur la stabilité de I’ARN messager. Il en est de méme pour les hormones
thyroidiennes ot dans le cas par exemple de I’enzyme malique, la triiodothyro-
nine (T;) stimule la transcription mais aussi stabilise le transcrit. Il est donc
important de définir le ou les niveaux dans lesquels les hormones modulent I’ex-
pression de 'ECA.

Pour cela nous avons choisi deux lignées qui expriment '’ECA de type soma-
tique. La premiére est endothéliale d’origine murine (b-end.4), lignée tranformée
par I’antigeéne moyen T de polyome. Celle-ci exprime deux fois plus d’activité
enzymatique que les autres lignées endothéliales testées au laboratoire. La
seconde provient d’un carcinome épithélial d’intestin humain (Caco-2). Nous
avons trouvé que dans ces lignées I'activité enzymatique de I'ECA est bien sti-
mulée par les glucocorticoides d’un facteur environ de 4. Par contre I’activité de
I’enzyme n’est pas augmentée par la T;.

L’analyse par Northern blot de la quantité d’ARN codant I’ECA avec ou sans
traitement hormonal montre qu’il y a une stimulation du transcrit par les gluco-
corticoides, mais que la T; n’a pas d’effet. Le trop faible signal d’ ARNm prove-
nant de cellules n’ayant pas subi de traitement hormonal ne permet pas d’estimer
convenablement la stimulation die aux glucocorticoides a été mise au point, une
méthode plus sensible pour quantifier 'ARN de I'ECA, consistant en une
transcription reverse suivie d’une amplification de ’ADN_ ainsi obtenu par la
polymérase thermostable (RT-PCR quantitative). La quantification de ces reac-
tions est possible si ’on ajoute a I’ARN cellulaire (environ 300 ng) un ARN syn-
thétique en trace (environ 30 fg) qui va subir les mémes réactions permettant de
suivre le rendement de chacune des étapes. L’ARN synthétique est tres proche
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de la séquence de ’ARNm cellulaire a amplifier, elle correspond a une délétion
de 126 paires de bases dans le fragment amplifié. Cette méthode va nous per-
mettre de déterminer le facteur de stimulation induit par les glucocorticoides.

La stabilité¢ de ’ARN messager de 'ECA va étre étudiée en présence ou non
d’hormone, en déterminant les demi-vies respectives du transcrit résiduel en pré-
sence d’une concentration de 5,6-dichloro 1-f ribofuranosylbenzimidazole inhi-
bant spécifiquement ’ARN polymérase II. Ainsi nous pourrons déduire si les
demi-vies respectives de ’ARNm de ’ECA, en présence ou en absence de glu-
cocorticoides, peuvent rendre compte du facteur de stimulation hormonal ou si
intervient une augmentation de la transcription de 'ECA.

La régulation de ’ECA au niveau transcriptionnel sera abordée dans des expé-
riences de transcription in vitro de noyaux isolés, techniques dites de « run-on »
ou nous comparerons le taux d’élongation des transcrits en présence ou en
absence de glucocorticoides. Ces différentes techniques permettront de détermi-
ner a quels niveaux les glucocorticoides agissent sur I’expression de 'ECA.

B - Régulation de la transcription du géne de 'ECA

1 - Analyse fonctionnelle du promoteur somatique

Nous avons étudié I’activité transcriptionnelle du promoteur du gene de
’ECA, en transfection transitoire, dans plusieurs lignées cellulaires exprimant
I’enzyme : cellules endothéliales transformées de lapin, cellules de tératocarcino-
me humain (Tera-1), et cellules d’un hépatocarcinome humain (HepG2) qui
n’expriment pas 'ECA. La lignée de cellules endothéliales utilisée a été trans-
formée par les antigenes T et t de SV40 sous la dépendance du promoteur de la
vimentine, lignée établie dans le laboratoire de Denise Paulin a I'Institut Pasteur.

Cinq constructions ont été réalisées a partir des 1500 pb précédemment
séquencées en 5’ du gene de ’ECA, comprenant des fragments de taille diffé-
rente. Ces fragments, ont été placés en amont d’un vecteur dépourvu de promo-
teur (vecteur pBLCAT3) dont I'expression de la chloramphénicol
acétyl-transférase (CAT) est alors sous controle du promoteur inséré. Les diffé-
rentes constructions transfectées dans les cellules stimulent I’activité CAT. Une
cotransfection avec le vecteur d’expression de la B-galactosidase, contrdle de I’ef-
ficacité de transfection, nous a permis de comparer ces différentes constructions.

Dans les cellules endothéliales de lapin, I’activité optimale du promoteur est
obtenue pour le fragment de 472 bp. Le promoteur de taille plus grande (de 754
a 1214 bp) n’augmente pas I’activité. Une atténuation de I’expression de CAT est
observée pour le fragment de 343 bp. Enfin les premiers 132 bp du promoteur
de ’ECA sont suffisants pour initier la transcription du gene.

Pour valider I’activité promotrice dans des cellules d’origine humaine, nous
avons étudié les différents fragments du promoteur de 'ECA dans la lignée
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Tera-1. Dans ce tératocarcinome I’activité promotrice est plus importante que
dans un systéme inter-espéce. Les premiers 132 bp suffisent également pour sti-
muler l'initiation de la transcription et atteignent une activité transcriptionnelle
maximale. Dans la lignée humaine (HepG2) qui n’exprime pas 'ECA, les cinq
constructions du promoteur de ’enzyme ne stimulent que trés moderement 1’ac-
tivit¢ CAT comme il est communément observé dans les expériences faites
in vitro.

L’ensemble de ces études a permis de mettre en évidence :

1) L’existence d’une activité promotrice de la région 5’ du gene de ’ECA dans
deux lignées cellulaires exprimant I’'ECA (endothélium de lapin, tératocarcino-
me humain). Dans les cellules n’exprimant pas 'ECA (HepG2), I'activité pro-
motrice reste trés faible voire nulle. 2) L’activité promotrice est variable selon la
taille du fragment du géne de ’'ECA inséré. Ceci conduit a identifier au moins
deux régions cis positives et deux négatives impliquées dans la régulation du
géne. 3) Les 132 premieres paires de bases du promoteur de ’ECA suffisent pour
I’expression du géne dans une lignée cellulaire qui exprime I’enzyme (promoteur
basal).

2 - Séquences nucléotidiques impliquées dans la régulation transcriptionnelle

Les 472 premiéres paires de bases du promoteur du gene de ’'ECA conferent
une activité transcriptionnelle. Dans ce fragment nous avons identifié les
séquences impliquées dans I'interaction avec des protéines nucléaires extraites de
cellules exprimant 'ECA (Tera-1). Les expériences d’empreinte a la DNasel
indiquent quatre séquences reconnaissant, par analyse dans les banques de don-
nées, un certain nombre de facteurs de transcription comme, Sp1, AP-2, Ets-1. Il
est maintenant souhaitable de comparer plusieurs extraits de potéines nucléaires
provenant de cellules qui expriment ou qui n’expriment pas '’ECA afin de défi-
nir les facteurs impliqués dans I’expression du géne de 'ECA. Les expériences
des complexes protéines-acides nucléiques retardés sur gel d’électrophorese
seront nécessaires pour préciser les bases impliquées dans la formation du com-
plexe. Ceci sera confirmé par des études de compétition avec des oligonucléo-
tides mutés sur certaines bases afin de déterminer la spécificité de I'interaction.
La comparaison de séquences d’interaction avec d’autres génes exprimés dans
I’endothélium ou les épithéliums absorptifs servira a identifier certains facteurs
nécessaires a I’expression de I’enzyme dans un type cellulaire donné. Il faudra
également vérifier, en transfection transitoire, si les séquences d’interaction avec
les protéines nucléaires ont un role essentiel dans le controle de ’expression de
I'ECA.
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