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Le modelage et le remodelage de la paroi vasculaire était le sujet du cours de
la Chaire de Médecine Expérimentale en 1997-1998. L’enseignement a porté
essentiellement sur le développement du systeme vasculaire au cours de ’em-
bryogénese en mettant un accent particulier sur la réexpression de certains patrons
feetaux lors de situations pathologiques telles que 1’angiogénése tumorale. Le
développement d’un plexus capillaire primitif, la vasculogénese, se fait a partir
des angioblastes. Les angioblastes, les premieres cellules vasculaires, se différen-
cient et migrent a partir de cellules mésodermiques pour former les tubes capil-
laires primitifs. L’existence d’hémangioblastes, cellules possédant une double
polarité, de cellules hémopoiétiques souches et de cellules vasculaires primitives,
est encore débattue. La vascularisation primitive d’organes issus de tissus endo-
dermiques tels que le poumon, le pancréas, le cceur, I’aorte dorsale, est le fait de
la vasculogénese. L’angiogénese intervient a un stade plus tardif et est responsable
de la vascularisation d’organes tels que le rein et le cerveau. Le phénomeéne
d’angiogénese comporte plusieurs phases : les cellules endothéliales se liberent
de la membrane basale et de la matrice extracellulaire, migrent, proliferent, se
différencient et se stabilisent (remodelage), créant ainsi de nouveaux vaisseaux
par bourgeonnement a partir du vaisseau parental. Les cellules périvasculaires
(péricytes au niveau des capillaires et cellules musculaires lisses au niveau des
artérioles et des veinules) s’organisent pour former le vaisseau définitif. Au cours
de ces quelques dernieres années, la fonction de plusieurs genes impliqués dans
les phénomenes de vasculogénese et d’angiogénese a été élucidée. Les méthodes
traditionnelles d’embryologie descriptive et les études pharmacologiques dans des
systemes simples (membrane chorioallantoidienne de poulet, cornée avasculaire
du lapin) se sont enrichies des techniques d’inactivation génique chez la souris
par recombinaison homologue. Il est ainsi possible de préciser le role spatial et
temporel d’une série de génes impliqués dans ces processus.

Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) est le prototype du facteur de
croissance vasculaire. Isolé a partir de milieux conditionnés de cultures de cellules,
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il provoque, in vitro, une migration et une prolifération des cellules endothéliales.
11 induit I’expression de protéases telles que la collagénase, les activateurs tissu-
laires du plasminogéne (tPA et uPA) et la collagénase qui permettent la dégra-
dation de la matrice extracellulaire. Cette activité est auto-limitée par I’induction
par le VEGF de I’inhibiteur de I’activateur du plasminogéne (PAI-1). Le VEGF
augmente la perméabilité capillaire et favorise la formation de structures capil-
laires en trois dimensions en culture cellulaire. In vivo, il est capable d’entrainer
la formation de néovaisseaux.

Il existe plusieurs formes de VEGF, le premier étudié a été le VEGF-A codé
par un géne unique. Le VEGF-A humain existe sous plusieurs formes résultant
de la transcription alternative du géne et aboutissant a la formation de quatre
protéines de poids moléculaire 121, 165, 189 et 206 kDa. Les formes les plus
fréquemment rencontrées sont les VEGF 121, 165 et 189. Toutes contiennent une
séquence signal qui permet la secrétion de VEGF. Le VEGF 121 est une protéine
acide, soluble, diffusible et qui ne se lie pas a I’héparine. Les VEGF 165 et 189
sont des molécules basiques, du fait de la transcription d’un exon codant pour
des résidus lysine et arginine. Le VEGF 165 est secrété et se lie a la surface des
cellules endothéliales et a la membrane extracellulaire. Les VEGF 189 et 206
sont sequestrés dans la matrice extracellulaire dont ils sont libérés par 1’héparine
ou les héparinases. La libération de ce VEGF latent, potentiellement actif, se fait
par clivage protéolytique post-traductionnel. Ce clivage peut étre effectué par le
systeéme du plasminogeéne mis en jeu par le VEGF lui méme, via I’augmentation
du tPA et de I'uPA. D’autres VEGF, relativement proches de la structure du
VEGF-A, ont été isolés: les VEGF-B (167 et 186 kDa), C et D. Toutes ces
molécules ont en commun un arrangement de huit cystéines conservées et retrou-
vées dans la structure d’un autre facteur de croissance des cellules vasculaires, le
Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Le Placental Growth Factor (PLGF) est,
lui aussi, apparenté au VEGF et posséde les cystéines communes au PDGF.

La régulation du géne du VEGF se fait par différents facteurs, au premier rang
desquels I’hypoxie. Celle-ci entraine une augmentation de la transcription du geéne
du VEGF via le facteur transcriptionnel HIF-1. L’augmentation de dix a quinze
fois du messager du VEGF en hypoxie résulte a la fois d’'une augmentation de
I’activité transcriptionnelle du géne et d’une augmentation de la stabilité de son
mRNA. Les cytokines (EGF, TGFf, les interleukines telles que IL-1a et IL-6,
PGE-2 et IGF-1) élevent le taux de mRNA du VEGF. L’ensemble de ces facteurs
peut concourir a I’élévation du VEGF telle qu’elle est observée dans des situations
pathologiques : rétinopathie diabétique, artériopathie oblitérante des membres
inférieurs et infarctus du myocarde. On observe une augmentation du taux du
mRNA du VEGEF dans les jours qui suivent I’occlusion expérimentale de 1’artere
coronaire chez le rat avec augmentation du taux de la protéine et des récepteurs
du VEGF. Le VEGF est synthétisé et secrété par les cellules mésenchymateuses
périvasculaires et non pas par les cellules endothéliales. Il agit donc de fagon
paracrine sur ces derniéres.
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11 existe deux récepteurs du VEGF, Flt-1 et Flk-1/KDR. Il s’agit de récepteurs
a tyrosine kinase dont la partie extracellulaire qui lie le VEGF comporte sept
domaines de type immunoglobuline. Le récepteur Flt-1 a un K pour le VEGF
165 de 10 a 20 pmoles ; le récepteur Flk-1/KDR de 75 a 125 pmoles. 1l existe
une forme soluble du récepteur Flt-1 (sFlt-1) correspondant a la délétion du
septieme domaine de type immunoglobuline de la région transmembranaire et de
la région cytosolique. Ce récepteur soluble est capable de lier le VEGF avec la
méme affinité que le récepteur Flt-1 et se comporte comme un « anti-VEGF ».
Comme dans le cas des autres facteurs de croissance, ces récepteurs a tyrosine-
kinase sont dimérisés par des ponts disulfures. Le VEGF se lie a ses récepteurs
sous la forme d’homodimeres. Un complexe entre le VEGF et le deuxiéme
domaine du type immunoglobuline du récepteur Flt-1, crucial dans la liaison du
VEGEF, a été récemment cristallisé et sa structure déterminée 2 1.8 A. Le récepteur
Flt-1 lie le VEGF et le PLGF. Le récepteur Flk-1/KDR lie le VEGF-A et le
VEGF-C. Enfin, un troisieme récepteur a été isolé récemment, Flt-4, qui lie le
VEGF-C.

L’inactivation des génes du VEGF et de ses récepteurs chez la souris par
recombinaison homologue entraine une 1étalité plus ou moins précoce et des
anomalies majeures du développement vasculaire. L’inactivation du gene du
VEGF-A, méme a I’état hétérozygote est létale a 8,5 jours de vie embryonnaire
et entraine un retard de la différenciation endothéliale, une diminution du bour-
geonnement capillaire, un assemblage anormal des vaisseaux avec quasi absence
de vaisseaux de taille moyenne et un élargissement de vaisseaux de petit calibre.
L’inactivation du récepteur Flt-1 du VEGF provoque une létalité a 8,5 jours et
une anomalie de la formation des vaisseaux mais la différenciation des cellules
endothéliales, telle qu’elle peut étre appréciée par différents marqueurs spécifiques
de ces cellules, est normale. L’inactivation du récepteur Flk-1 empéche la for-
mation de cellules endothéliales et entraine 1’absence d’hématopoiése primitive
et définitive dans les sacs vitellins. La 1étalité s’observe a 7,5-8,5 jours. Cette
absence d’ilot sanguin observée chez les animaux Flk-1 —/— est un argument en
faveur d’une origine commune aux cellules vasculaires et sanguines (hémangio-
blaste). Le récepteur Flk-1 assurerait une localisation correcte des précurseurs
mésodermiques dans I’embryon. A T’inverse, la surexpression du VEGF au cours
de I’embryogénese provoque des anomalies vasculaires. Ainsi, I’administration
de VEGF recombinant chez la caille au stade de cinq somites entraine une
vascularisation anormale dans des zones normalement avasculaires avec comme
conséquence le développement excessif et la fusion de vaisseaux, la formation
de sacs vasculaires et I’oblitération de vaisseaux normaux.

Le VEGF pourrait jouer un role pathologique en provoquant une angiogénese
excessive, notamment dans les syndromes oculaires de néovascularisation tels
qu’on les observe au cours de la rétinopathie proliférative de I’adulte, de 1’occlu-
sion de la veine centrale de la rétine, de I’hyperoxie rétinienne chez le prématuré
et dans certains cas de dégénérescence maculaire chez 1’adulte. On observe en
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effet une élévation des taux de VEGF dans les différents liquides oculaires au
cours des rétinopathies diabétiques prolifératives ou dans les phases actives de
néovascularisation iridienne. Il existe une relation entre 1’élévation des taux de
VEGF et la sévérité de la rétinopathie diabétique. Enfin, il est possible de créer
des modeles expérimentaux de néovascularisation rétinienne chez le primate et
de corriger cet effet par des stratégies neutralisant le VEGF.

L’angiogénése observée au cours du développement des tumeurs malignes
semble jouer un role majeur dans la croissance de ces tumeurs et dans 1’apparition
de métastases. Plusieurs arguments directs sont en faveur de cette hypothese : des
composés inhibiteurs de I’angiogénése sont capables d’arréter la croissance tu-
morale in vivo ; de méme, des anticorps monoclonaux dirigés contre des facteurs
de croissance vasculaires entrainent une rémission tumorale. D’autres éléments
plaident, de facon indirecte, en faveur du role de I’angiogénese dans la progression
tumorale : la croissance des tumeurs est proportionnelle a leur vascularisation ; il
existe une corrélation entre croissance cellulaire tumorale et nombre de cellules
vasculaires ; I’apparition de la néovascularisation provoque une croissance tu-
morale dans les carcinomes pancréatiques chez la souris transgénique et dans les
mélanomes malins chez ’homme.

L’hypothése émise par J. Folkman, il y a plus de vingt ans, était que la tumeur
était capable de produire un (ou des) facteur(s) angiogénique(s) agissant de facon
paracrine sur les cellules endothéliales. Les macrophages et les mastocytes pour-
raient contribuer aussi au bourgeonnement capillaire induit par la tumeur. Dans
ces conditions, une conversion phénotypique maligne de la cellule endothéliale
apparait. Alors que ces cellules ne se divisent qu’exceptionnellement chez I’adulte
normal (une fois tous les trois ans), en cas de tumeur, elles peuvent se multiplier,
participer a la destruction de la membrane extracellulaire pour créer un nouveau
vaisseau qui s’élabore de facon définitive par remodelage. Plusieurs arguments
montrent que le VEGF est un composant essentiel de I’angiogénése tumorale : le
VEGEF est exprimé dans de nombreux types de tumeurs ; il existe une corrélation
entre le taux de VEGF dans le tissu tumoral, le plasma et le potentiel malin des
tumeurs ; il est possible d’inhiber in vitro et in vivo 1’angiogénéese tumorale par
des anticorps anti-VEGF ou par une stratégie d’inactivation de son récepteur
Flk-1 (dominant négatif). Les premiers travaux utilisant les anticorps anti-VEGF
in vivo ont montré des régressions de tumeurs expérimentales chez la souris Nude.
Ils débouchent actuellement sur des protocoles permettant une application cli-
nique.

La participation du VEGF en pathologie tumorale est aussi suggérée, indirec-
tement, dans la maladie de Von Hippel Lindau. Cette affection autosomale
dominante se traduit & un Aage jeune par l’existence de tumeurs vasculaires
(hémangioblastomes) au niveau de la rétine et du systtme nerveux central. Il
existe aussi fréquemment des cancers du rein a cellules claires ou des kystes
rénaux, des phéochromocytomes, des kystes ou des tumeurs pancréatiques. La

base moléculaire de cette affection a été découverte par clonage positionnel du
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gene dans des familles atteintes de cette maladie. Le géne en cause est 1’élongine.
Les mutations identifiées et responsables de la maladie conduisent a une protéine
absente, tronquée ou modifiée. La protéine Von Hippel Lindau interagit avec les
élongines B et C et une protéine Cul-2. Ce complexe agirait d’une facon encore
inconnue pour stabiliser des mRNAs inductibles par I’hypoxie tel que le VEGF.
Cette « superstabilisation » du VEGF aboutirait donc a une croissance vasculaire
accrue et favoriserait la croissance tumorale.

Plusieurs inhibiteurs de 1’angiogénese ont été découverts récemment et deux
d’entres eux semblent prometteurs. Il s’agit de fragments protéiques extraits et
caractérisés dans des milieux de culture de cellules tumorales. L’angiostatine est
une protéine de 38 Kda et correspond a un fragment du plasminogene. L’endos-
tatine (20 Kda) est issue du collagéne XVIII. Dans les deux cas, ces composés
inhibent in vitro la croissance des cellules endothéliales et in vivo la croissance
de tumeurs malignes greffées chez la souris Nude.

I1 existe des situations pathologiques cliniques dans lesquelles il est désirable
de provoquer une angiogénese. C’est le cas des maladies ischémiques liées a une
thrombose artérielle, telle que I’artériopathie oblitérante des membres inférieurs
et I'ischémie myocardique. Un modele d’ischémie unilatérale de la patte posté-
rieure chez le lapin a été mis au point par I’équipe de J. Isner. L’administration
par bolus intraveineux de 500 a 1000 pug de VEGF-A 165 humain augmente la
circulation collatérale dans le territoire oblitéré et améliore les différents index
hémodynamiques de circulation au niveau des membres inférieurs. Un résultat
similaire est obtenu par transfert génique du cDNA du VEGF (DNA isolé, « nu »).
Un protocole thérapeutique chez I’homme a récemment débuté. Les premicres
observations montrent une amélioration de la circulation collatérale dans 1’artérite
des membres inférieurs avec augmention du flux basal au niveau des membres
inférieurs et du flux stimulé par la nitroglycérine. Il est possible aussi d’observer
une angiogénese myocardique lors de 1’oblitération chronique de la coronaire
chez le porc. La perfusion de VEGF recombinant par pompe osmotique dans le
territoire ischémique augmente le nombre de capillaires, améliore la relaxation
artérielle dépendante de I’endothélium ainsi que la fonction régionale du ventri-
cule gauche.

D’autres génes importants participent au modelage vasculaire au cours de
I’angiogénese. Les récepteurs tyrosine-kinase Tie-1 et Tie-2 sont exprimés pré-
cocément dans les néovaisseaux et leur inactivation conduit a une létalité précoce.
Dans le cas du gene Tie-1, la létalité s’observe entre le 14° jour de la vie
embryonnaire et la naissance. On observe des hémorragies a partir de vaisseaux
mal formés, une dilatation de vaisseaux de grand calibre. L’inactivation du geéne
Tie-2 entralne une létalit¢ au 10° jour, une raréfaction des bourgeonnements
vasculaires. Les ligands du récepteur Tie-2, angiopoiétine-1 et -2, ont été récem-
ment caractérisés. Ces deux protéines de 75 Kda environ partagent 60 % d’ho-
mologie. Elles possédent un domaine « coiled-coil » et un domaine de type
fibrinogene. L’angiopoiétine-1 et -2 se lient au récepteur Tie-2 et non au récepteur
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Tie-1, avec une affinité similaire (3 nmoles). Fait remarquable, I’angiopoiétine-1
est un ligand activateur, capable d’autophosphoryler Tie-2 dans les cellules
endothéliales. En revanche, 1’angiopoiétine-2 n’est pas capable, par elle-méme,
d’autophosphoryler Tie-2. En fait, 1’angiopoiétine-2 inhibe 1’action phosphory-
lante de I’angiopoiétine-1 sur Tie-2. L’angiopoiétine-1 est exprimée chez le foetus
et chez I’adulte dans de nombreux tissus (systtme nerveux central, intestin,
muscles stri€s, organes génitaux et, en faible quantité, dans le cceur et le foie).
L’angiopoiétine-2 est exprimée chez I’adulte dans I’ovaire, le placenta et I’utérus.
Elle pourrait jouer un rdle essentiel dans I’angiogénese physiologique qui accom-
pagne le cycle ovarien. Les angiopoiétines sont secrétées par des cellules péri-
vasculaires et agissent via leur récepteur sur les cellules endothéliales.
L’angiopoiétine-1 pourrait promouvoir le remodelage vasculaire lors de 1’onto-
génese. L’angiopoiétine-2 pourrait intervenir dans le processus de stabilisation du
vaisseau lors de phénomenes d’angiogénése physiologique chez ’adulte. Le role
important du systéme angiopoiétine-récepteur Tie a été montré récemment par la
découverte d’une mutation du géne du récepteur Tie-2 dans deux familles atteintes
de télangiectasie : le récepteur Tie-2 présentait une mutation substitutive proche
du premier domaine tyrosine-kinase provoquant une activation du récepteur. La
formation des vaisseaux résulte donc d’un équilibre subtil entre angiopoiétine et
récepteurs Tie dans la mesure ou une inactivation ou une suractivation du
récepteur peut entrainer des malformations vasculaires.

La génétique moléculaire de la télangectasie hémorragique héréditaire (maladie
de Rendu Osler) a permi aussi de progresser sur la compréhension des mécanismes
de I’angiogénese. Cette affection est caractérisée par des accidents hémorragiques
a type d’épistaxis dans I’enfance ou d’hémorragies gastro-intestinales, des 1ésions
vasculaires cutanées et viscérales (télangiectasie de la face et de la sphere ORL),
des malformations artério-veineuses (fistules) pulmonaires, hépatiques et du sys-
teéme nerveux central. Cette maladie autosomale dominante est hétérogéne puisque
deux génes au moins en sont responsables, I’endogline et un récepteur kinase.
L’endogline est une protéine de liaison du TGF sur les cellules endothéliales et
son anomalie est responsable d’une des deux formes génétiques de la maladie.
La mutation d’un autre geéne, un récepteur kinase similaire a 1’activine, est
responsable de la deuxiéme forme de télangiectasie hémorragique héréditaire
identifiée sur le plan moléculaire. L’endogline, qui existerait sous la forme de
dimere, lie le TGFB qui active a son tour un récepteur de croissance cellulaire
composé de deux sous-unités hétérologues : I’'une d’entre elle est un récepteur
kinase, 1’autre étant le récepteur kinase de type activine. Cette interaction déclen-
cherait la signalisation intracellulaire et la croissance des cellules endothéliales.
La nature de la deuxiéme sous-unité du récepteur TGF n’est pas connue.

Comme on le voit, les connaissances fondamentales sur les mécanismes de la
vasculogénese et de 1’angiogénese ont littéralement explosé au cours de ces
dernieres années. Elles devraient permettre de mieux comprendre les phénomenes
de I’angiogénese physiologique chez I’adulte (cycle menstruel chez la femme,
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développement de I’angiogénese au cours de I’excercice musculaire). La stimu-
lation de I’angiogénése peut €tre désirable lors des ischémies chroniques patho-
logiques. A I'inverse, ces mémes mécanismes peuvent étre déléteres lorqu’ils sont
mis en jeu au cours d’une conversion phénotypique de la cellule endothéliale
quiescente en cellule endothéliale « maligne », lors de processus cancéreux. L’an-
giogénese indésirable qui accompagne la progression des tumeurs constitue une
cible adjuvante de choix dans la thérapeutique des cancers.

P. CorvoL

RAPPORT D’ACTIVITE DU LABORATOIRE

I — ETUDE ET CARACTERISATION DE L’EXPRESSION DE LA
RENINE ET DE L’ENZYME DE CONVERSION DE L’ENDOTHELINE :
DEUX GENES IMPLIQUES DANS LA PHYSIOLOGIE

ET LA PATHOLOGIE CARDIOVASCULAIRE

Equipe : F. PINET, S. GERMAIN, S. Fucss, J. PHILIPPE, G. EGIDY, F. BONNET
(départ Octobre 97)

Le travail de ce groupe s’articule principalement autour de deux thémes de
recherche concernant des génes impliqués dans la physiologie et la pathologie
cardio-vasculaire : 1’étude de la régulation de la transcription du gene de la rénine
et I’étude structure/fonction de I’enzyme de conversion de I’endothéline.

Theéme 1 : Etude de la régulation de la transcription du géne de la rénine
humaine

Les principales questions posées sont :

Quels sont les facteurs nucléaires permettant une expression du gene de la
rénine dans les cellules juxtaglomérulaires du rein et les cellules chorioniques ? ;
Quels sont les mécanismes responsables au niveau transcriptionnel d’une inhibi-
tion de la sécrétion de rénine en réponse a une augmentation du calcium intra-
cellulaire ?

Deux modeles de cellules productrices de rénine ont été particulicrement utilisés
pour la régulation de la transcription du gene de la rénine : les cellules chorio-
niques et les cellules Calu-6 dérivées d’un carcinome pulmonaire. L’analyse
fonctionnelle ex vivo du promoteur de la rénine et I’identification des séquences
cis ont été effectuées en utilisant des cellules d’origine extra-rénale (cellules
chorioniques). Il était donc nécessaire de déterminer si les facteurs transcription-
nels identifiés ci-dessus étaient présents dans le rein, qui est le principal site de
synthese de la rénine. Nous avons montré que les mé&mes facteurs de transcription
nucléaires d’origine chorionique et rénale se fixaient sur le promoteur proximal
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de la rénine humaine, validant le modele des cellules chorioniques pour étudier
I’activité du promoteur du gene de la rénine humaine.

Nous nous sommes particulierement intéressés a déterminer les séquences
intervenant dans la régulation du géne de la rénine par I’AMPc. Nos résultats ont
montré que le facteur CREB et un autre facteur, différent de Pit-1, agissent de
concert pour produire une réponse complete a I’AMP cyclique (Germain et al.,
1997a).

Le criblage d’une banque de cosmides ayant permis de cloner 19 Kb de la
région 5’, le premier intron dans sa totalité (4.3 Kb) ainsi que 5 Kb de la
région 3’, ouvrent de nouvelles perspectives pour identifier les régions régulatrices
du geéne. Sur ces nouvelles régions, nous avons d’abord étudié le role du premier
intron sur I’activité transcriptionnelle du promoteur rénine et montré la présence
d’un « silencer » dans le modele des cellules Calu-6 (Germain et al., 1997b).

Nous voulons développer les recherches suivantes :

a) Cartographie de nouvelles régions régulatrices du géne de la rénine. La
fonctionnalité des régions distales sera effectuée par transfection dans les trois
lignées cellulaires productrices de rénine : cellules chorioniques, cellules Calu-6
et cellules As4.1 pour déterminer les séquences de régulation importantes.
b) Détermination des mécanismes transcriptionnels impliqués dans la régulation
par le calcium intracellulaire. 1’étude fonctionnel du nCaRE, présent dans le
promoteur de la rénine, sera étudié en faisant varier la concentration de Ca
intracellulaire a 1’aide de la ionomycine. ¢) Clonage des facteurs de transcription
spécifiques des tissus exprimant la rénine. Ceci sera effectué par plusieurs ap-
proches dont la technique de simple hybride. d) Caractérisation du promoteur
de la rénine humaine par transgénése. Nous voulons caractériser in vivo les
facteurs transcriptionnels responsables de la régulation du géne de la rénine lors
de situations physiologiques (déplétion sodée, ontogénese rénale). L’utilisation
d’animaux transgéniques permettra d’étudier le gene de la rénine dans un contexte
chromatinien.

Théme 2 : Etude de la structure/fonction de I’enzyme de conversion
de I’endothéline

Principales questions posées :
Quelle est la spécificité de I'ECE vis-a-vis des substrats et des inhibiteurs ? ; Quel
est le role de I’ECE dans un contexte physiopathologique ?

Nous avons exprimé les trois isoformes de I’ECE-1 en cellules eucaryotes. Des
anticorps ont été obtenus contre des peptides différenciant 1’isoforme a de 1’iso-
forme b/c et contre des peptides situés sur la partie commune C-terminale de la
molécule, tous spécifique de ’ECE-1. Dans le but de permettre une production
et une purification aisée de I’enzyme, nous avons construit et caractérisé une
forme soluble (ECEs) (dépourvue du domaine d’ancrage a la membrane). Elle a
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une activité similaire a ’ECE-1a vis-a-vis des subtrats et des inhibiteurs, bien
qu’elle soit sécrétée pricipalement sous forme de monomere, contrairement a
I’ECE-1a qui est exprimée sous forme de dimere (Korth et al, 1997). Un dosage
par luminescence de ’activité ECE-1la a été mis au point en cellules CHO. Cette
lignée recombinante exprimant de maniere stable le récepteur ET-A et une
construction associant 6 séquences TRE a permis de mettre en évidence deux
sites de conversion de la bigET-1 par ’ECE-1la: une conversion intracellulaire,
non inhibée par le phosphoramidon et une conversion extracellulaire, inhibée par
le phosphoramidon qui ont été caractérisés. Cette lignée est aussi le seul systeme
qui permet de tester la capacité des inhibteurs a pénétrer dans la cellule (Parnot
et al., 1997).

Nous voulons poursuivre cette recherche dans les directions suivantes :

e) Distribution et caractérisation de I’ECE-1 humaine. Un profil d’expression du
mRNA de I’ECE-1 et de la protéine identique a été observé dans la plupart des
tissus humains non pathologiques. Son expression est particulierement élevée
dans les systemes cardiovasculaire, reproducteur et endocrine (Korth et al., sou-
mis). f) Role de I’ECE dans la surrénale. L’ expression des trois génes de ’ECE
sera étudiée dans les adénomes de Conn par les techniques de Northern Blot,
d’hybridation in situ et d’immunohistochimie. g) Recherche d’inhibiteurs. En
utilisant les banques de peptides phosphiniques développés par chimie combina-
toire, nous essayons de développer des inhibiteurs spécifiques de I’'ECE. h) Rdle
du systeme endothéline dans l’angiogénese. 1 expression (hybridation in situ,
immunocytochimie) et la régulation différentielle (RT/PCR) du systeme endothé-
line sera étudiée dans les adénocarcinomes de colon, par comparaison au tissu
sain et au tissu tumoral.

Autres travaux

Quantification du mRNA codant pour la vasopressine et ’ocytocine
par RT/PCR

Nous avons étudié le role du systeme rénine-angiotensine central dans certaines
conditions physio-pathologiques (restriction hydrique) sur les taux de mRNA
codant pour la vasopressine. La quantification des messagers codant pour la
vasopressine (AVP) et I'ocytocine (OT) par RT-PCR a été mise au point au
laboratoire avec 1’utilisation du méme standard interne pour les deux messagers.
Nous avons montré qu’une restriction hydrique stimulait 3 fois le mRNA AVP
et 1,7 fois le mRNA OT au niveau de I’hypothalamus. La gestation, quant a elle,
n’influence que les taux de mRNA OT au niveau de ’hypothalamus (3 fois) et
au niveau de I’utérus (38 fois), les mRNA AVP restant indétectables dans 1’utérus
bien que la sensibilité de la détection soit de 75 ng d’ARN total (LeMoullec et
al., 1997).
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II — PEPTIDES — HORMONES ET DEVELOPPEMENT
EMBRYONNAIRE

Equipe : J.-M. Gasc, C. HUBERT, H. KEMPF, J. FAVIER, M. S1BONY, M.-T. MORIN,
F. MONGIAT

1. Angiotensine et Endothélines

Les deux types de peptides-hormones vasoactifs dont nous avons choisi d’étu-
dier le role dans le développement, I’angiotensine II et les endothélines, sont
exprimés trés tot dans le développement embryonnaire. L’inactivation des genes
correspondants produit des phénotypes qui démontrent, dans le cas des endothé-
lines, ou ne démontrent pas, dans le cas de I’angiotensine II, un role dans
I’organogénese. Pour faciliter 1’étude de ce rdle nous avons mis au point un
modele expérimental d’inactivation de facteurs de croissance, beaucoup plus
simple et d’utilisation plus souple que le « Knock Out » génomique. Ce modele
d’inactivation pharmacologique a été testé sur le systéme endotheline 1-récepteur
de type ETA, en vue d’élargir son application aux autres peptides-hormones, et
a des facteurs de nature différente.

L’embryon d’oiseau a un développement proche de celui des mammiferes
surtout pendant les phases précoces. Contrairement aux mammiferes 1’embryon
de poulet est facilement accessible et n’est pas soumis aux influences maternelles.
A condition de montrer au préalable la similitude, chez le poulet et les mammi-
feres, des processus étudiés, il est possible d’utiliser I’embryon comme modele
expérimental, puis de transposer les résultats chez les mamiferes en tenant compte
d’éventuelles différences connues ou observées.

Nous poursuivons actuellement cette démarche a la fois pour le SRAA et pour
les endothélines.

A. Le récepteur de ’angiotensine de poulet

Apres avoir cloné, séquencé et caractérisé pharmacologiquement un récepteur
de I’angiotensine de poulet (ATp), nous voulons chercher s’il existe un autre
récepteur comme chez les mammiféres et comme des données physiologiques
anciennes et récentes le suggerent fortement chez le poulet.

Le projet en cours (collaboration avec H. NISHIMURA, University of Tennessee)
est d’une part de rechercher par des moyens de physiologie, de pharmacologie et
de biologie moléculaire cet éventuel récepteur, afin de disposer de plus d’éléments
du SRAA aviaire, et d’autre part d’utiliser le modele expérimental de I’embryon
de poulet pour démontrer si I’angiotensine II a effectivement un role de facteur
de croissance pendant le développement embryonnaire.

B. Les récepteurs des endothélines d’oiseau

Nous avons déja employé avec succes le modele expérimental d’inactivation
pharmacologique du récepteur ETA de I’endothéline 1 sur I’embryon de poulet
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(Kempf et al. soumis pour publication). Les malformations obtenues reproduisent
celles obtenues par le « Knock Out » des genes ET1 ou ETA chez la souris. Il
s’agit principalement de malformations cardiovasculaires et de la mandibule. Le
cceur et les gros troncs vasculaires a ’entrée et a la sortie du cceur sont particu-
lierement affectés : défaut de septation ventriculaire, truncus arteriosus persistant
et anomalies de branchement des arteres dérivées des arteres branchiales. Toutes
ces malformations peuvent étre attribuées a une participation défectueuse des
cellules des crétes neurales a ces structures, et sont donc considérées comme des
neurocristopathies qui reproduisent des pathologies variées connues chez
I’homme.

Le projet sera poursuivi pour déterminer si ce défaut de participation des
cellules de créte neurale résultait d’un défaut de migration, de prolifération ou de
différenciation des cellules de CN. Un second objectif est d’identifier les génes
en aval de ETA, essentiellement des facteurs de transcription, qui sont effecti-
vement responsables de ces anomalies.

2. Angiogéneése normale et pathologique

Le récepteur de I’angiotensine II déja cloné, I’ATp, est exprimé dans certains
endotheliums et, dans ’embryon, un niveau d’expression tres élevé est observé
dans la membrane chorio-allantoidienne (CAM). Cette membrane est hautement
vascularisée et est le siege d’une trés forte activité angiogénique pendant une
dizaine de jours. Par ailleurs, les récepteurs des endothélines de type ETA et ETB
de poulet que nous avons clonés sont exprimés, respectivement, dans les muscles
lisses et I’endothelium vasculaire. Nous utiliserons la CAM, qui fait partie des
annnexes de I’embryon, a la fois comme organe type ol se produit normalement
une angiogénese intense pour étudier les mécanismes d’interactions cellulaires, et
comme outil pour tester les activités angiogéniques ou antiangiogéniques de divers
composés.

Par exemple, la CAM peut facilement &tre utilisée pour « greffer » un morceau
de tumeur fraiche ou un nodule de tissu tumoral en culture afin de tester les
propriétés de composés intervenant naturellement dans 1’angiogéneése ou de
composés destinés a bloquer celle-ci.

Un second modele expérimental sera mis en ceuvre pour 1’étude de 1’angiogé-
nese tumorale : la culture en trois dimensions de cellules tumorales. Cette tech-
nique déja ancienne permet de maintenir en culture pendant des durées non
limitées des nodules qui ont de 10 a 20 cellules d’épaisseur et quelques millimetres
de diametre. Ces nodules proliferent, reconstituent parfois des structures et expri-
ment des geénes caractéristiques de la tumeur dont ils dérivent. Ce systeme se
préte a des co-cultures aussi bien qu’a des tests de substances destinées a bloquer
la formation de néo-vaisseaux dans le nodule soit en empéchant le signal émis
par les cellules tumorales, soit en bloquant 1’association de cellules endotheliales
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entre elles, ou de cellules endotheliales avec des pericytes. Il manque a ce systeme
I’élément hémodynamique de la circulation. Il est envisagé d’associer successi-
vevement les deux modeles expérimentaux proposés dans ce rapport pour obtenir
des nodules vascularisés par le sang de I’embryon de poulet circulant dans des
vaisseaus formés en culture.

Un facteur de transcription récemment cloné chez les mammiferes et appelé
EPAS-1 ou HIF-1a est en cours de clonage chez le poulet au laboratoire. Son
expression spatiotemporelle dans le développement embryonnaire et dans diffé-
rentes situations physio-pathologiques dépendant d’une angiogénése importante,
est actuellement etudiée.

3. Systeme rénine-angiotensine-aldostérone et inactivation du recepteur
de I’aldostérone

Dans la continuité des recherches sur le role du sytéme rénine-angiotensine
(SRAA) dans le développement nous avons utilisé les souris dépourvues du gene
du récepteur de 1’aldosterone (collaboration avec G. Schiitz et S. Berger) pour
étudier les conséquences de cette délétion sur 1’équilibre du SRAA. Cette étude
a été faite au niveau moléculaire (RT-PCR semi-quantitative) et anatomo-histo-
logique (hybridation in situ et immunodétection). Malgré un déséquilibre profond
démontré par les concentrations tres excessives (augmentation de la concentration
supérieure a 100 fois) de rénine circulante, les conséquences sur les autres
composants du SRAA apparaissent modérées méme lorsqu’elles sont statistique-
ment significatives. Les changements les plus remarquables chez les jeunes souris
MR” de 8 jours aprés la naissance (ces animaux mutants meurent 2 10 jours a
cause d’une perte hydrosodée non compensée) sont une augmentation de 1’angio-
tensinogene et du récepteur AT, dans le foie, une augmentation de la rénine dans
le rein qui apparait modérée (environ 5 fois) par rapport a celle de la rénine
circulante (> 100 fois) et une tres forte augmentation de la rénine dans le cortex
surrénalien. Ni le récepteur AT,, ni I’enzyme de conversion (ACE) ne sont
modifiés significativement. La rénine apparait donc comme 1’élément principal
régulateur de la boucle angiotensine du SRAA. C’est par la rénine que 1’organisme
cherche a compenser la perte hydrosodée provoquée par 1’absence d’aldostérone.

IIT — Biochimie structurale de I’enzyme de conversion de I’angiotensine

(ECA)

Equipe : P. CorvoL, M. T. CHAUVET (départ en septembre 1998), A. MICHAUD,
T. WiLLIAMS (départ en juillet 1997), D. COATES (poste vert 1997), X. HOUARD

Les projets de recherche correspondent a deux aspects de I’enzyme de conver-
sion de I’angiotensine I ou ECA.
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1) L’ECA est une dicarboxypeptidase qui, sous sa forme somatique, a la
particularité de posséder deux sites actifs fonctionnels présentant la séquence
consensus HEXXH des métalloprotéases a zinc du type 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. Les deux sites actifs
sont fonctionnels mais présentent, toutefois des différences : différence d’affinité
et de vitesse de dégradation vis-a-vis des substrats naturels et différence vis-a-vis
de I'influence des ions chlorure sur I’activité. Ainsi I’activité enzymatique me-
surée, d’apres la méthode de Cushman, par la libération de 1’acide hippurique a
partir du substrat synthétique Hip-His-Leu est essentiellement due au domaine C-
terminal ; par contre la dégradation du peptide hémorégulateur NAcSer-Asp-Lys-
Pro (AcSDKP) qui exerce une régulation négative sur la prolifération des cellules
hématopoiétiques est due a I’action principale du domaine N-terminal avec des
constantes cinétiques de ’ordre de celles des substrats naturels deja identifiés
(angiotensine I et bradykinine, hydrolysés par les deux sites actifs). Nous cher-
chons, actuellement :

a) a déterminer la spécificité de chacun des sites actifs vis-a-vis de substrats
naturels ou synthétiques et des inhibiteurs spécifiques de chacun de ces sites.
Notre objectif est 1) d’identifier des substrats strictement hydrolysés par un seul
des deux sites, ceci pour cerner le réle du site N-terminal et celui de 'ECA
testiculaire qui conserve uniquement le site actif C-terminal. 2) de dissocier les
effets de 'ECA sur le systéme rénine angiotensine de ceux sur le systéme
hématopoiétique par action d’inhibiteurs spécifiques de chacun des deux do-
maines ;

b) a déterminer les caractéristiques enzymatiques d’Acer et le role, au cours du
développement, des deux isoformes de I'ECA, chez la drosophile : Ance et Acer.
En effet, une forme homologue de I’'ECA, soluble et ne contenant qu’un seul site
actif a été caractérisée chez drosophila mélanogaster, Ance, puis un second géne
a été identifié et corespond a une protéine présentant 74 % d’homologie de
séquence primaire en aminoacides avec Ance et nommé : Acer ;

¢) a cristalliser I'enzyme. L’ECA est une protéine dont la structure tridimention-
nelle est encore inconnue. Une étude est engagée en vue de la cristallisation de
I’ECA de drosophile et la détermination de sa structure tertiaire.

2) L’ECA est une protéine membranaire de type I qui présente une forme
soluble active issue de la protéolyse enzymatique de la protéine membranaire.
L’étude du mécanisme de libération par protéolyse de la forme circulante présente
un intérét général puisque il intéresse des protéines telles que la protéine précur-
seur du peptide amyloide (APP), plusieurs facteurs de croissance dont le proTGFa
ou des récepteurs de protéines d’adhésion cellulaire.

L’étude de ce mécanisme de libération a ét€ un de nos objectifs majeurs :
routage cellulaire de ’ECA, localisation du site de clivage soit dans des cellules
de mammiferes (cellules CHO) soit dans un systeme de levure (pichia pastoris),
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afin de déterminer si une sécrétase homologue a celle des cellules de mammiferes
pouvait étre identifiée, un éventuel clonage de cette enzyme, chez la levure,
semblant a priori plus simple.

A. Différences enzymatiques des deux sites actifs de ’ECA

1. Spécificité vis-a-vis de nouveaux substrats

L’utilisation des trois enzymes recombinantes produites par les cellules CHO
transfectées par le cDNA de ’ECA membranaire soit normal soit portant des
mutations sur les deux histidines du site actif N-terminal ou du site actif
C-terminal permet de déterminer les spécificités de chaque site actif.

La dégradation du peptide hémorégulateur NAcSer-Asp-Lys-Pro (AcSDKP)
qui exerce une régulation négative sur la prolifération des cellules hématopoié-
tiques est due a I’action initiale de ’ECA par libération du dipeptide KP. Pour la
premiere fois un substrat hautement spécifique du domaine N-terminal avec des
constantes cinétiques de 1’ordre de celles des substrats naturels deja identifiés, a
pu étre mis en évidence. L’ECA serait ainsi impliquée, par I’intermédiaire de son
domaine N-terminal, dans la régulation de I"hématopoiése in vitro et in vivo.

Parmi les substrats synthétiques utilisés pour doser I’activité enzymatique de
I’ECA le plus courant est Hip-His-Leu (méthode de dosage Cushman). Cet
hippuryl dipeptide corespond au dipeptide C-terminal de I’angiotensine I et
présente une spécificité vis-a-vis du site C-terminal de I’ECA. Nous recherchons
I’hippuryl dipeptide correspondant pour le site N-terminal. Nous avons testé le
peptide Hip-Lys-Pro mimant le carboxydipeptide de AcSDKP et Hip-Ala-Pro
ayant la méme séquence dipeptidique que le captopril. Ces deux substrats syn-
thétiques, tres affins vis-a-vis de 'ECA sont hydrolysés par les deux sites actifs
de fagon comparable a celle de I’angiotensine I. Nous poursuivons actuellement
cette étude afin de déterminer quel acide aminé, et dans quelle position confére
au peptide NacSDKP sa spécificité vis-a-vis du site actif N-terminal de I’ECA.
Nous déterminons ainsi les constantes cinétiques de 1’hydrolyse par les trois
formes recombinantes de 'ECA de peptides de longueur croissante homologues
de la séquence de AcSDKP: BzDKP, BzGDKP, BzGSDKP, afin de voir si
I’introduction du résidu aspartate en position P1 est entierement responsable de
la spécificité N-terminale. Nous pouvons évaluer I’importance du résidu de sérine
en position P2 et savoir si cette spécificité est conservée pour un pentapeptide.
D’autre part nous testons 1’effet de I’acétylation du résidu lysine en P’1 dans le
but de remplacer la détection du dipeptide KP par celle plus aisée de K(Ac)P,
dans notre systeme de dosage de I’hydrolyse d’AcSDKP par ’ECA. Les conclu-
sions majeures de cette étude sont : 1) aucun peptide testé présente une spécificité
supérieure a celle du peptide naturel AcSDKP ; 2) L’apparition du résidu aspartate
en Pl déclenche un début de spécificité N-terminale mais le résidu de sérine en
position P2 augmente trés fortement cette spécificité qui n’est pas conservée lors
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du passage a un pentapeptide. D’autre part 1’acétylation de la fonction basique
libre du résidu de lysine diminue 1’efficacité de ce peptide par rapport a celle
d’AcSDKP mais permet de conserver cependant une spécificité en faveur du
domaine N-terminal.

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

Etant donné le réle du domaine N-terminal dans la dégradation du peptide
AcSDKP, il est important de trouver des inhibiteurs spécifiques de ce domaine.
Leur administration, lors de chimiothérapie, permettrait d’augmenter in vivo la
stabilité d’ AcSDKP et donc de maintenir en phase quiescente les cellules souches
hematopoiétiques durant le traitement cytotoxique. Nous avons effectué une étude
préliminaire ou les trois enzymes recombinantes servent a tester trois inhibiteurs
de ’ECA (captopril, lisinopril, fosinopril) sur 5 substrats : 2 naturels (Al et
AcSDKP) et 3 substrats synthétiques (Hip-His-Leu, Hip-Ala-Pro, Hip-Lys-Pro)
afin de déterminer leur spécificité vis-a-vis des deux sites actifs et leur efficacité
vis-a-vis de différents substrats. Cette étude montre que ’efficacité d’un inhibiteur
est fonction du substrat choisi pour tester son pouvoir inhibiteur et que I’inhibition
de chaque site actif ne refléte pas toujours celle de I’enzyme possédant les deux
sites actifs. Si I'inhibition testée sur Hip-His-Leu est comparable a celle testée
sur I’angiotensine I aucun substrat synthétique ne peut étre utilisé a la place du
substrat naturel AcSDKP. Nous avons démontré que des trois inhibiteurs testés
le captopril est le seul a présenté une certaine sélectivité pour I’inhibition de
AcSDKP comparée a celle de 1’angiotensine I sur ’ECA somatique. La valeur
du xi déterminée avec AcSDKP comme substrat est 16 fois inférieure a celle
déterminée avec I’angiotensine I comme substrat. Cet inhibiteur est donc le plus
approprié pour un usage clinique visant a protéger les cellules hématopoiétiques
souches durant I’administration de drogues cytotoxiques ou I’exposition & des
rayonnements.

Nous participons au projet de recherche d’inhibiteurs sélectifs pour chaque site
actif par chimie combinatoire de peptides phosphiniques, en collaboration avec
V. Dive (département d’ingeniérie et de 1’étude des protéines du CEA, Saclay),
cette étude étant reliée au projet INSERM Progres.

B. Comparaison des deux isoformes d’ECA chez drosophila ménalogaster

Les deux isoformes de I’ECA, (Ance et Acer) issues de deux génes distincts
ont été exprimées dans le systtme de levure, Pichia pastoris. Ces deux enzymes
solubles correspondent a des glycoprotéines d’environ 74 kDa de masse molé-
culaire. Elles ont été comparées sur le plan enzymatique, immunologique et leur
expression respective au cours du développement de la nymphe a été étudiée.
Nous avons précédemment montré qu’Ance a des caractéristiques enzymatiques
qui la rapproche plus du domaine C que du domaine N actif de 'ECA somatique
des mammiferes. Acer se distingue d’Ance par trois caracteres majeurs 1) elle
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n’hydrolyse pas 1’ Angl ; 2) elle clive plus efficacement la LeuS-enképhalinamide ;
3) elle est beaucoup moins performante qu’Ance vis-a-vis des substrats possédant
un doublet dibasique en position C-terminale. D’autre part Ance et Acer pré-
sentent des profils d’expression différents durant le développement de la nymphe.
L’apparition d’Ance (stade P6) précéde celui de Acer (stadeP10-P11) et les deux
expressions apparaisssent comme étant sous le controle des écdystéroides. Ces
résultats suggerent des rdles différents pour Ance et Acer durant la morphogénese
de drosophila melanogaster.

Toute cette étude est faite en collaboration avec le Pr. R. E. Isaac (Université
de Leeds).

C. Structure tridimentionnelle de ’ECA

L’ECA est une protéine dont la structure tridimentionnelle est encore inconnue
du fait de sa compléxité due a son haut poids moléculaire apparent (170 kDa) et
la forte homologie de séquence des deux domaines actifs extracellulaires. Cette
étude a été entreprise sur une enzyme de 74 kDa ne possédant naturellement
qu’un seul site actif : 'ECA de drosophile qui a été récemment clonée. Une
construction a été réalisée afin de produire cette protéine en grande quantité
(280 mg/litre) dans le systéme de levure (Pichia pastoris). Des cristaux prélimi-
naires ont été obtenus. La finalité de ce projet est la détermination de la structure
tertiaire de I’ECA de drosophile (AnCE) puis, par modélisation moléculaire,
I’extrapolation des résultats aux domaines N et C de ’ECA humaine.

D. Solubilisation de ’ECA endothéliale

La solubilisation de la forme membranaire correspondant a I’ECA endothéliale
humaine a été étudiée dans une lignée de CHO transfectée soit par le cDNA
correspondant a I’ECA endothéliale soit par le cDNA correspondant au domaine
C-terminal de ’ECA. Nous avons pu démontrer que le processus protéolytique
intervenait au niveau de la membrane plasmique et que la protéine correspondant
au domaine C-terminal de ’ECA est libérée 10 fois plus vite dans le milieu en
une heure, ce qui indique un réle inhibiteur du domaine N-terminal dans ce
mécanisme de protéolyse. La forme plasmatique a une extrémité C-terminale
AGQR identique a celle de la forme sécrétée dans la cellule CHO transfectée,
laissant supposer un mécanisme protéolytique de méme type au niveau de la
cellule endothéliale humaine. De la méme fagon le domaine C-terminal de I'ECA
somatique exprimé dans la levure Pichia pastoris est relargué dans le milieu de
culture. La TNFa convertase ou TACE (TNFa converting enzyme) vient d’étre
clonée simultanément par R. A. Black et son groupe d’une part et M. L. Moss et
a.l (Nature 385, 1997, 729-736). Cette métalloenzyme ancrée a la membrane
plasmique fait partie de la famille des adamalysines ou ADAMs. qui se caractérise
par la présence d’un domaine disintégrine (A Disintegrin And Metalloprotease
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Domain). Il convient de vérifier si la sécrétase s’identifie a TACE ou a une
ADAM homologue. Dans cette perspective une collaboration a été entreprise
avec le Dr R.A. Black. Le cDNA correspondant @ I’ECA endothéliale (ECA
somatique) humaine et celui correspondant au domaine C-terminal ont été trans-
fectés dans des cellules de fibroblastes TACE —/— avec ou non transfection du
cDNA de TACE et la solubilisation des deux formes de ’ECA est étudiée. Dans
un second temps l’effet du TAPI (hydroxamate, inhibiteur de TACE) sur la
sécrétion sera évalué.

IV — ETUDE DU TRAFIC INTRACELLULAIRE DES MOLECULES
DES SYSTEMES ENDOTHELINE ET RENINE-ANGIOTENSINE

Equipe : C. ToUGARD, E. VILA-PORCILE, S. HAMMAMI, A. BARRET, P. LARDEMER,
E. ETIENNE

La compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans
les cascades d’événements protéolytiques qui vont donner naissance aux peptides
actifs des systemes endothéline et rénine-angiotensine ainsi que 1’identification
des compartiments subcellulaires mis en jeu dans ces maturations constituent
I’objectif général des recherches de ce groupe.

A. Le systeme endothéline dans les cellules endothéliales et les cellules
antéhypophysaires

Au cours de I’année écoulée, nos recherches sont restées centrées sur la
localisation subcellulaire de I’enzyme de conversion de I’endothéline (ECE),
I’enzyme-clé responsable de la derniére étape de maturation protéolytique du
précurseur de I’endothéline qui donne naissance au peptide actif. Cette enzyme
est une protéine membranaire de type II. L’épissage alternatif de I’ARNm de
I’ECE-1, qui est la forme majoritaire de I’ECE, entraine la formation, chez
I’homme, de trois isoformes (ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c) qui ne different les unes
des autres que par leurs domaines cytosoliques. Seules les 2 isoformes ECE-1la
et ECE-lc ont, pour I'instant, été identifiées chez le rat. Ces isoformes sont
exprimées a des taux variables dans différents tissus et dans des modeles de
cellules endothéliales en culture mais I’isoforme ECE-1c est en général 1’isoforme
majoritaire. Il a été montré, trés récemment, que les isoformes ECE-1a et ECE-1c
sont présentes principalement a la surface cellulaire, alors que I’isoforme ECE-1b
serait retenue au niveau de 1’appareil de Golgi.

La question fondamentale qui se pose est de comprendre le role physiologique
joué par ces différentes isoformes a I’intérieur et a la surface des cellules. La
régulation de I’expression de chacune d’entre elles pourrait intervenir dans une
modulation fine de la formation locale d’endothéline.
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1. Etude de la distribution subcellulaire des isoformes de 'ECE-1
dans des cellules CHO transfectées

Cette étude est réalisée actuellement en collaboration avec O. Valdenaire
(INSERM U 460. Paris) afin de caractériser les déterminants structuraux respon-
sables de la localisation des différentes isoformes de I’ECE-1. Elle est menée
dans des cellules CHO transfectées par une approche de mutagénese dirigée des
domaines cytosoliques spécifiques de chacune des isoformes humaines. Cette
analyse devrait nous permettre d’obtenir des informations sur les mécanismes de
régulation de cette distribution différentielle.

2. Etude de expression et de la localisation de "’ECE-1
dans ’antéhypophyse du rat

Les endothélines sont connues pour exercer des effets régulateurs sur la sécré-
tion de certaines hormones antéhypophysaires. De plus, les endothélines ainsi que
les ARNm des endothélines et des récepteurs des endothélines ont été détectés
dans I’antéhypophyse suggérant des interactions paracrines et/ou autocrines. Au-
cune information concernant 1’expression de I’ECE dans I’antéhypophyse n’ayant
été obtenue jusqu’alors, nous avons recherché si cette enzyme-clé dans la for-
mation d’endothéline active était exprimée localement dans les cellules glandu-
laires de 1’antéhypophyse.

Nous avons constaté par des approches conjointes d’immunochimie et d’im-
munocytochimie que I’enzyme était exprimée dans I’antéhypophyse du rat et était
localisée non seulement au niveau des cellules endothéliales tapissant la paroi des
capillaires mais également au niveau de quelques cellules glandulaires. Nous
poursuivons actuellement cette étude afin d’identifier par des doubles marquages
immunocytochimiques les types cellulaires qui expriment cette enzyme et de
définir ainsi le role qu’elle pourrait jouer dans une production locale d’endothé-
lines.

B. Le systeme rénine-angiotensine dans les cellules de I’antéhypophyse
de rat

1. Localisation subcellulaire des composants du systéme
rénine-angiotensine

Cette étude s’inscrit dans la continuité des recherches que nous avons menées
précédemment sur la localisation subcellulaire des composants du systéme rénine-
angiotensine, par des immunomarquages multiples en microscopie électronique
avec de ’or colloidal, au niveau des grains de sécrétion des cellules glandulaires
de I’antéhypophyse du rat (Vila-Porcile et Corvol. 1998). Ces résultats permet-
taient de supposer I’existence d’un processus de maturation a ’intérieur méme
du compartiment de stockage de tous les types de cellules glandulaires puisque,
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bien qu’ils soient exprimés a des niveaux divers, tous les composants du systeme
rénine-angiotensine sont colocalisés dans les grains de sécrétion.

Nous avons poursuivi cette étude par immunopéroxydase au microscope élec-
tronique et constaté que, aussi bien dans les cellules glandulaires de I’antéhypo-
physe que dans les cellules lactotropes de la lignée GH3B6, tous les composants
du systéme sont présents dans le réticulum endoplasmique rugueux, 1’appareil de
Golgi et les grains de sécrétion en formation, en particulier dans les cellules
lactotropes et somatotropes.

Ces détections fournissent de bons arguments pour une synthese effective des
composants du systeme rénine-angiotensine dans les cellules hypophysaires du
rat.

2. Sécrétion des composants du systeme rénine-angiotensine

Pour explorer une éventuelle sécrétion des composants du systeéme par les
cellules hypophysaires, nous avons alors utilisé I’approche dite du « reverse
hemolytic plaque assay » (RHPA) qui permet d’évaluer la sécrétion des cellules
a I’échelle individuelle. Cette technique, mise au point sur les cellules GH3B6
qui se sont avérées capables de sécréter la plupart des composants du systeme
rénine-angiotensine, a été ensuite appliquée sur les cellules hypophysaires nor-
males.

Sur I’ensemble des cellules hypophysaires, le composant majoritairement sé-
crété est la prorénine. Si I’on considere le taux de sécrétion de chacun des types
cellulaires identifi€s par immunocytochimie, on constate que les cellules les plus
actives sont les somatotropes et les lactotropes. Outre la sécrétion élevée de
prorénine, les autres composants sont sécrétés par ces cellules a des taux plus
réduits. En ce qui concerne les cellules gonadotropes, et en contradiction avec
les résultats rapportés dans la littérature, le taux de sécrétion pour chacun des
composants explorés a été tres faible. Les autres types cellulaires apparaissent
peu actifs. Nous poursuivons actuellement cette exploration fonctionnelle.

V — ETUDE DE L’ORGANISATION ET DU ROLE FONCTIONNEL
DU SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE CEREBRAL :
METABOLISME ET RECEPTEURS

Equipe : C. LLORENS-CORTES, A. Hus-CITHAREL, N. DE MoOTA, Z. LENKEI, S. ZINI
(départ : Novembre 1997), G. VAZEUX (départ : Octobre 1997), A.-M. NuyT
(départ : Juillet 1998), A. REAUX, X. ITURRIOZ

L’angiotensine II (Angll) et I’angiotensine III (Anglll), deux composants du
systeme rénine-angiotensine cérébral (SRA), ont la méme affinité pour les récep-
teurs angiotensinergiques de type 1 (AT, et AT ;) ou de type 2 (AT,). Injectés
par voie intracérébroventriculaire, ces deux peptides augmentent la pression ar-
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térielle, le comportement dipsique et la sécrétion de vasopressine (AVP). Notre
objectif consiste a étudier : 1) les enzymes impliquées dans le métabolisme des
angiotensines et plus particulierement 1’aminopeptidase A (APA) qui convertit
I’Angll en Anglll, 2) les roles respectifs de ces deux peptides dans le contrdle
central des fonctions cardiovasculaires, 3) le sous-type de récepteur impliqué dans
les différentes actions biologiques de ces peptides, dans le cerveau et I’hypophyse
et a la périphérie.

1. Ectoenzymes et metabolisme de ’anglI et de ’angIII cérébrales

A. Organisation du site actif de PAPA

Une premicre étude menée dans le laboratoire a montré que 1I’APA était bien
une enzyme a zinc, caractérisée par les motifs HEXXH et WLXEG retrouvés
dans toutes les aminopeptidases monozincs. Cette étude a mis en évidence que
le glutamate 386 du motif HEXXH et le glutamate 408 du second motif WLXEG
interviennent respectivement dans ’acte catalytique et dans la coordination du

zinc ; I’APA présenterait ainsi un mécanisme catalytique de type général basique.

Nous avons continué la caractérisation du site actif de I’APA en nous intéres-
sant particulierement a une tyrosine (Tyr-471) présente dans le motif YXKG et
conservée dans toutes les aminopeptidases monozincs. Nous avons muté la
Tyr-471, et nous ’avons remplacé par une phénylalanine. La caractérisation du
mutant nous a permis de mettre en évidence I’implication de I’oxygene phénolique
de la Tyr-471 dans I’acte catalytique. L utilisation de différents inhibiteurs et en
particulier d’un pseudo-analogue de I’état de transition le GIuPO,H,, nous a
permis de déterminer le role exact de cette Tyr-471. La chute du pouvoir inhibiteur
de ce composé pour le mutant suggere que la Tyr-471 serait impliquée dans la
stabilisation de 1’état de transition.

Ces données nous ont permis de proposer un modele du mécanisme catalytique
de I’APA.

B. Inhibiteurs de PAPA

En suivant la démarche simple utilis€e pour construire des inhibiteurs d’ami-
nopeptidases tels que ’APN ou I’APB, un certain nombre de B-aminothiols
capables de reconnaitre le site catalytique et le sous-site S1 de I’APA ont alors
été congus.

En prenant en compte la spécificité de substrat de I’ APA, des composés comme
le Glu-thiol et 1’ Asp-thiol ont été préparés. Curieusement, ces molécules n’ont
pas présenté 1’affinité espérée pour cette enzyme, mais de plus, elles se sont
avérées non sélectives. Partant de ces premiers modeles, les parametres d’affinité
et de sélectivité ont été améliorés en modifiant le groupement qui reconnait le
sous-site S1 de I’APA.
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Les produits les plus intéressants obtenus dans cette étude sont les suivants :
— TEC33: (R,S) 3-amino-4-thio-butyl sulfonate, inhibiteur spécifique de I’APA
(son pouvoir inhibiteur est 100 fois meilleur pour I’APA (Ki = 0,29 uM) que pour
I’APN) ;

— PEC27: (S) 2-aminopentane-1,5 dithiol, inhibiteur sélectif de I’APN (son
pouvoir inhibiteur est 100 fois meilleur pour I’APN (Ki = 0,032 uM) que pour
I’APA).

C. Roles physiologiques de I’aminopeptidase A et de ’aminopeptidase N
dans le systeme rénine-angiotensine cérébral : Roles respectifs de I’angIl
et de ’anglII dans le controle central des fonctions cardiovasculaires

Dans un premier temps, en effectuant des expériences de métabolisme, in vivo,
chez la souris nous avons démontré que 1’APA et I’APN étaient respectivement
impliquées dans le métabolisme de I’ Angll et de 1’ AnglII cérébrales.

De plus, en bloquant, in vivo, successivement chacune de ces enzymes, il est
apparu que pour induire une sécrétion de vasopressine, I’ Angll devait étre conver-
tie en Anglll par I'APA dans le cerveau, suggérant que le peptide effecteur du
SRA cérébral serait 1’ AnglII.

Afin de compléter ces données, nous avons étudié :

1. La distribution régionale de P’activité de I’Aminopeptidase A
dans le cerveau de rat

* chez le rat normotendu

Puisque I’AnglIl semble avoir un rdle majeur au sein du SRA cérébral,
I’enzyme qui Iui donne naissance, I’APA devient une cible potentiellement inté-
ressante. Il convient donc de I’étudier en détail, ce qui jusqu’alors n’avait pas été
réalisé. Nous avons entrepris la mesure de ’activité enzymatique de I’APA en
absence ou en présence d’un inhibiteur spécifique dans une vingtaine de noyaux
cérébraux microdisséqués chez le rat mile Sprague-Dawley selon la méthode du
Professeur M. Palkovits.

Les plus fortes activités APA sont retrouvées dans 1’organe vasculaire de la
lame terminale (OVLT), I’organe subfornical (SFO), I’éminence médiane, 1’area
postrema, I’hypophyse antérieure et postérieure, le noyau arqué, le noyau supraop-
tique et a un moindre degré, le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau
paraventriculaire. Toutes ces régions sont impliquées dans le contrdle de la
pression artérielle, la prise de boisson ou la sécrétion des hormones hypophysaires.
Des régions ne contenant pas de récepteurs AT, comme le cortex moteur ou le
cervelet présentent une activité APA trés faible.

Ces résultats nous ont permis d’établir pour la premiére fois une cartographie
détaillée de la distribution de I’APA dans le cerveau de rat. Il existe une trés
bonne corrélation entre cette distribution et la localisation des terminaisons des
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voies angiotensinergiques et des récepteurs AT, déja décrite. Un tel parallélisme
suggeére que I’APA serait un des constituants du systeme rénine-angiotensine
cérébral.

* chez le rat spontanément hypertendu

Puisque nous trouvions des taux importants d’ APA dans des régions cérébrales
connues pour réguler les fonctions cardiovasculaires, il était intéressant de voir
si I'activité de I’enzyme était modifiée par une situation physiopathologique
mettant en jeu une activation du SRA.

Les rats spontanément hypertendus (SHR) appartiennent a une lignée généti-
quement établie pour laquelle la pression artérielle peut dépasser de plus de 50 %
celle des animaux normotendus. Chez ces animaux, on note dans le tissu cérébral
une augmentation de I’activité rénine, des taux d’angiotensinogene, d’Angll et
d’AngllI ainsi que du nombre des récepteurs AT,. Cette hyperactivité du SRA
cérébral pourrait étre en partie a l’origine de leur état tensionnel élevé. Ces
animaux constituent donc un bon modele physiopathologique pour étudier les
variations de 1’activité APA dans le cerveau.

Dans la plupart des noyaux étudiés, nous avons observé une augmentation tres
significative de 1’activité enzymatique chez le rat SHR, comparé a son témoin
normotendu Wistar-Kyoto. Cette augmentation est particulierement importante
dans le SON, le noyau arqué, ’OVLT, I’éminence médiane et le SFO ou elle
peut dépasser de 2,5 fois ’activité des animaux témoins. En revanche, aucune
variation n’a été notée dans I’ AP, I’hypophyse postérieure, le cortex moteur et le
cervelet. L’activité de I’ECA n’est pas significativement modifiée dans le cerveau
du rat SHR, bien que 1’on note une tendance générale a la baisse.

En conclusion, I’activité de I’APA est globalement augmentée dans le cerveau
du rat hypertendu, particulierement dans des régions impliquées dans le contrdle
de la pression artérielle.

Cette augmentation est parallele a celle observée pour les récepteurs AT,. Ceci
suggere 1a encore un rdle de I’APA dans le SRA cérébral qui pourrait rendre
compte du métabolisme plus rapide de 1’ Angll observée chez les animaux hyper-
tendus.

2. L’effet des inhibiteurs d’APA sur P’activité des neurones
magnocellulaires vasopressinergiques du noyau supraoptique

Afin de mieux comprendre le mode d’action des angiotensines (Angll et
AnglIl) sur la sécrétion de vasopressine, il nous apparait intéressant d’étudier le
comportement électrophysiologique des cellules magnocellulaires vasopressiner-
giques du noyau supraoptique, en présence des inhibiteurs d’APA. Ces expé-
riences nous permettront de tester I’hypothese selon laquelle I’ AnglII est bien le
peptide effecteur au niveau des neurones magnocellulaires vasopressinergiques.
Des enregistrements extracellulaires des neurones vasopressinergiques dans le
noyau supraoptique chez le rat anesthésié déshydraté (pendant 48h) ont été
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effectué dans le laboratoire de pharmacologie des effets centraux de Roussel-
Uclaf sous la direction du Dr P. Sanderson. L’injection intracérébroventriculaire
(i.c.v) d’AnglI (15-30 ng) ou d’AnglII (15 ng) augmente la fréquence et I’ampli-
tude des décharges phasiques de ces neurones, traduisant une sécrétion accrue de
vasopressine. A l’inverse, I’admnistration i.c.v de I’inhibiteur d’APA (EC33
10 nug) provoque un silence total des neurones vasopressinergiques pendant 4-6
min et inhibe 1’augmentation d’activité phasique de ces neurones provoquée par
I’AnglI (30 ng). En conclusion, I’augmentation d’activité des neuronesvasopres-
sinergiques du SON induite par 1I’Angll, nécessite la conversion préalable de
I’Angll en Anglll. Ces résultats sont en accord avec les données précédentes
obtenues sur la sécrétion de vasopressine et suggerent que I’ AnglII serait respon-
sable de I’activation des neurones vasopressinergiques du SON. De plus, dans
certaines conditions physiopathologiques comme la déshydratation, I’ AngIII en-
dogene cérébrale exercerait un contrdle tonique de I’activité de ces neurones.

3. L’effet des inhibiteurs d’APA sur la pression artérielle

L’augmentation de pression artérielle induite par les angiotensines cérébrales
résulte d’une diminution du tonus parasympathique due a 1’inhibition de 1’arc
baroréflexe situé dans le noyau du tractus solitaire, d’une augmentation de 1’ac-
tivité orthosympathique par stimulation des neurones préganglionnaires et d’une
augmentation de la sécrétion de vasopressine due a la stimulation des neurones
magnocellulaires des noyaux supraoptique et paraventriculaire.

Il est bien établi que I’injection par voie i.c.v d’Angll ou d’AnglII induit une
augmentation de la pression artérielle. Si I’ AnglII est le peptide effecteur du SRA
cérébral dans le contrdle de cette fonction comme dans le cas de la sécrétion de
vasopressine, le blocage de I’APA devrait provoquer une chute de la pression
artérielle.

Afin de tester cette hypohese, I’Angll ou I’ AngllI seront injectées par voie
i.c.v chez le rat anesthésié ou vigile en absence ou en présence des inhibiteurs
d’APA ou d’APN, et la pression artérielle (PA) ainsi que la fréquence cardiaque
seront enregistrées apres cathétérisme de I’artére fémorale. L’effet de ces inhibi-
teurs sera aussi étudié dans différents modeéles expérimentaux d’hypertension
artérielle (rat spontanément hypertendu, rat présentant une hypertension rénovas-
culaire, rat de Dahl sensibles au sel).

Les expériences réalisées avec I’inhibiteur d’APA (EC33) montrent que le
prétraitement par cet inhibiteur bloque 1’augmentation de PA induite par 10 ng
d’Angll. De plus, injecté seul, cet inhibiteur a un effet hypotenseur, dose-
dépendant plus marqué chez le rat hypertendu que chez le rat normotendu. Ces
données et d’autres en cours nous ont permis de déposer un brevet a I'INSERM
intitulé : « Composition pharmaceutique utile pour diminuer la pression artérielle
comprenant au moins un inhibiteur d’aminopeptidase A ».

Afin de préciser le mode d’action de 1’Anglll sur la pression artérielle nous
envisageons de tester les effets de ce peptide sur ’activation du baroréflexe. Cette
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étude sera menée chez des rats normotendus et hypertendus vigiles. La courbe
du baroréflexe [Rythme Cardiaque =f (Pression Artérielle)] se réalise classique-
ment en faisant varier la pression artérielle par une perfusion intraveineuse de
phényléphrine (agoniste a-adrénergique) qui induit une augmentation de pression
artérielle sans effet chronotrope direct et d’autre part par une perfusion de
nitroprussiate provoquant une vasodilatation (hypotension). Lors de ces expé-
riences, la pression artérielle ainsi que les variations du rythme cardiaque seront
enregistrées en continu. Nous étudierons les effets de I’injection par voie i.c.v
d’Angll ou d’ AnglIl, en présence ou en 1’absence d’inhibiteurs d’aminopeptidases
A ou N, sur la réponse du baroréflexe artériel.

2. Récepteurs de I’angll/anglII de type-1 (AT,, et AT,;) et de type-2 (AT,)

A. Dans le cerveau et I’hypophyse : Identification du type cellulaire
exprimant les récepteurs AT,,, et AT ;.

* Dans le SNC

Apres avoir établi une cartographie détaillée de la distribution des ARNms des
récepteurs AT, et AT,;dans le SNC et I’hypophyse, la seconde partie de 1’étude
a consisté a déterminer dans les noyaux paraventriculaires (PVN) et supraoptiques
(SON), la localisation cellulaire (neuronale ou gliale) de ’ARNm du réecepteur
AT,, et notamment sa présence dans les neurones magnocellulaires vasopressi-
nergiques. A cet effet, un triple marquage a été effectué sur des coupes de cerveau
de rat par hybridation in situ a 1’aide d’une ribosonde radioactive spécifique de
la séquence du récepteur AT,, et d’une sonde oligonucléotidique marquée a la
dioxygénine, spécifique de la séquence de la vasopressine, suivi d’une détection
immunohistochimique d’un marqueur astrocytaire, la GFAP. Nos résultats
indiquent que I’ARNm du récepteur AT,, est principalement exprimé par les
neurones de la partie parvocellulaire dorsale et médiale du PVN. A Dinverse,
aucun marquage n’a pu étre détecté dans les neurones vasopressinergiques ma-
gnocellulaires, aussi bien dans le PVN que dans le SON. Cependant, dans le
PVN, quelques neurones magnocellulaires non vasopressinergiques expriment ce
récepteur.

La localisation neuronale des récepteur AT,, dans la partie parvocellulaire du
PVN semble parallele a celle des neurones a CRF et pourrait rendre compte de
I’effet stimulateur des angiotensines sur la libération de CRF. L’absence de
récepteurs AT,, sur les neurones vasopressinergiques suggere une régulation
indirecte de ces neurones via un autre neuromédiateur ou I’implication d’un type
de récepteur de 1’ Angll encore inconnu.

* Dans I’antéhypophyse

Afin d’identifier dans quel type cellulaire de 1’adénohypophyse de rat méle
(somatotrope, corticotrope, lactotrope, thyréotrope, gonadotrope) sont exprimés
les récepteurs AT,;, nous avons utilisé deux approches différentes :
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— Un fractionnement des cellules hypophysaires sur gradient de BSA, suivi
d’une quantification de I’expression des ARNms des récepteurs AT, et AT,, par
RT-PCR dans les différentes fractions.

— Un double marquage du tissu hypophysaire en utilisant une ribosonde radioac-
tive spécifique de la séquence du récepteur AT,; et un anticorps dirigé contre la
prolactine ou I’ACTH.

Nous avons constaté aprés fractionnement que 85 % des récepteurs AT, pré-
sents dans 1’antéhypophyse étaient de sous-type AT,, et qu’ils étaient localisés
préférentiellement dans les fractions enrichies en cellules lactotropes et cortico-
tropes.

Par le double marquage, nous avons précisé 1’expression prédominante des
récepteurs AT,; dans les cellules lactotropes et faiblement détectable dans les
cellules corticotropes.

En conclusion, I'effet stimulateur de 1’Angll hypophysaire, synthétisée dans
les cellules gonadotropes, sur la sécrétion de prolactine et d’ACTH est un effet
paracrine direct médié par les récepteurs AT, ;. En outre, I’expression différentielle
des deux sous-types de récepteurs de 1I’Angll, AT,, dans le SNC et AT,; dans
I’antéhypophyse, pourrait rendre compte des actions opposées de 1’AnglI sur la
sécrétion de prolactine aux niveaux hypothalamique et hypophysaire.

B. A la péripherie : Réle de la protéine kinase C (PKC) et de la tyrosine
kinase (TK) sur les augmentations de calcium induites par 1’AngIII
et la bradykinine (BK) dans la branche large ascendante corticale
de rein de rat (CTAL). Etude des interactions entre ces deux peptides

Bien que le CTAL ne contienne qu’un seul type cellulaire, il est soumis a de
multiples régulations hormonales. Nous avons précédemment montré que le
CTAL exprime majoritairement les messagers du récepteur AT,, et que dans ce
méme segment, les réponses calciques induites par I’Angll et 1’AnglIl sont
médiées par ce méme sous-type de récepteur. Les principaux objectifs de notre
étude étaient de caractériser dans le CTAL les réponses calciques induites par
I’ AnglII et la BK, les rdles possibles de la PKC et de la TK sur ces réponses et
les interactions entre ces deux peptides. Les mesures de libération de calcium
intracellulaire sont réalisées par microfluorimétrie, avec la sonde fura-2.

Les résultats obtenus avec 100 nM d’Ang III et 100 nM de BK sont les
suivants : 1) La réponse calcique induite par la BK est médiée par un récepteur
de type B, puisque elle est totalement abolie par un antagoniste des récepteurs
B,. 2) Les réponses calciques induites par ces deux peptides ne sont pas additives.
3) Une préincubation de 20 minutes en présence de 1 UM de bisindolylmaléi-
mide 1, un inhibiteur de PKC, potentialise les réponses calciques induites soit par
I’AnglII [460 £+ 71 nM (n = 10) versus 258 + 28 nM (n = 10), p < 0.05], soit par
la BK [587 = 55nM (n=28) versus 363 = 40nM (n=11), p<0.01]. 4) Les
augmentations de calcium induites par I’AnglIl et la BK sont médiées par une
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activit¢ TK. En effet, une préincubation de 20 minutes en présence de 100 uM
de génistéine, un inhibiteur de TK, inhibe les réponses calciques induites par
I’AngllII et par la BK de 57 + 7 et 53 + 7 % respectivement. En absence de
calcium externe, des inhibitions similaires sont obtenues. De plus, les mesures
correspondantes des surfaces calciques indiquent clairement que I’influx calcique
est également partiellement médié par la voie de la TK. 5) Ces deux peptides
sont soumis a un processus de désensibilisation homologue par un mécanisme
PKC-indépendant : aprés une premiere exposition soit a 1’ Anglll, soit a la BK,
les réponses calciques induites par une dose équimolaire du méme peptide sont
réduites de 80 et 100 % respectivement. 6) L’AnglIl appliquée en premiere
position n’entraine pas de phénomene de désensibilisation hétérologue vis-a-vis
de la BK ; en revanche, une premiére application de BK réduit la réponse calcique
induite par I’AnglII de 48 + 6 %. Ce processus est PKC- et TK-indépendant.

En conclusion, dans le CTAL les réponses calciques induites par ces deux
peptides a) sont dues a la libération d’un méme pool intracellulaire, b) sont
médiées par une activité PKC et c) pourraient résulter, au moins en partie, d’une
activation de I’isoforme PLC,. De plus, les derniers résultats montrent que la BK
pourrait dans ce segment jouer un rdle important en régulant les effets de I’ Angll/
AnglIl.

VI. FONCTIONS MOLECULAIRES ET SIGNALISATION

DES RECEPTEURS MEMBRANAIRES DES PEPTIDES VASOACTIFS
ET DE L’INSULINE

Equipe : E. CLAUSER, C. AuzAN, S. MISEREY, C. MONNOT, C. PARNOT

L’activité du groupe au cours de I’année 1997-98 a porté sur I’analyse du
fonctionnement moléculaire des récepteurs de 1’angiotensine II (Angll), de la
vasopressine et de I’insuline. Ces études ont utilisé des techniques de biologie
moléculaire (clonage, mutagénese dirigée, PCR), de biologie cellulaire (expression
de protéines recombinantes), de biochimie des protéines (Western blot, immuno-
précipitation) et de physiologie cellulaire (mesure du calcium intracellulaire et de
divers seconds messagers).

A) Les récepteurs aux peptides vasoactifs

Les récepteurs de I’Angll (AT, humain, AT,,, et AT,y de rat, AT, de rat), qui
nous servent de modele mais aussi de la vasopressine (V1a, V1b et V2) et de
I’endotheline (ETA et ETB) sont des récepteurs heptatransmembranaires couplés
a des protéines G, qui ont été clonés. Grace aux ADNc de ces récepteurs (offerts
ou reclonés au laboratoire), nous avons étudié la pharmacologie moléculaire, les
rapports structure-fonctions, les interactions protéiques et la signalisation de ces
récepteurs par différentes approches.
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* La pharmacologie moléculaire d’un composé non peptidique agoniste des
récepteurs AT, (L162 313) a été étudiée. Ce composé se fixe avec la méme faible
affinité (200 nM) aux récepteurs AT,,, AT ; et AT, et se comporte comme un
agoniste partiel et un antagoniste partiel vis-a-vis du récepteur AT,. De plus sa
liaison a une batterie de mutants du récepteur AT,,. indique que son site de
liaison au récepteur est en partie au moins superposable a celui du Losartan.

* Les déterminants moléculaires responsables de I’internalisation, de la désensi-
bilisation et du couplage du récepteur AT,, ont été plus spécifiquement étudiés
par délétions progressives de la séquence carboxyterminale et des modifications
de la 3° boucle intracellulaire de ce récepteur.

— Une séquence riche en sérines et thréonines de la partie médiane du segment
carboxyterminal est essentielle pour I’internalisation et la désensibilisation du
récepteur. La déletion de cette séquence n’empéche cependant pas le couplage
aux protéines G et le mutant correspondant présente un phénotype hyperréactif
avec une transmission amplifiée du signal, du fait de 1’absence de désensibilisation
et d’internalisation.

— Le remplacement du segment distal de la 3¢éme boucle intracellulaire du
récepteur AT, par les séquences homologues des récepteurs ol et 2-adréner-
giques et du récepteur AT, a permis d’explorer le couplage du récepteur. Ces
modifications n’entrainent pas d’activation constitutive du récepteur AT,, mais
modifient son couplage aux protéines G : conservation du couplage avec Gq pour
la chimere ol-adrénergique, suppression du couplage pour la chimere AT, et
réddction du couplage Gq et apparition d’un couplage Gs associées a la suppres-
sion de la transmission du message mitogéne de 1’Angll pour la chimeére [(2-
adrénergique.

* Enfin nous avons développé plusieurs modeles d’étiquetage du récepteur AT, ,
de rat en 1’absence d’anticorps spécifiques contre cette protéine. La réalisation
d’une protéine de fusion récepteur AT,,-EGFP (Enhanced Green Fluorescent
Protein) permet I’expression d’un récepteur fonctionnel, facilement identifiable
par Western blot, immunoprécipitation et histochimie.

* De plus ces récepteurs étiquetés fonctionnels vont nous permettre de développer
nos travaux de recherche dans 3 directions complémentaires :

— I’étude directe de la dimérisation homologue et hétérologue du récepteur
AT, ;

— T’étude des voies de signalisation du récepteur AT, dans différentes cellules
cibles de 1I’Angll ;

— l’analyse des interactions protéine-protéine mises en evidence par co-
immunoprécipitation entre le récepteur AT, et d’autres protéines de signalisation
ainsi qu’avec les protéine kinases impliquées dans la désensibilisation homologue
et hétérologue.

* Ces travaux en cours sont complétés par :
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— le clonage par double hybride de nouvelles protéines interagissant avec les
segments intracellulaires du récepteur AT,. La technique double hybride est
actuellement mise au point.

— le clonage d’une banque mutationnelle du récepteur AT, par un test fonc-
tionnel recherchant une activation constitutive du récepteur AT),.

Certains aspects de ces travaux (dimérisation, interactions protéiques et acti-
vation constitutive) seront étendus a d’autres récepteurs, comme ceux de la
vasopressine clonés au laboratoire.

B) Récepteur de I’insuline

L’analyse des rapports structure-fonction du récepteur de I’insuline s’est pour-
suivi par I’étude du rdle du domaine transmembranaire du récepteur dans la
transmission du signal.

* La construction de plusieurs ADNc codant des protéines chimeres dont le
domaine transmembranaire a été remplacé par les domaines équvalent de plusieurs
protéines ou récepteurs membranaires (récepteur EGF, oncoprotéine neu, glyco-
phorine etc.) a été réalisée. La caractérisation fonctionnelle de ces récepteurs
mutants est en cours en collaboration avec le groupe de G. CREMEL et P. HUBERT
(INSERM U338, Strasbourg). De plus nous avons étudié les conséquences de
I’inversion de la séquence du domaine transmembranaire du récepteur de 1’insu-
line dans la biosynthese, le fonctionnement et la signalisation des formes courte
(hIRA) et longue (hIRB) du récepteur. Ce travail en cours de rédaction montre
I’absence de conséquence fonctionnelle de cette inversion pour les deux formes
du récepteur (C. AUZAN et al., soumis).

* Enfin et dans le cadre d’une collaboration avec A.F. BURNOL (CR1 CNRS,
Laboratoire de J. GIRARD a Meudon) nous avons étudié le r6le fonctionnel d’une
protéine appellée Grbl5 et appartenant a la famille des protéines Grb, clonée par
la méthode du double hybride avec une sonde correspondant au domaine tyrosine
kinase activé du récepteur de I’insuline. Cette protéine interagit spécifiquement
avec le récepteur phosphorylé et elle est elle-méme phosphorylée par le récepteur
de I’insuline. Fonctionnellement Grb15 inhibe la transmission des effets mitogé-
niques de I’insuline.

VIIL GENETIQUE MOLECULAIRE DE L’HYPERTENSION
ARTERIELLE HUMAINE

Equipe : X. JEUNEMAITRE, A.-M. HouoT, A.-P. GIMENEZ-ROQUEPLO, J. CELERIER,
M. GIACCHE, S. DissE, P.-F. PLouIN

A. Génétique moléculaire de I’angiotensinogene

Le but de ce projet est 1’étude approfondie biochimique des variants molécu-
laires du gene de I’angiotensinogene identifiés chez I’homme et leur association
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avec différentes formes d’hypertension artérielle. Des associations supplémen-
taires ont pu étre observées en particulier dans la néphropathie diabétique en
interaction avec le polymorphisme de I’enzyme de conversion de 1’Angll. Une
recherche approfondie de polymorphismes de la région promotrice a été entreprise
afin de détecter une variant fonctionnel, en déséquilibre avec le polymorphisme
M235T lui-mé&me associé une élévation de 1’ordre de 20 % de la concentration
plasmatique de la protéine. L’analyse d’haplotypes a permis de confirmer 1’as-
sociation entre M235T et 1’hypertension artérielle et I’importance possible d’une
substitution nucléotidique en position -6 du site initial de la transcription.

L’étude biochimique de la protéine a été entreprise avec 1’expression in vitro
en cellules eucaryotes d’angiotensinogene muté pour les différents sites de gly-
cosylation. Cette étude nous a permis de montrer I’implication du site N'* dans
la cinétique de la réaction enzymatique avec la rénine, la glycosylation de chaque
site a 'origine de I'hétérogénéité de la protéine en migration SDS-PAGE, la
possibilité d’obtenir un angiotensinogéne recombinant totalement déglycosylé.
L’étude des ponts disulfures impliqués dans la structure de la protéine native et/
ou de la forme de haut poids moléculaire de 1’angiotensinogene est en cours. Les
procédés de purification de I’angiotensinogene recombinant ont été mis au point
ainsi que sa production a large échelle dans le cadre d’un projet de cristallisation
de la protéine en collaboration avec les laboratoires Hoffmann-Laroche.

B. Implications du canal Na épithélial amiloride-sensible dans ’HTA
essentielle

La présence de mutations de la partie C-terminale des sous-unités 3 et y de ce
canal dans la maladie de Liddle — qui associe une HTA précoce et sévere a
transmission autosomique dominante et un profil biologique tres particulier (perte
potassique, rénine et aldostérone basses) — a pu étre confirmée par notre étude
d’une premiére famille européenne. Dans cette pathologie, nous avons initié une
collaboration avec le groupe de G.A. MACGREGOR a Londres, afin d’évaluer la
possibilité de mesurer I’effet d’une mutation du canal Na épithélial au niveau de
I’épihélium nasal. Les premiers résultats qui montrent une augmentation nette de
la différence de potentiel mesurable a ce niveau, suggérent que cette mesure
pourrait constituer un test diagnostique complémentaire intéressant de la maladie.

L’hypotheése de I’existence possible de mutations moins séveres de ce canal
dans I’HTA essentielle, en particulier en cas de rénine basse a été testée sur plus
de 500 sujets hypertendus et 300 témoins. Aprés avoir déterminé 1’organisation
de la structure génomique des sous-unités 3 et Y, une recherche systématique de
mutations nous a permis d’identifier cinq mutations faux-sens sur la sous-unité 3
et quatre mutations faux-sens sur la sous-unité y. Leur fréquence est rare dans la
population hypertendue caucasienne mais plus fréquente parmi les sujets d’origine
africaine. La mesure fonctionnelle de cette mutation (P. BARBRY, Sophia Anti-
polis) par expression en ceufs de xénopes et patch-clamp, n’a montré qu’une
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élévation trés modeste du courant Na* sensible & ’amiloride pour chacune des
mutations étudiées. Cependant, 1’étude de la fréquence du polymorphisme T574M
de BENaC suggere un rdle possible de ces variations dans I’hypertension artérielle.

C. Etude du géne de la 118OHase et de I’aldostérone synthase

L’HTA suppressible par la Dexaméthasone est la conséquence d’une recom-
binaison inégale des genes CYP11B1 et CYP11B2. Une étude moléculaire de ces
deux genes nous a permis de montrer le role important de deux acides aminés
dans la spécificité de chaque enzyme. La recherche d’un lien entre ce locus du
chromosome 8 et I’HTA essentielle a été négative bien qu’un polymorphisme
situé en position -344 pourrait étre associé a la concentration d’aldostérone
plasmatique circulante.

D. Etude de nouveaux geénes candidats et de phénotypes intermédaires

L’étude phénotypique détaillée de paires de germains hypertendus entreprise
depuis 1994 a pour objectif 1I’étude de la liaison, par la méthode des germains
affectés, entre des geénes candidats et des phénotypes intermédiaires impliqués
dans la régulation de la pression artérielle (systeme rénine angiotensine, systeme
kallicréine-kinine, réponse au sel, sécrétion d’aldostérone, contre-transport Na/
Li).

Nous avons pu montrer des relations familiales positives sur la concentration
plasmatique de rénine dans des conditions standardisées de régime salé ainsi que
sur la réponse de la sécrétion d’aldostérone a la perfusion d’angiotensine II, et
de I’excrétion de cortisol urinaire. D’autres phénotypes dont 1’héritabilité a été
suggérée dans la littérature vont €tre étudiés : baisse tensionnelle sous déplétion
sodée, syndrome d’hypertension et dyslipidémie, hypertension et insulinorésis-
tance. Des relations génotype-phénotype sont effectuées pour chacun des genes
codant pour les phénotypes intermédiaires correspondants.

E. Recherche de nouveaux loci impliqués dans ’HTA essentielle

Un premiére tentative de localisation des genes impliqués dans I’'HTA essen-
tielle a été effectuée en collaboration avec le groupe du Pr SOUBRIER (Inserm
U258) et le groupe du Pr M. LATHROP a Oxford (Wellcome Trust). Une locali-
sation sur le chromosome 17 proche du géne de ’hormone de croissance a été
obtenue et représente la premiere identification d’un locus commun entre un
modele animal expérimental (rat spontanément hypertendu et 1’homme). Nous
souhaitons poursuivre cette approche en 1) densifiant les marqueurs dans les
zones d’intérét, 2) analysant des familles supplémentaires, 3) utilisant de nouveaux
moyens techniques (puces a ADN) et en développant de nouvelles collaborations
internationales.
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F. Génétique d’autres maladies cardiovasculaires

La dysplasie fibromusculaire (DFM) est une artériopathie systémique d’origine
inconnue, a prédominance féminine, touchant les artéres musculaires de moyen
calibre en particulier les atteintes rénales et cérébrales. Nous avons effectué en
1995-6 un effort systématique d’évaluation familiale de la DFM a partir de plus
de 100 patients atteints de DFM et avons identifié¢ environ 10 % de cas familiaux.
Des premieres études moléculaires n’ont pas permis de mettre en évidence une
relation avec certains geénes de la matrice vasculaire (COL3A1, Elastine). Nous
poursuivons 1’analyse de cette pathologie avec en particulier la recherche d’une
amélioration de la caractérisation phénotypique de I’atteinte vasculaire — des
résultats prometteurs ont été obtenus par €chographie de haute résolution en
collaboration avec 1’unité 337 (S. LAURENT, P. BOUTOUYRIE).

Nous avons aussi débuté depuis 3 ans (projet PHRC-94) la collection de
familles atteintes de prolapsus valvulaire mitral idiopathique (maladie de Barlow).
Cette pathologie, touchant environ 5 % de la population adulte est le plus souvent
bénigne mais peut se compliquer d’insuffisance mitrale, d’endocardite, de troubles
du rythme cardiaque et plus rarement de mort subite. Nous disposons actuellement
de plusieurs familles suffisamment larges pour conduire a une localisation pri-
maire de la maladie par analyse de liaison génétique.

G. Etudes cliniques dans ’'HTA secondaire

L’approche de ’'HTA rénovasculaire a été multiple, portant sur la quantification
des sténoses de I’artere rénale (SAR), 1’évaluation diagnostique du Doppler avec
contraste, I’évaluation de la dilatation endoluminale des SAR dans le cadre d’un
essai coopératif randomisé (EMMA). Celui-ci a montré que, dans 1’athérome, la
dilatation permettait de réduite I’intensité du traitement mais non d’abaisser la
pression artérielle ou a fortiori de guérir ’'HTA (normotension sans traitement).

Un certain nombre de travaux portant sur les tumeurs de la surrénale ont été
effectués dans le cadre du réseau Inserm COMETE. Pour les tumeurs sécrétant
des glucocorticoides, le réseau a montré 1’association avec le phénotype malin
d’anomalies de la région 11p15 et d’une surexpression d’IGF-II. Pour les tumeurs
sécrétant de 1’aldostérone, nous avons optimisé les tests diagnostiques de 1’hy-
peraldostéronisme primaire et analysé dans ce syndrome la réponse in vivo a la
perfusion de potassium et d’angiotensine III.

Dans les phéochromocytomes, nous avons étudié a long terme (796 patient-
années) la probabilité de récidive chez des patients opérés d’un phéochromocy-
tome initialement bénin. L’incidence des récidives (bénignes ou malignes) était
de 20 %, les prédicteurs indépendants de récidive étant la présence d’une maladie
familiale et un profil « immature » de sécrétion de catécholamines. L’étude de la
tumeur nous a permis d’établir la présence de mutations somatiques de RET dans
certains phéochromocytomes sporadiques. Cette étude est poursuivie dans le
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réseau COMETE par I’analyse du systtme RET/GDNFet dans le cadre du RET
International Consortium par une étude génotype/phénotype. L’examen des tu-
meurs nous a également permis d’étudier la densité et le type des récepteurs a la
somatostatine dans les phéochromocytomes bénins, ectopiques et malins et d’ana-
lyser in vivo la réponse sécrétoire a I’octréotide, un agoniste de ces récepteurs.
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